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Abreviaturas

5’-NT: ecto-5"-nucleotidasa

AiR: receptor de adenosina A1

A2aR: receptor de adenosina Aza

AzsR: receptor de adenosina Azs

AsR: receptor de adenosina As

AC: adenilato ciclasa

ADA: adenosin deaminasa

AdK: adenosin quinasa

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADP: adenosin difosfato

AMP: adenosin monofosfato

AMPc: adenosin monofosfato ciclico
ARN: acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATP: adenosin trifosfato

BDNF: factor neurotréfico derivado de
cerebro

CBP: proteina de union a CREB

CN-1: 5'-nucleotidasa citosolica 1

CNT: transportadores concentradores de
nucleésidos

COMT: catecol-o-metiltransferasa
COOH: grupo carboxilo

CREB: factor de transcripcidon que responde
a AMPc (cAMP response element-binding)
D1R: receptor de dopamina D1

D:zR: receptor de dopamina D2

DAG: diacilglicerol

DNMT: ADN metil transferasas

EctoN: ectonucleotidasa

EH: enfermedad de Huntington

ENT: transportadores equilibradores de

nucledsidos
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EP: enfermedad de Parkinson

FAD: flavin adenin dinucledtido
GABA: acido aminobutirico

Ge: proteina G inhibidora de la AC

Gi: proteina G inhibidora de la AC
GIRK: canales rectificadores de potasio acopla-
dos a proteina G

Golf: proteina G olfatoria

GPCR: receptor acoplado a proteina G
GPlat: globo palido lateral

GPm: globo palido medio

Gq: proteina G con subunidad a tipo q
GTP: guanosina trifosfato

HAT: acetilasa de histona

HATi: inhibidor de las HATs

HDAC: deacetilasa de histona
HDAC:i: inhibidor de las HDACs
Httm: Huntingtina mutada

IP3: inositol trifosfato
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NAD: nicotinamida adenina dinucledtido
NHoz: grupo amino
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mato sensibles a N-Metil-D-aspartato
NsubT: nicleo subtalamico

pb: pares de bases

PKA: protein quinasa A

PLC: fosfolipasa C

SAH: S-adenosil homocisteina

SAHH: hidrolasa de SAH

SAM: S-adenosil metionina

SNC: sistema nervioso central

SNc: sustancia negra compacta

SNr: sustancia negra reticulada






I. INTRODUCCION






1. El receptor de adenosina A:za

1.1 LaAdenosina

La adenosina es un nucledsido formado a partir de la unién de la adenina y una ribosa. La ade-
nina, a su vez, es un compuesto aromatico heterociclico del tipo purina. Las purinas (adenina y
guanina) tienen un papel fundamental como elemento estructural de los acidos nucleicos, y
forman parte de multiples biomoléculas de gran importancia para el funcionamiento celular. La
adenosina, en concreto, tiene una especial relevancia en lo que se refiere al metabolismo energé-
tico de la célula, ya que constituye el sustrato sobre el que se afiaden fosfatos mediante enlaces
de alto contenido energético produciendo progresivamente AMP, ADP y ATP. También forma
parte del NAD y el FAD, que participan en las reacciones de oxidacion reduccién y la acumula-
cién de energia en forma de ATP. Otras moléculas que contienen adenosina son el AMPc, im-
portante mensajero secundario celular o el SAM, principal donador de grupos metilo en la célu-

la que participa en la regulacion transcripcional del ADN.

Por tanto, la adenosina como tal y formando parte de otras moléculas esta presente en todas las
células del organismo. Debido a su intervencion en el ciclo energético, su metabolismo es muy
rapido y sensible a procesos de hipoxia. Cuando se produce un desequilibrio patolégico entre el
aporte y el consumo de energia, la degradacion de los reservorios energéticos de la célula con-
duce a un aumento en su concentraciéon. Cuando la diferencia entre su concentracién dentro y
fuera de las células es muy grande, sale al exterior, desde donde desencadena una respuesta

homeostatica de efectos protectores que reduce la actividad celular.

Ademas, las purinas tienen un papel distintivo en la regulacién de la actividad de las células
excitables, como las del tejido cardiaco o el sistema nervioso, que cuentan con receptores de
membrana tanto para ATP (cuya actividad como neurotransmisor fue propuesta ya por Burns-
tock en 1970 (Burnstock et al., 1970)) como para adenosina. El papel como neuromodulador de
la transmision sindptica de la adenosina en el sistema nervioso central sera desarrollado a lo

largo del presente trabajo.
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Capitulo 1: El receptor de adenosina Aza

A Adenina B Adenosina* H
J/JO
E j;—é f, :; H 0.,
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N— _H
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Figura 1. Naturaleza quimica de la adenosina y moléculas que la contienen. Estructura quimica de la
adenina (A), base de la adenosina (B, estructura quimica en 2 y 3D). El resto de figuras corresponde a
las estructuras quimicas en 3D de moléculas cuya estructura contiene adenosina como elemento fun-
damental. C, deoxiadenosina, uno de los cuatro elementos estructurales basicos del ADN. D, S-
adenosil metionina (SAM), principal donador de grupos metilo en las reacciones de metilacién. E,
AMP ciclico, mensajero secundario celular que participa en gran cantidad de procesos de sefializacion.
F, adenosina mono, di y trifosfato, reservorios de energia de la célula; *existen receptores de membra-
na tanto para el ATP como para la adenosina, por lo que pueden desencadenar procesos de sefaliza-

cion celular. Todas las figuras han sido tomadas de la base de datos de PubChem.

1.1.1 Metabolismo de la Adenosina

Dado su papel en el ciclo energético y su capacidad para desencadenar cascadas de sefalizacion
celular mediante la unién a sus receptores, la concentracion de adenosina esta estrechamente
regulada. La medida del contenido en adenosina plantea dificultades técnicas, por lo que la
bibliografia no proporciona datos univocos. Tras comparar distintos trabajos y técnicas, Latini y
colaboradores aportan unos valores de adenosina extracelular en cerebro que pueden oscilar
entre 50 y 200 nM en condiciones basales (Latini and Pedata, 2001). No obstante, estos niveles
pueden aumentar rdpidamente hasta 40 uM cuando el tejido es sometido a isquemia (Hagberg

et al., 1987) o hipoxia (Zetterstrom et al., 1982).
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1.1 La adenosina

a) Anabolismo

Como representa la figura 2A (pagina 18), existen varios enzimas en la célula capaces de produ-
cir adenosina. La familia de las nucleotidasas 5' especificas de AMP incluye formas con activi-
dad citosolica (la ctN-1) y formas adheridas a la membrana plasmatica con actividad extracelular
(la 5-NT o CD73), que hidrolizan el AMP a pirofosfato y adenosina. Las fosfatasas alcalinas,
ubicuas, también catalizan esta misma reaccién (Aliagas et al., 2013; Hunsucker et al., 2001;
Latini and Pedata, 2001). Todas ellas se expresan en cerebro. Ademas, la hidrdlisis de la S-
adenosil homocisteina (SAH) es otra posible fuente de adenosina, aunque la reaccion, catalizada
por la hidrolasa de SAH, es bidireccional. Se considera que esta reaccidn tiene un papel menor
en cualquiera de sus direcciones, y normalmente su aporte al consumo o produccion de adeno-

sina en los procesos celulares es desestimado (Latini et al., 1995; Reddington and Pusch, 1983).

b) Catabolismo

Hay dos enzimas fundamentales responsables del consumo de adenosina. La adenosina desa-
minasa (ADA), que cataliza la reacciéon de desaminacion de la adenosina para producir inosina,
y la adenosin quinasa (AdK), que transfiere un fosfato del ATP a la adenosina, produciendo
AMP. Ambas se expresan en el cerebro. No obstante, la afinidad de la AdK por la adenosina es
superior (Phillips and Newsholme, 1979), de manera que la ADA no entra en funcionamiento
hasta que los niveles de adenosina aumentan e inhiben la AdK (figura 2B, pagina 18) (Latini and

Pedata, 2001).

¢) Transporte

El transporte de adenosina hacia el interior celular es fundamental para las células, pues consti-
tuye una fuente principal de sustrato para la sintesis de ATP. El transporte de la adenosina,
como el de otros nucledsidos, puede ser activo o pasivo. Los transportadores equilibradores de
nucledsidos (ENT) son proteinas de membrana ubicuas que median el transporte de purinas y
pirimidinas a favor de gradiente. Permiten la recuperacion de adenosina del medio extracelular
cuando su concentracion es elevada, pero también su salida cuando hay un pico de concentra-
cién en el interior celular a causa de un estrés metabodlico. Se han identificado cuatro tipos en
humanos: hENT1, hENT2, hENT3 y hENT4 (Baldwin et al., 2004). Los transportadores concen-
tradores de nucledsidos (CNT) median el transporte activo (energético-dependiente) hacia el
interior celular, aprovechando el gradiente de Na*. Existen tres variantes, siendo el CNT2 el mas
expresada en cerebro (Gray et al., 2004). Aunque son menos abundantes, tienen mas afinidad

por el sustrato que los ENT(figura 2C, pagina 18) (Larrayoz et al., 2004).
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Capitulo 1: El receptor de adenosina Aza

A AMP B AMP

prs«’| | cN-1 m
ATP

v Homocisteina —— Metionina

Fosfatasa
4L>SAH P S*AM Homocisteina Ado H,O

AMP T’ Ado
[sann]

Pi+g 4

gNT | P*e SAH - Inosina

AMP

NH,"

® — Inosina

AMPc

@ Adenosina

Figura 2. Metabolismo de la adenosina. A, diferentes vias productoras de adenosina. Enzimas que
liberan adenosina a partir de la hidrélisis del AMP: 5 -NT (ecto-5"-nucleotidasa, que acttia extracelu-
larmente), cN-1(nucleotidasa 5 especifica de AMP, de actividad intracelular), fosfatasas. Enzimas que
liberan adenosina a partir de la hidrélisis de la S-Adenosilhomocisteina (SAH): SAHH (hidrolasa de la
SAH). B, diferentes vias que consumen adenosina. Sintesis de AMP, catalizada por la adenosin quinasa
(AdK). Sintesis de S-Adenosilhomocisteina (SAH), catalizada por la hidrolasa de SAH (SAHH). Degra-
dacién de la adenosina a inosina, catalizada por la adenosin desaminasa (ADA). C, metabolismo celu-
lar de la adenosina. Se representan en la figura las vias de produccién y consumo de adenosina men-
cionadas previamente, asi como los transportadores especificos: ENT (transportadores equilibradores)

y CNT (transportadores concentradores). EctoN (ectonucleotidasas).
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1.2 Efectos de la adenosina

1.1.2 Incremento en los niveles de adenosina

La adenosina es la base estructural del ATP, el reservorio energético de la célula. En situaciones
de demanda, su hidrdlisis proporciona la energia requerida, a medida que produce, secuen-
cialmente, ADP, AMP, y adenosina. Como metabolito final de esta cascada de produccién
energética, la adenosina tiene un papel regulador fundamental del metabolismo celular cuando

hay un desequilibrio entre el aporte y el consumo de energia.

a) Via clasica

En condiciones basales, los niveles de adenosina en el citosol son muy inferiores a los de ATP.
Ante una demanda energética, el catabolismo del ATP origina un aumento en los niveles de
adenosina en el interior de la célula que pasan de estar en el rango de nM al de uM (Cunha,
2001). En determinadas situaciones, como en hipoxia o isquemia, la célula no esta en condicio-
nes de contrarrestar ese catabolismo con un anabolismo opuesto, de modo que la célula acumu-
la adenosina. Como resultado se origina un transporte pasivo al exterior via ENTs. Esta forma
de incrementar los niveles extracelulares de adenosina es la considerada como la clasica, y ha

sido observada tanto en neuronas como en astrocitos (Martin et al., 2007).

b) Vias alternativas

ATP y AMPc son transportados al exterior celular tanto por neuronas (Burnstock et al., 1970;
Pankratov et al., 2006) como por la glia (Pascual et al., 2005), y una vez alli son degradados a
adenosina. El ATP es rapidamente degradado por las ectonucleotidasas manteniendo los nive-
les ténicos de adenosina en el medio en condiciones de normoxia (Martin et al., 2007). La con-
version extracelular de AMPc en AMP, catalizada por las fosfodiesterasas, proporciona también
un sustrato para la obtencidon de adenosina, pero de manera mucho mas lenta, y no parece rela-
cionada con el tipo de respuesta del que hablamos aqui (Brundege et al., 1997). La inhibicion de
los enzimas implicados en las vias alternativas no altera el efecto de la hipoxia en los niveles de
adenosina, lo que refuerza su origen intracelular en esas condiciones, a través de la via clasica

(Martin et al., 2007).

1.2 Efectos de la Adenosina

La adenosina ejerce una gran variedad de efectos fisiologicos segtin el tejido en el que actte.

Uno de sus papeles mas extendidos es el de regulador homeostatico. Cuando se produce un

-19-



Capitulo 1: El receptor de adenosina Aza

desequilibrio entre aporte y consumo energético los niveles de adenosina en el medio extracelu-
lar aumentan. Esto proporciona un sustrato para la sintesis de ATP, que seria la propia adeno-
sina, y pone en marcha una serie de respuestas (aumento del flujo sanguineo, inhibicién me-
tabdlica) dirigidas a la recuperacion del balance energético (Ely and Berne, 1992; Gomes et al.,
2011; Newby, 1984). La adenosina puede actuar de forma autocrina (puesto que una misma
célula puede expresar todas las moléculas necesarias para producir y recibir la sefial) o paracri-
na, en un mecanismo clasico de retroalimentaciéon que contrarresta el estimulo que provoca
excesivo consumo de ATP (Borowiec et al., 2006). La adenosina ha sido relacionada con meca-
nismos antiinflamatorios (Cronstein, 1994), supresion del sistema inmune (Spychala et al., 1997),
efectos analgésicos (Sawynok and Sweeney, 1989), procesos de proliferacion, supervivencia y
apoptosis de diversos tipos celulares (Borowiec et al., 2006; Jacobson et al., 1999; Schulte and

Fredholm, 2003).

1.2.1 Los receptores de adenosina

La adenosina ejerce sus efectos mediante su unién a receptores de membrana especificos, que
activan vias de sefializacidn celular y ademas son capaces de modular, mediante interaccién con

otros receptores, la comunicacién celular a través de otras vias.

Existen cuatro receptores de membrana especificos para la adenosina (ver tabla 1, pagina 21):
A1, A2a, Ay As. La nomenclatura para los estos receptores ha ido cambiando a medida que se
ha mejorado su definicion y clasificaciéon. Los primeros trabajos de Burnstock establecieron la
diferencia entre receptores purinérgicos P1 (para adenosina) y P2 (para ATP). Van Calker dis-
tinguid poco después entre dos tipos de P1, en funcién de si reducian (A1) o incrementaban (Az)
los niveles de AMPc en las células. Posteriormente, los A:R fueron subdivididos en A2aR y AzR,
segun los niveles de adenosina que requerian para activarse (Schulte and Fredholm, 2003). El
descubrimiento del receptor As es mas reciente (Zhou et al., 1992). A lo largo de los 90, los cua-
tro tipos de receptores de adenosina fueron clonados a partir de varias especies y caracterizados

farmacologicamente (Fredholm et al., 2001; Gudermann et al., 1997).

a) Activacion de las vias de sefializacion celular

Los cuatro receptores de adenosina son proteinas con siete dominios transmembrana acopladas
a proteina G, por lo que se engloban entre las GPCR (receptores acoplados a proteina G). “Pro-
teina G” alude en realidad a toda una familia de proteinas transductoras de sefial que se carac-

terizan por su interaccion con GTP. Existen varios tipos de proteina G, segun el sistema efector
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1.2 Efectos de la adenosina

Subtipo de receptor As Aoa Ass As
Afinidad porla
. ~100nM ~310nM ~15000nM ~290nM
adenosina
Agonistas inespecifi- . .
Adenosina, 2-Cloro-adenosina, NECA
cos

Antagonistas , -

. o Cafeina, teofilina, CGS15943

inespecificos
Elevada expresion en | Cortex, hipocampo, cerebelo, Estriado, bulbo

No No
cerebro talamo, bulbo raquideo olfatorio
Subtipo de proteina G Gi23, Go Gs, Goit, Gqis/q16 Gs, Gqui Gis, Gqun
I AMPc
t+ AMPc I AMPc
Efectos de la unién a la tIP3/DAG (via PLC) T AMPc
i t1P3/DAG (via tIP3/DAG (via
proteina G Activa GIRKs 11P3
PLC) PLC)
Inhibe canales de Ca?

Tabla 1. Sumario de la distribucion de los receptores de adenosina y su unién a proteina G. Adaptada
de Fredholm et al., (2011); Fredholm et al., (2000). GIRK: canales rectificadores de K* acoplados a proteina

G (G-protein inwardly rectifying K* channels), IP3: inositol trifosfato; DAG: diacilglicerol; PLC: fosfolipasa C.

290nM 15000nM
CREB CREB-P o

@® Adenosina

Figura 3. Receptores de adenosina y su relacion con la via de la fosfoquinasa A (PKA) a través de la

uniodn a proteina G. Se representa esquematicamente la concentracion necesaria para la activacion de

cada subtipo de receptor de adenosina. AC: adenilato ciclasa.
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Capitulo 1: El receptor de adenosina Aza

con que interactiien y cémo. La via mejor definida es la de la protein quinasa A (PKA) (Londos
et al., 1980): la adenilato ciclasa (AC) se ve inhibida por las proteinas G inhibidoras (Gi) y acti-
vada por las estimuladoras (Ge) (figura 3, pagina 21). Asi las GPCRs pueden modular los nive-
les de AMPc, que regulan la actividad de la PKA y con ello la fosforilacion de CREB. También
hay proteinas G que activan la fosfolipasa (Gq) (Dickenson and Hill, 1998), o que interaccionan
con canales iénicos (Ikeda, 1996). Cada receptor activa un tipo determinado de proteina G, y
cada tipo celular expresa un juego particular de estas proteinas, lo que permite modular de
manera tejido especifica los efectos de la activacion de cada receptor (Kull et al., 2000;

Offermanns and Simon, 1998).

b) Interaccion con otros receptores de membrana

Los receptores de adenosina tienen ademas la capacidad de modular indirectamente la sensibi-
lidad celular a otros sistemas de sefial mediante la formacién de heterodimeros con otros recep-
tores de membrana. Esta heterodimerizacion afecta a las caracteristicas dinamicas de los recep-
tores. Aunque en los ultimos afos se han dado pasos hacia el uso de tejidos nativos, las eviden-
cias aportadas para demostrar este fendmeno estan fundamentalmente basadas en el uso de
lineas celulares transfectadas que sobreexpresan los receptores. Pese a todo, hoy es aceptada la
existencia de oligémeros entre GPCRs. En la bibliografia se pueden encontrar trabajos en los
que se describen la homomerizacion de este tipo de receptores (Lukasiewicz et al., 2007) y tam-
bién la formacion de heterémeros, que incluyen dos (Carriba et al., 2007) o incluso tres tipos de
receptor en la interaccion (Cabello et al., 2009; Navarro et al., 2008). Por mencionar los mas im-
portantes para el presente trabajo, las implicaciones de la formacién de los dimeros A2aR-A1R
(Ciruela et al.,, 2006) y A2aR-D2R (Ferre et al., 1991; Franco et al., 2000; Fuxe et al., 1998) seran

tratadas a lo largo de la introduccion (apartado 2.1.4).

1.2.2 La Adenosina en el Sistema Nervioso Central

La adenosina ha sido relacionada con numerosos procesos fisioldgicos y patoldgicos propios del
sistema nervioso central (SNC), como la regulacion del suefo, los procesos cognitivos, la memo-
ria, el aprendizaje, la neuroproteccion, la epilepsia, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad
de Parkinson, el dolor... (Ribeiro et al., 2002). Los receptores de adenosina son especialmente
abundantes en el SNC (Dunwiddie and Masino, 2001) y el café, cuyo consumo habitual esta
muy extendido en diversas culturas, muestra a este nivel efectos farmacoldgicos relacionados

con su actividad como antagonista de los receptores de adenosina.
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1.2 Efectos de la adenosina

Las funciones fundamentales y especificas de la adenosina en el SNC son dos, aunque en reali-
dad estan interrelacionadas: la neuroproteccion y la neuromodulacion. La neuroproteccion ejer-
cida por la adenosina en el SNC estd asociada a su capacidad como regulador homeostatico
general, que inhibe la actividad metabolica. Esta relacionada con la actividad neuromodulado-
ra, puesto que la depresion metabodlica que induce afecta a la liberaciéon de neurotransmisores
por parte de la célula. Esta actividad neuromoduladora, descrita en numerosas ocasiones
(Cunha, 2001; Dunwiddie, 1980; Ginsborg and Hirst, 1972; Mitchell et al., 1993; Phillis et al,,
1979; Ribeiro et al., 2002; Scholfield, 1978; Sebastiao and Ribeiro, 2009), puede dividirse en dos

mecanismos:

a) Modulacién sinaptica y neuroproteccion

Esta actividad esta relacionada con la activacion de vias de sefializacion celular mediada por el
receptor de adenosina A1 Este receptor se expresa en todo el cerebro y se activa en presencia de
niveles basales de adenosina, reduciendo la excitabilidad neuronal (igual que en otros tejidos
reduce la actividad metabdlica como regulador homeostatico). Inhibe, mediante la inactivacion
de los canales de calcio tipo N a nivel presinaptico, la liberacion de casi cualquier neurotransmi-
sor, entre ellos el glutamato y la dopamina (potencialmente téxicos) (Dunwiddie and Masino,
2001; Golembiowska and Zylewska, 1998; Li et al., 2001; MacDonald et al., 1986; Park et al.,
2001; Popoli et al., 1995; Solinas et al., 2002). A nivel postsinaptico reduce la sensibilidad de la
membrana celular al inducir su hiperpolarizacién mediante la estimulacion de los GIRKs (cana-
les rectificadores de potasio acoplados a proteina G), que liberan potasio al exterior (figura 4,
pagina 24) (Birnstiel et al., 1992; Dunwiddie and Masino, 2001; Luscher et al., 1997; Thompson et
al., 1992). Este fenémeno ha sido relacionado con los efectos sedantes de la adenosina (Liu and
Gao, 2007; Porkka-Heiskanen et al., 1997). Se ha propuesto que el efecto neuroprotector de la
adenosina en el SNC podria estar relacionado con la activacion de este receptor, dado que mejo-
ra la recuperaciéon en modelos de isquemia e hipoxia (Hunter et al., 2003; Liu et al., 2005) y es
capaz de prevenir ataques epilépticos en modelos murinos (Fedele et al., 2005; Fedele et al.,
2006; Gouder et al., 2003). Ademas, su knockeo dificulta la recuperacién tras la hipoxia, aumenta
la sensibilidad al dolor y agrava la ansiedad (Johansson et al., 2001). Estas capacidades son

promovidas por agonistas del AR y bloqueadas por sus antagonistas (Daval and Nicolas, 1994).

b) Modulacién sinaptica fina

Esta actividad es ejercida mediante la interaccion con los receptores sindpticos para neuro-

transmisores como el glutamato o la dopamina. Como se comentaba en el apartado 1.2.1.b, los
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Capitulo 1: El receptor de adenosina Aza

receptores de adenosina pueden formar heterodimeros con otros receptores de membrana pro-
moviendo o inhibiendo su sensibilidad al ligando. De esta manera pueden modular la efectivi-
dad de la transmision sindptica de los sistemas glutamatérgico y dopaminérgico (Boison et al.,
2012; Sebastiao and Ribeiro, 2009). Ademas, los receptores de adenosina pueden formar hete-
rodimeros entre ellos, con consecuencias relevantes para su funcionamiento. Este tema sera
desarrollado con mas detalle en el capitulo dedicado al receptor de adenosina que centra el

objeto de esta tesis, el Aza.

[ Inhibicion de la liberacidn de neurotransmisores ]

a— @
Canal de Ca** ®

O O .
K+ + K +
Canal de K* .
, L T
' A\

[ Hiperpolarizacion ]

Q Glutamato

® Adenosina

Figura 4. Inhibicidon de la excitabilidad neuronal por el AiR. Cuando el receptor se une a su
ligando, bloquea la adenilato ciclasa (AC). En la membrana presindptica, bloquea ademas los
canales de calcio, inhibiendo asi la liberacién de neurotransmisores como el glutamato. En la
membrana postsinaptica, activa los canales de potasio, hiperpolarizando la célula y reduciendo

su excitabilidad.

1.2.3 Potencial terapéutico de la modulacion adenosinérgica

Dada su actividad como regulador homeostatico, la manipulacién de la sefializacion de la ade-
nosina ha sido propuesta como estrategia terapéutica en gran variedad de trastornos (Jacobson
and Gao, 2006; Popoli et al., 2007). La mayor dificultad que plantea esta idea es la ubicuidad y
multifuncionalidad de la adenosina, que se traduce en falta de especificidad de los tratamientos,

escaso control de la localizacion de sus efectos y frecuentes efectos secundarios.
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1.2 Efectos de la adenosina

a) Aumento de los niveles de adenosina

Una primera linea estratégica buscaria el aumento de los niveles de adenosina extracelular,
aprovechando sus efectos neuroprotectores. Gracias a la existencia del transporte equilibrativo,
el aumento de los niveles intracelulares de adenosina se traduce en un incremento en sus nive-
les extracelulares. El bloqueo de la AdK eleva los niveles de adenosina en el medio en modelos
celulares y modelos animales de isquemia, epilepsia, dolor e inflamacién, por lo que su uso en
estos contextos podria ser beneficioso (Kowaluk and Jarvis, 2000). Otra forma de incrementar
los niveles de adenosina es mediante el bloqueo de su transporte. De esta manera se impide la
entrada del nucleésido al citoplasma pero no su formacion extracelular, aumentando su concen-
tracion en el medio. Esta manipulacion de los niveles de adenosina parece tener menos efectos
secundarios que el uso de agonistas de los receptores de adenosina, que a menudo inducen

bradicardia e hipotensién (Barraco and Phillis, 1991; Spremulli et al., 1983).

b) Estimulacion o bloqueo de los receptores de adenosina

El aumento o la disminucion de la expresion de los receptores son procesos caracteristicos de
determinadas neuropatologias con implicaciones que en algunos casos interesa paliar. Este
hecho por si solo los convierte en potenciales dianas terapéuticas. Este planteamiento se ve
ademas reforzado por la capacidad de estos receptores de desencadenar respuestas neuropro-
tectoras o neurotoxicas, de modo que manipular su actividad abre una posibilidad para aprove-
char estas propiedades. Si de lo que se trata es de aumentar o reducir la actividad de un recep-

tor, hay diferentes abordajes técnicos que se pueden plantear:

Uso de agonistas o antagonistas especificos para cada receptor de adenosina

Hay un amplio catalogo de estas sustancias (Chen et al., 2013; Jacobson and Gao, 2006), de gran
utilidad especialmente en el estudio de procesos en modelos animales. No obstante, su uso te-
rapéutico en humanos plantea varios problemas. La especificidad de estas sustancias no es ab-
soluta, de manera que por pequefias que sean las afinidades que los otros receptores de adeno-
sina tengan por ellas y lo controlada que sea la dosis, no puede descartarse que acttien sobre
mas de un tipo de receptor. Tampoco podemos saber el tipo celular sobre el que actuia, y dada la
multifuncionalidad de la adenosina, es dificil asegurar si un efecto beneficioso, por ejemplo, se
debe a la actuacién de la molécula sobre los receptores de las neuronas pre o postsinapticas, de

la glia, de células inflamatorias o de los capilares sanguineos (Popoli et al., 2007).
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Capitulo 1: El receptor de adenosina Aza

Modulacién de la expresion de los receptores

Reduciendo o aumentando los niveles de expresién de los receptores mediante control trans-
cripcional estariamos alterando su funcionalidad sin recurrir a agonistas o antagonistas. En
cuanto a tratamientos terapéuticos, se trataria mayormente de estrategias en desarrollo, que

implicarian terapias génicas o epigenéticas.

1.3 Caracterizacion del receptor de adenosina Aza

1.3.1 El gen ADORA2A

El gen que codifica para el receptor de adenosina A2a es ADORA2A. Su secuencia gendmica se
puede consultar en la base de datos del NCBI bajo la referencia NC_000022.10 Reference
GRCh37.p13 Primary Assembly (24819565-24838328). Se localiza en el cromosoma 22, en la re-
gién 22q11.23 (Le et al., 1996; MacCollin et al., 1994; Yu et al., 2004). Esta formado por tres exo-
nes, el primero de los cuales no es codificante y consta de seis isoformas: h1A, h1B, h1C, h1D,
h1E y h1F (Yu et al., 2004). La mas expresada en cerebro es la isoforma h1E (Yu et al., 2004). Este
exon presenta una isla CpG cuyo grado de metilacion es responsable de su expresion basal en
distintas lineas celulares asi como de su expresion tejido especifica en el cerebro, como reflejan

las diferencias entre el putamen y el cerebelo (Buira et al., 2010a; Buira et al., 2010b).

ATG
h1F hiE  h1D h1C ih2 h3
hB~
h1A
ATG
m1C m1B i m2 m3
m1A

Figura 5. Representacion grafica del gen ADORA2A humano (arriba) y de raton (abajo). Las cajas
representan regiones exonicas. En negro, isoformas del exén 1, de la h1A a la h1F (en el caso del
humano) y de la m1A a la m1C (en el caso del ratén). En blanco, regién codificante (CDS). En gris,
region no codificante del exén 2. Las zonas ralladas representan islas CpG importantes para la regula-

cion transcripcional del gen en el cerebro.
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1.3 Caracterizacion del receptor de adenosina Aza

El exén h1E tiene su homologo en el raton en el exéon m1C, que también cuenta con una isla
CpG en torno a él. E1 ADORA2A murino también tiene tres exones, el primero de los cuales no

es codificante y consta de tres isoformas: m1A, m1B y m1C (figura 5, pagina 26).

1.3.2 Estructura de la proteina

Como otras GPCREs, el receptor de adenosina A:za es una proteina con siete dominios transmem-
brana constituidos por hélices a, con el extremo -NH: en la cara extracelular y el -COOH en la
intracelular. Como ilustra la figura 6, cuatro puentes disulfuro en la cara extracelular, que reor-
ganizan ligeramente las hélices transmembrana, constituyen el sitio de unién al ligando (Jaakola

et al., 2008).

Figura 6. Estructura cristalografica del A2aR. Marron: hélices «; azul oscuro: ZM241385, antagonista
del A2aR; amarillo, puentes disulfuro; rosa, dominio extracelular; rojo, molécula de acido estérico; azul
claro, dominio intracelular. A la derecha, detalle del sitio de unioén, en el que se muestran las hélices 3,
5, 6 y 7 implicadas. Las esferas azules representan moléculas de agua y se ve en detalle la estructura

atomica de los aminoacidos implicados en la unién. (Fredholm et al., 2011)

1.3.3 Efectos de la activacion del A2aR

a) Neurotoxicidad

La activacion del receptor Aza ha sido relacionada con la toxicidad mediada por glutamato,
neurotransmisor potencialmente toéxico (Corsi et al., 2000; Choi, 1992; Ferre et al., 2002; Li et al.,
2001; Pintor et al., 2001; Popoli et al., 1995). La base de esta actividad es su capacidad de anta-

gonizar los efectos del AiR formando heterodimeros con él (ver capitulo 2, apartado 2.1.4). De
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hecho el bloqueo del A2aR refuerza la actividad neuroprotectora del AiR y es beneficioso en
diferentes modelos de dafo celular debido a isquemia o de neuropatologias como la epilepsia o
la enfermedad de Parkinson (Chen et al., 1999; Monopoli et al., 1998; Popoli et al., 2002). En
estos fendmenos podrian estar implicados también procesos inflamatorios y de regulacion del

flujo sanguineo (Popoli et al., 2007).

b) Neuroproteccion

Por otro lado, la sefializacion a través del A2aR estimula la mielinizacion (Stevens et al., 2002) y
es basica para la produccion y efecto de determinados factores troficos como el BDNF (factor
neurotrdfico derivado de cerebro) (Lee and Chao, 2001; Tebano et al., 2008). Su activacién puede
reducir ademas los fendmenos proinflamatorios y la muerte celular que siguen a un evento
hemorragico en el cerebro (Mayne et al., 2001). El bloqueo del A2aR agrava el dafio producido
por la activacion de los receptores de glutamato del tipo NMDA (Robledo et al., 1999), por lo
que el uso de agonistas del A2aR a este nivel podria tener también efectos beneficiosos (Popoli et

al., 2007).

1.3.4 Regulacion de la actividad del receptor de adenosina Aza

a) Regulacion transcripcional

La expresion tejido especifica del A2aR en el cerebro es controlada por la metilacién de su pro-
motor, como demuestra la comparacién de los perfiles de metilacion y expresion del receptor
entre el putamen y el cerebelo humanos y toda una serie de ensayos funcionales realizados en
distintas lineas celulares. Los mismos estudios funcionales han identificado el factor de trans-
cripcién YY-1 como represor de la expresion del A2aR y al ZBP-89 como activador. El papel del

YY-1 fue confirmado ademas en el cerebelo humano (Buira et al., 2010a; Buira et al., 2010b).

a) Procesos de desensibilizacion y resensibilizacion

El estimulo que supone para el receptor la adiciéon de un agonista es efectivo sélo durante un
tiempo limitado, lo que puede tener implicaciones a la hora de disefiar un tratamiento. En gene-
ral, los receptores acoplados a proteina G siguen este comportamiento, en un fenémeno que se
denomina desensitizacion. La desensitizacion implica varios mecanismos. En primer lugar, la
activacion del receptor desencadena una sefial mediante su disociacién de la proteina G. Una

vez liberada, el receptor no podra ejercer su senalizacion hasta no estar de nuevo unido a una
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proteina G, lo que limita su actividad. En segundo lugar, si son fosforilados, los receptores pue-
den ser internalizados en vesiculas en el plazo de minutos, de modo que quedan aislados de
cualquier posible sefal activadora. A mas largo plazo, y si el estimulo se mantiene, puede darse

una reduccion en la expresion del receptor.

La movilizacién de las vesiculas de nuevo a la membrana recupera la funcionalidad del recep-

tor. Este proceso se conoce como resensibilizacion (Barraco et al., 1995; Ferguson et al., 1998).

1.3.5 Distribucion

La expresion del A2aR es especialmente importante en los ganglios basales, aunque puede ser
detectada en todo el cerebro. Ademas de las neuronas, las células del epitelio vascular y de la
glia lo expresan, como mediador de respuestas de vasodilatacion o diferenciacion celular
(Coney and Marshall, 1998; Mishina et al., 2007; Rosin et al., 1998; Stevens et al., 2002;
Svenningsson et al., 1997; Svenningsson et al., 1999). Dentro de los ganglios basales, el 6rgano
con mayor expresion del receptor es el estriado (figura 7). En esta region, la proteina G a la que
se une es la Golf, y no la Ge como en otros tejidos. Estos dos fenémenos sugieren una funcion
distintiva para el receptor en el estriado (Kull et al., 2000). Gran parte del receptor es intracelu-
lar, almacenado en vesiculas, lo que puede indicar una elevada tasa de reemplazo del A2aR o la
existencia de una reserva disponible para su movilizaciéon en procesos de resensitizacién. En
primates se ha descrito que alrededor de un 3% del A2aR localizado en la membrana aparece en
el boton sindptico, siendo el resto extrasinaptico (Bogenpohl et al., 2012; Brand et al., 2008). En el
estriado, el A2aR aparece no sélo en las neuronas propias de esta érgano, sino también en las

terminales presinapticas (Bogenpohl et al., 2012; Ciruela et al., 2006).

Figura 7. Distribucion del A2aR en
el cerebro humano mediante to-
mografia de emision por positrones
del ligando ['C]JTMSX. La imagen
incluye la sefial de unién inespecifi-
ca del TMSX. La distribucion mues-
tra una mayor union en el putamen,

la cabeza del caudado y el tdlamo, y

menor en el cortex. (Mishina et al.,

2007).
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2. Los ganglios basales y el control

motor

Hay varios 6rganos del SNC implicados en el control motor. Las interrelaciones que los conec-
tan mediante conexiones sinapticas forman diferentes circuitos cuyo funcionamiento paralelo o
secuencial permite la integracion de la informacién y el procesado de una respuesta motora
(Band and van Boxtel, 1999; Graybiel, 1997). Este trabajo abarca tan sdlo el circuito formado por
la corteza cerebral, los ganglios basales y el talamo, que interviene en la seleccién y coordina-

cién de patrones motores (Gerardin et al., 2004; Lehericy et al., 2004; Mink, 2003).

2.1 El circuito cortico-basal-talamico

Los ganglios basales estan funcionalmente inter-

( CORTEZA CEREBRAL ) puestos entre el cortex y el talamo, de manera que
h
w l procesan las sefiales procedentes de la corteza y las
_ GANGLIOS devuelven, a través del talamo, de vuelta a la corte-
TALAMO
BASALES za, para modular la ejecucién de los movimientos
voluntarios (figura 8) (Albin et al., 1989; Alexander
[_ Glutamato‘] et al., 1990; Alexander et al., 1986; Blandini et al.,
GABA
2000; DeLong, 1990). Se cierra asi un circuito, un

Figura 8. Esquema representativo del loop que relaciona las tres estructuras. En condicio-
circuito  corteza-ganglios  basales- nes basales, la actividad del tdlamo es inhibida
talamo-corteza. tonicamente por la sefal procedente de la estructu-

ra de salida de los ganglios basales, el complejo
formado por la sustancia negra reticulada y el globo palido medio (SNr/GPm), cuyas terminales
nerviosas segregan el neurotransmisor inhibidor acido y-aminobutirico (GABA). En ausencia de

estimulos, el tdlamo permanece inhibido, por lo que el circuito no se cierra y no se produce mo-

vimiento (figura 10, pagina 34).
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Capitulo 2: Los ganglios basales y el control motor

2.1.1 Los ganglios basales

Los ganglios basales son una serie de nucleos subcorticales interconectados situados en el te-
lencéfalo: el estriado (dividido en caudado y putamen en humanos), el globo palido (dividido
en globo palido medio y globo palido lateral), la sustancia negra (dividida en partes reticulada y
compacta), y el ntcleo subtalamico (figura 9) (Blandini et al., 2000). Su actividad ha sido rela-
cionada con la integracion de informacion espacial, la volicion y la coordinacién motora, impli-
cadas en conjunto en la selecciéon de patrones motores que se ejecutan en las actividades rutina-
rias. El estriado puede dividirse en varias dreas topograficas que podrian estar especializadas en
las diferentes tareas acometidas por los ganglios basales (figura 9). El putamen es la zona con
una relacion mas estrecha con la funcién motora (Gerardin et al., 2004; Groenewegen, 2003;

Lawrence et al., 1998; Lehericy et al., 2004; Vink et al., 2005; Yin and Knowlton, 2006).

Subthalamic

| Globus Pallidus

PedL

Figura 9. Posicion anatomica de los ganglios basales y detalle del estriado. A: posicién anatémica de
los distintos nticleos de los ganglios basales en un corte coronal del cerebro humano. B: tincién con cris-
tal violeta sobre la que se han resaltado en diferentes colores los componentes de los ganglios basales.
Amarillo: caudado y putamen; verde: globo palido medio y lateral; rojo: nticleo subtalamico; azul: sus-
tancia negra. C: divisiéon anatdmica del estriado, en putamen (violeta) y caudado (rojo). Adaptado de

Burton et al., (2003) y http://www.thehumanbrain.info/.
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2.1 El circuito cortico-basal-taldmico

2.1.2 Papel de la sustancia negra en el control motor

La vision actual de la funcién del circuito cortico-basal-taldmico es la de seleccionar un patréon
motor de entre todos los que el cdrtex elabora a partir de la informacién que nos rodea (Mink,
2003). Para ello, distintas areas de la corteza cerebral envian terminales nerviosas excitadoras
(glutamatérgicas) al estriado (McGeorge and Faull, 1989) y a la sustancia negra. La sustancia
negra esta compuesta por dos regiones, la sustancia negra compacta (SNc) y la sustancia negra
reticulada (SNr). La SNr conforma, junto con el globo palido medio (GPm), una estructura fun-
cional que envia terminales GABAérgicos al tdlamo inhibiéndolo de forma tdnica. La activacion
de la SNc es de gran importancia, ya que esta compuesto por células dopaminérgicas que iner-
van el estriado modulando su actividad. Los efectos moduladores de la dopamina sobre al acti-

vidad estriatal promueven la actividad motora, como veremos a continuacion
2.1.3 Papel del estriado en el control motor

Los modelos de funcionamiento de los ganglios basales (Albin et al., 1989; Alexander et al.,
1990; Alexander et al., 1986; Blandini et al., 2000; DeLong, 1990) proponen la existencia dentro
de esta estructura de un doble circuito que se origina en el 6rgano de entrada de la sefial sinap-
tica a los ganglios basales, el estriado. El estriado esta formado en un 95% por neuronas espino-
sas medianas GABAérgicas (Kemp, 1968; Kemp and Powell, 1971) que pueden subdividirse en
dos poblaciones diferenciadas por un perfil caracteristico de expresién proteica y una division

funcional fundamental para el control motor:

e Las neuronas de la via directa (que desinhibe el tadlamo iniciando el movimiento). Las
neuronas que la componen expresan preferentemente receptores de dopamina D1, recep-
tores de adenosina A1, sustancia P y dinorfina. Inervan e inhiben (puesto que son GA-
BAérgicas) directamente la via de salida de sefial de los ganglios basales (SNr/GPm). Al
reducirse la inhibicidn talamica, el circuito cortico-basal-talamico se cierra, de manera que

la sefial sinaptica es devuelta a la corteza y se inicia el movimiento (figura 10, pagina 34).

e Las neuronas de la via indirecta (refuerza la inhibicion del talamo, y con ella la represion
motora). Las neuronas que la componen expresan preferentemente receptores de dopa-
mina Dy, receptores de adenosina Aza y encefalina. Inervan e inhiben el globo pélido me-
dio, que a su vez inhibe la via de salida de senal de los ganglios basales (SNr/GPm). Por
tanto su actividad refuerza la inhibicién taldmica impidiendo el movimiento (figura 10,

pagina 34).
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Figura 10. Circuito cortico-basal-talamico en detalle, indicando la segregacion de las vias directa e indi-
recta. A: representacion esquematica de la organizacion funcional del circuito de los ganglios basales. Re-
saltada con el mufeco verde, la via directa (activadora). Resaltada con el rojo, la via indirecta (inhibid ora).
D1, D2: receptores de dopamina D1 y D2. El tipo de neurotransmisor se indica mediante el color de las fle-
chas. El glutamato excita las terminales sindpticas, mientras que el GABA es una sefial inhibidora de la
transmision. B: esquema de las mismas conexiones sobre una tinciéon con cristal violeta de una seccion
coronal de cerebro. Las flechas verdes corresponden a la via directa, mientras las naranjas indican la via
indirecta. SNc: sustancia negra compacta, NsubT: nticleo subtaldmico, GPlat: globo palido lateral, GPm:

globo palido medio, SNr: sustancia negra reticulada.

Adaptado de Blandini et al., (2000), y http://www.thehumanbrain.info/.
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Cada via reacciona de manera diferente al recibir la sefial dopaminérgica, puesto que los recep-
tores de dopamina estan segregados y tienen efectos opuestos en su interaccién con la AC
(Gerfen, 2000; Stoof and Kebabian, 1981). La dopamina activa la via directa e inhibe la indirecta.
Esta descompensacién entre las dos vias lleva a una reduccién de la inhibicién talamica que
permite que el ciclo corteza-ganglios basales-talamo se cierre y se produzca el movimiento. Por
tanto, y segin el modelo, del balance entre la actividad de las dos vias depende que el movi-
miento se inicie o no (Gerfen and Surmeier, 2011). Esto sitta al estriado en una posicién funda-

mental en lo referente al control de los movimientos voluntarios.

2.1.4 Relevancia del A2aR en el control motor

a) El dimero A2aR-D:R

La relevancia del A2aR en el control motor deriva de su distribucion en el cerebro y de su rela-
cion con el receptor de dopamina D2 (DzR). La expresion del AzaR esta concentrada en las neu-
ronas GABAérgicas medianas espinosas de la via indirecta, que expresan a su vez el D2R. El
correcto funcionamiento de la sefial dopaminérgica que alcanza estas células es fundamental
para el control motor, como se ha sefialado. La formacién de heterodimeros entre el A2aR y el

D:R en sus membranas afecta a la eficacia de la transmision dopaminérgica.

La interaccion entre el A2aR y el D2R (Ferre et al., 2008) tiene un efecto inhibidor reciproco.
Cuando se unen a su ligando especifico, los receptores de dopamina D: inhiben a los de adeno-
sina Aza, y viceversa. Hay dos tipos de interaccion, que ademas difieren en cuanto al fenémeno

que modulan:

1. Efecto antagoénico de la activacion del A2aR y del D:2R sobre la AC: los receptores de
dopamina, como los de adenosina, se acoplan a proteina G. El D2R se une a la proteina Gipo,
inhibiendo la AC. Es decir, contrarresta el efecto que la activacion del A2aR tiene sobre la

via del AMPc. Este fenomeno no requiere la formacion del dimero.

2. Inhibicién de la unién del D2R a su ligando por activacion del A2aR: cuando el D2R forma
heterodimeros con el A2aR, se une a la Ggi1. En este caso la union del receptor a la dopami-
na activa la PLC, induciendo un descenso en la excitabilidad neuronal y en la liberacién de
neurotransmisores. Este efecto se mitiga con la activacion del A2aR implicado en el hete-
rodimero, pues reduce la afinidad del D:R por su ligando. Este tipo de interaccién, que im-
plica la heterodimerizacion, se denomina intramembrana. Las metilxantinas, antagonistas

del A2aR, tienen el mismo efecto que los agonistas del D2R (Fuxe and Ungerstedt, 1974). Por
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lo tanto, la sefializacion de la adenosina a través del A2aR es capaz de modular la sefializa-

cién dopaminérgica en el estriado (Ferre et al., 2008; Ferre et al., 1993).

b) El dimero A2aR-A1R

En el estriado este dimero se forma en la membrana presinaptica. En la postsindptica no es rele-
vante, puesto que su expresion esta segregada: las neuronas de la via directa expresan el AR, y
las de la indirecta el A2aR. Como en el caso del dimero A2aR-D:R, el efecto es antagénico. En
condiciones basales, el receptor activo es el Ai. Cuando los niveles de adenosina aumentan, el
receptor con mas afinidad pasa a ser el Az2a, que al activarse dentro del dimero inhibe la activi-
dad del AiR. Como consecuencia se pierde la actividad neuroprotectora, promoviéndose la
liberacion de glutamato o la dopamina y activando la AC (figura 11) (Ciruela et al., 2006;
Dunwiddie and Masino, 2001; Golembiowska and Zylewska, 1998; Li et al., 2001; Popoli et al.,
1995; Solinas et al., 2002). El bloqueo del A2aR refuerza esta actividad neuroprotectora del AiR 'y
es beneficioso en diferentes modelos de dafio celular debido a isquemia o de neuropatologias
como la epilepsia o la enfermedad de Parkinson (Chen et al., 1999; Monopoli et al., 1998; Popoli
et al., 2002). Esta induccion de la excitabilidad neuronal mediante el bloqueo del A1R es la base

de la actividad neurotdxica del Az2aR.

QA+ ’\C

()

e o ¢

O Glutamato @ Adenosina

Figura 11. Efecto del aumento en los niveles de adenosina en la actividad de los receptores A1y Aza. A
la izquierda, con bajos niveles de adenosina, el AiR limita la liberacion de neurotransmisores como el glu-
tamato. A la derecha, el A2aR, que forma heterodimeros con el AR, se activa con el aumento de los niveles

de adenosina en el medio. Como consecuencia, inhibe la actividad neuroprotectora del AiR.

2.1.5 Evidencias de la relevancia del A2aR en el control motor

Segun el modelo que estamos describiendo la adenosina es capaz de modular la actividad mo-
tora gracias a su capacidad de interferir en la sefializacién dopaminérgica. Un incremento en los

niveles de adenosina tendria como consecuencia una inhibicién motora: los receptores de do-
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pamina implicados en los heterodimeros perderian afinidad por su ligando, de manera que la
seflal dopaminérgica veria reducida su eficacia. La via directa no se activaria, y la indirecta
permaneceria ténicamente activada. Como consecuencia, la actividad motora disminuiria. Y al
revés, una reduccion de los niveles de adenosina tendria como consecuencia un incremento de
la actividad motora, como el inducido por el consumo de agonistas de los receptores de dopa-

mina. Existen varias evidencias que apoyan este modelo:

a) Efecto de los agonistas y antagonistas del A2aR en humanos y animales.

La actividad locomotora se ve aumentada por el consumo de antagonistas de Aza (Boissier and
Simon, 1965; El Yacoubi et al., 2000). Esto esta ampliamente descrito y aceptado, formando parte
practicamente del saber popular si consideramos que la cafeina y la teofilina, antagonistas ines-
pecificos de los receptores de adenosina, son sustancias cuyo consumo esta muy extendido en
muchas culturas. Los agonistas del receptor, en cambio, tienen actividad sedante (figura 12,
pagina 38) (Mingote et al., 2008). Ademas, la hiperlocomocién inducida por los agonistas de los
receptores de dopamina se ve atenuada por los agonistas de Azxa y de A1, y exacerbada por sus

antagonistas (Boison et al., 2012; Popoli et al., 1996; Popoli et al., 1994).

b) Efectos de la manipulacion de los niveles del A2aR en modelos murinos.

1. Los ratones Adktml’-Tg (UbiAdk) tienen una expresiéon mas elevada de la AdK de lo normal,
lo que les induce una deficiencia global en los niveles de adenosina en el cerebro. Estos ratones,
sin ligando para los receptores de adenosina, muestran hiperactividad locomotora al exponerlos

a un espacio nuevo (Fedele et al., 2005).

2. El knockeo tejido especifico del A2aR estriatal (ratones DIx5/6-Cre(+)Az2aRfox) agrava la hiper-
locomocion inducida por los agonistas del D2R. Este fendmeno se atribuye a la pérdida, en estos
ratones, del bloqueo que el A2aR ejerce sobre el D2R en el estriado. Ademas, los antagonistas del
A24R, que aumentan la actividad motora, carecen de efecto en estos ratones, reforzando la espe-
cificidad del efecto de estas sustancias. Este tratamiento tiene como diana en este modelo exclu-

sivamente los A2aR extraestriatales y/o presinapticos (Shen et al., 2008).

3. Cuando el knockeo afecta a una region mas amplia, como en el caso de los ratones CaMKIla-
Cre(+)Azafloe+ en los que el A2aR no se expresa en el cerebro, el efecto de los antagonistas del
D:R se ve, por el contrario, atenuado. Este hecho sugiere un papel diferente para los A2aR extra-
estriatales y/o los estriatales presindpticos del que tienen los expresados en el estriado en rela-

cién a la regulacion de la respuesta a esas sustancias (Shen et al., 2008).
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Figura 12. Representacion esquematica del modelo segun el cual los receptores de adenosina modulan

el movimiento gracias a su interaccion con los receptores de dopamina en el estriado. A: la dopamina

activa la via directa e inhibe la indirecta, facilitando el inicio del movimiento. B: tanto los agonistas de los

receptores de dopamina como los antagonistas de los receptores de adenosina (como el café, por ejem-

plo) inducen actividad motora. C: a su vez, los agonistas de los receptores de adenosina tienen efecto

sedante.
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4. Siguiendo la logica del modelo, la sobreexpresion del receptor Aza en el cerebro podria redu-
cir la actividad motora. Sin embargo, ratas manipuladas para sobreexpresar el receptor en el
cerebro no presentan sintomas motores (Gimenez-Llort et al., 2007). Considerando el punto
anterior, quiza habria de comprobarse en un modelo con una sobreexpresion del receptor foca-

lizada en el estriado.

5. Los ratones Adk-tg, con una elevada actividad de la adenosin quinasa en el cerebro, presen-
tan hiperlocomocién y sintomas psicoticos como los inducidos por agonistas de los receptores
de dopamina o antagonistas de los de glutamato. La implantacion de injertos que liberan ade-

nosina en el estriado de estos ratones recupera el fenotipo normal (Shen et al., 2012).

¢) Disfuncion de los ganglios basales en contextos neuropatoldgicos

Las alteraciones del correcto funcionamiento del circuito cortico-estriatal tienen implicaciones
motoras. Existen patologias neurodegenerativas que, afectando a alguno de los eslabones de los
ganglios basales, se caracterizan fundamentalmente por el trastorno motor que aparece a medi-
da que el proceso degenerativo avanza. La enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Hun-
tington son paradigmaticas en cuanto a sus sintomas motores. En ambas, la expresion del A2aR

esta alterada, como veremos mas adelante.
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3. Enfermedades neurologicas con
trastorno motor asociado tratadas en

este trabajo

3.1 La enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) constituye la segunda afeccién neurodegenerativa mas fre-
cuente superada sélo por el Alzheimer. Su prevalencia ronda el 0,5-1% entre personas de 65 a 69
anos, aumentando hasta el 1-3% a partir de los 80 afios (Nussbaum and Ellis, 2003). Su aparicion
antes de los 50 es rara, y su prevalencia aumenta con la edad, lo que la relaciona claramente con
el envejecimiento. El aumento de la esperanza de vida en los paises desarrollados hara por tanto
que su incidencia aumente en las proximas décadas (de Lau and Breteler, 2006; Pezzoli and
Zini, 2010). La neurodegeneracion caracteristica de la EP afecta sobre todo a las neuronas do-
paminérgicas de la sustancia negra compacta, de manera que la dopamina que normalmente
alcanza el estriado disminuye. Esto altera el normal funcionamiento de los ganglios basales
dando lugar a una sintomatologia motora de tipo hipocinético. El 10% de los casos de EP son de
tipo familiar, asociados a mutaciones en determinados genes que han abierto nuevas vias de

investigacion relativas a la posible etiologia de la enfermedad (ver tabla 2, pagina 42).

3.1.1 Las alteraciones motoras en la enfermedad de Parkinson

La EP es el ejemplo paradigmatico de trastorno hipocinético asociado a una disfuncién de los
ganglios basales. No obstante, existen también alteraciones motoras hipercinéticas ligadas a esta
enfermedad que se desarrollan como efecto secundario del tratamiento con levodopa, un susti-
tuto de la dopamina cuya administracion representa la estrategia terapéutica mas comun en la
EP. Es decir, las personas con EP pueden presentar un cuadro motor complejo, resultado de los
sintomas propios de la enfermedad (parkinsonismo) y los efectos secundarios del tratamiento

(discinesias).
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Ref

Gen

Relacion con la EP,
heredabilidad

Referencias

PARK1=PARK4

PARK2

PARK3

PARKS5

PARK6

PARK7

PARKS

PARK9

PARK10

PARKI11

PARK12

PARK13

PARK14

PARK15

SNCA (a-sinucleina)

PRKN (Parkina)

FBXO48 (Proteina F-box
48)
UCHL1 (Ubiquitin car-

boxilo-terminal hidrola-
sa L1)

PINK1 (Quinasa induci-
ble por PTEN 1)

DJ-1 (Proteina de la EP
7)
LRRK2 (Quinasa rica en

leucina 2)

ATP13A2 (ATPasa
13A2)

Cromosoma 1p34-p32

GIGYF?2 (proteina de
interaccion con Grb10)

ATP1B4 (Subunidad (34
de la bomba so-
dio/potasio)
HTRA2 (serina peptida-
sa HtrA2 mitocondrial)

PLA2G6 (Fosfolipasa A2
independiente de calcio

FBXO7 (Proteina F-box
7)

Causa de EP, autosdmica domi-
nante

Causa de EP juvenil, autosémi-
ca recesiva

Escasa relaciéon con la EP

Asociacioén incierta, descrita en
una familia que presenta LB.
Autosémica dominante

Asociada a EP juvenil, autoso-
mica recesiva

Causa de EP, autosdmica rece-
siva

Causa de EP, autosdmica domi-
nante

Causa el sindrome Kufor-
Rakeb, asociacion con EP no
demostrada

Regién de riesgo, pero no se ha
demostrado la relacion

Podria representar un factor de
riesgo para la EP, autosdmica
dominante

No se ha demostrado que sea
un factor de riesgo para la EP

No se ha demostrado que sea
un factor de riesgo para la EP

Podria ser causativa de un pe-
quefio porcentaje de casos de
EP, autosémica recesiva

Causa de EP juvenil, autosémi-
ca recesiva

(Kruger et al., 1998;
Polymeropoulos et al.,
1997)

(Kitada et al., 1998)
(Xiu et al., 2013)

(Leroy et al., 1998)

(Valente et al., 2004)

(Bonifati et al., 2003)

(Zimprich et al., 2004)

(Chan et al., 2013)

(Wan et al., 2014)

(Wang et al., 2011)

(Gao et al., 2014)

(Kruger et al., 2011)

(Gui et al., 2013)

(Di Fonzo et al., 2009)

Tabla 2. Parte de las mutaciones que han sido relacionadas con el riesgo o el desarrollo de formas fami-

liares de EP. Como se puede ver en la tabla, no todas han sido confirmadas.

a) Parkinsonismo

A menudo se emplea parkinsonismo como sinénimo de trastorno hipocinético. Por parkinso-

nismo se entiende una combinacién de sintomas que incluyen temblor en reposo, rigidez, bra-

dicinesia (ralentizacién motora) y fallo de los reflejos posturales. Estos sintomas principales
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suelen ir acompafnados por otros, de tipo motor (como la congelacién durante la marcha) o no
(como demencia, depresién o frecuentes constipados). La principal causa de parkinsonismo es
la enfermedad de Parkinson, pero su origen puede también ser secundario a otras patologias
como la hidrocefalia, la apariciéon de tumores o las alteraciones vasculares. El parkinsonismo
puede tener ademas origen psicogénico, o estar inducido por farmacos que bloquean los recep-
tores de dopamina o promueven su degradacién (ver apartado 3.3.1) o por intoxicaciéon (por
ejemplo, debida al consumo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina, mas conocido como

MPTP).

b) Discinesias

Las discinesias son alteraciones motoras frecuentes en la EP. Consisten en patrones motores
hipercinéticos que aparecen como consecuencia del tratamiento con levodopa. Consisten en
movimientos involuntarios de tipo distonia o corea (contracciones involuntarias del musculo,
sostenidas en el primer caso y repentinas e irregulares en el segundo), que normalmente se dan

durante el pico de la dosis de levodopa.

3.1.2 Clinica

a) Sintomatologia

La EP es en realidad un trastorno sistémico en el que la sintomatologia motora, de aparecer, es
precedida por toda una serie de signos no motores, que afectan al olfato, el suefio o las funcio-
nes mentales (Ferrer et al., 2012). No obstante, los rasgos clinicos mas caracteristicos de la EP
siguen siendo sintomas motores como la presencia de temblor en reposo, rigidez, bradicinesia e
inestabilidad postural. El parkinsonismo es un sindrome que puede aparecer también en otros
contextos patolégicos, por lo que para diagnosticar una EP se considera necesario presentar al
menos dos de estos sintomas, excluir posibles causas de parkinsonismo secundario (el provoca-
do por determinados tratamientos) y presentar una buena respuesta de los sintomas al trata-
miento cldsico anti-parkinsoniano, la levodopa (Litvan et al., 2003). Los sintomas no aparecen
hasta que la neurodegeneracion esta relativamente avanzada, cuando la muerte neuronal afecta
al 60% de las células de la sustancia negra y se ha perdido un 80% de la dopamina (Fearnley
and Lees, 1991). En realidad, el dafio no afecta en exclusiva al sistema dopaminérgico. La dege-
neracién de la sustancia negra va siempre acompanada de una extensa patologia asociada fuera
de esta regién, que afecta al sistema limbico, la corteza y el sistema autonomo (Braak and Braak,
2000). Esto esta relacionado con los sintomas no motores como la demencia o el deterioro cogni-

tivo (Pezzoli and Zini, 2010).
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b) Diagnostico

El diagnostico clinico no es definitivo y solo el analisis postmortem permite la categorizacién
definitiva de la enfermedad. El rasgo neuropatoldgico definitorio de la EP es la presencia de
inclusiones citoplasmaticas proteicas aberrantes, denominadas cuerpos de Lewy (LB) o neuritas
de Lewy, segin tengan forma globular o fibrilar (Braak et al., 2003). Aunque no se sabe exacta-
mente como, estas inclusiones estan relacionadas con la muerte neuronal y aparecen ya en eta-
pas presintomaticas. En funcion de la topografia de las inclusiones el diagndstico neuropatolé-
gico postmortem clasifica la enfermedad en seis estadios, que van del 1 al 6. La sintomatologia

aparece a partir del estadio 3 (figura 13) (Braak et al., 2003).

Los LB consisten en agregados insolubles compuestos fundamentalmente por a-sinucleina
(Baba et al., 1998; Duda et al., 2000; Irizarry et al., 1998), aunque también contienen proteinas
fosforiladas y ubiquitina (Spillantini et al., 1997). La a-sinucleina es una proteina sinaptica im-
plicada en la regulacién de la movilizaciéon de vesiculas sindpticas en las terminales nerviosas
(Cabin et al., 2002). Su relevancia en la EP esta bien fundada por el descubrimiento de ciertas
mutaciones en su gen asociadas a formas de EP familiar (ver tabla 2, pagina 42). La ubiquitina,
por su parte, es una proteina que se conjuga con otras constituyendo una marca par su degra-
dacién por el proteasoma (Ciechanover, 1993). La degradacion de la a-sinucleina, llevada a cabo
por el proteasoma, ocurre mucho mas lentamente en el caso de una forma mutada como la
A53T, relacionada con la enfermedad. Este fenémeno podria constituir una explicacion de la
acumulacién de agregados de la proteina en las formas familiares de la EP. Ademas, otras for-
mas de EP familiar estan asociadas a mutaciones que afectan al sistema ubiquitina-proteasoma

(ver tabla 2, pagina 42) (Chung et al., 2001; Shimura et al., 2000).

Neocortex
primary,
secondary

Presymptomatic Symptomatic
phase phase

MNeocortex,
high order
associabon

Mesocortex,
thalamus

Substantia
nigra,
amygdala

Threshold4
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Dorsal
motor X
nucleus
. M N Stages of
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Figura 13. Progresion topografica de la aparicion de LB en la EP a medida que avanza la patologia.

(Braak et al., 2003)

_44 -



3.1 La enfermedad de Parkinson

3.1.3 Etiologia

La EP es en realidad una enfermedad sistémica, en la que el dafio celular, que no se restringe a
la sustancia negra, se debe a la confluencia de distintos fenémenos patoldgicos. La formacién de
LB correlaciona solo hasta cierto punto con la clinica y la muerte neuronal, dejando un papel
relevante también a la disfuncion mitocondrial, el estrés oxidativo, las modificaciones proteicas
postraduccionales o la alteracion del sistema ubiquitina-proteasoma y la autofagia. En conjunto,
puede hablarse de una actividad celular suboptima que acaba conduciendo a la muerte de la

neurona (Ferrer et al., 2012).

Hay varias teorias para explicar la etiologia de la enfermedad. La ausencia de causas genéticas
evidentes en la mayoria de los casos esporadicos, la existencia de variaciones interculturales
observadas en su prevalencia (de Lau and Breteler, 2006) y la relacion observada entre la expo-
sicion a diferentes toxicos y aparicion de la enfermedad (Semchuk et al., 1992) justifican la suge-
rencia de los mecanismos epigenéticos como posibles interventores en la aparicion y desarrollo

de la enfermedad.

En cualquier caso, hay tres procesos fundamentales que ocurren de manera relacionada: la
agregacion de la a-sinucleina, la pérdida de efectividad del proteasoma y la disfuncién mito-

condrial.

e Agregacion de a-sinucleina: la hipdtesis de la agregacion proteica como mecanismo de pro-
teccion celular frente a especies solubles téxicas en enfermedades neurodegenerativas ha si-
do propuesta para los LB (Ross and Poirier, 2005). No obstante, existen trabajos que apuntan
mas bien hacia su toxicidad (Wan and Chung, 2012). La mutacién de la a-sinucleina puede
ser causa primaria de la enfermedad, pues existen formas de EP familiar provocadas por
mutaciones en su gen (PARK1 y PARK4). Las formas mutadas alteran la funcionalidad del
sistema ubiquitina proteasoma (UPS) y de la mitocondria (Stefanis et al., 2001; Tanaka et al.,
2001). Se ha escrito como los agregados proteicos pueden inhibir el proteasoma mediante sa-
turacion de las chaperonas necesarias para su funcionamiento o por interaccion directa
(Bence et al., 2001). Ademas, la sobreexpresidon de a-sinucleina afecta negativamente a la

funcion mitocondrial (Hsu et al., 2000).

¢ Disfuncién del proteasoma: varias formas de EP familiar estan provocadas por mutaciones
en genes de proteinas que forman parte del UPS, como PARK2 o PARKS. El mal funciona-
miento del proteasoma como desencadenante de los procesos que conducen finalmente a la

muerte celular se ve apoyado por evidencias experimentales realizadas in vivo que muestran
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cédmo su inhibicion lleva a la formacion de agregados de a-sinucleina y a disfuncidon mito-
condrial (Fornai et al., 2003; McNaught et al., 2002). Que la a-sinucleina sea un componente
mayoritario de los LB parece sugerir que el proteasoma no es capaz de procesar correcta-

mente la degradacion de las proteinas que los conforman.

e Estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial: el papel que la disfuncién mitocondrial podria
tener en la EP se reforzé con el descubrimiento del efecto que la 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-
tetrahidropiridina (MPTP) tiene en humanos (Langston et al., 1983), primates no humanos y
ratones (Beal, 2001). Esta sustancia inhibe el complejo I de la cadena transportadora de elec-
trones mitocondrial, e induce parkinsonismo (Tipton and Singer, 1993). Ademas, la inyec-
cién de rotenona (otro inhibidor del complejo I), reproduce varias caracteristicas de la en-
fermedad, incluida la aparicion de LB. El estrés oxidativo es caracteristico de individuos con
EP, incluso en etapas presintomaticas (Dexter et al., 1994). Las mitocondrias aparecen a me-
nudo contenidas en los LB (Gai et al., 2000), y su disfuncién podria estar implicada en las al-
teraciones del proteasoma y la acumulaciéon de agregados de a-sinucleina (Fornai et al.,

2005).

3.1.4 El receptor de adenosina Aza en la enfermedad de Parkinson

El receptor Aza esta patologicamente sobreexpresado en el putamen de los pacientes de EP
(Calon et al., 2004). El efecto inhibidor que el A24R tiene sobre el D2R agrava asi los efectos de la
disminucién de la sefalizacién dopaminérgica en esta enfermedad. Este aumento del receptor,
constatado también en linfocitos circulantes, correlaciona con la severidad del trastorno motor
(Casetta et al., 2013; Varani et al., 2010) y proporciona una interesante diana terapéutica en esta
enfermedad, puesto que el bloqueo del A24R puede rescatar la funcionalidad del D:2R. Se trataria
de una estrategia paliativa, pero de gran utilidad si permitiera reducir las dosis empleadas de
levodopa, el farmaco mas ampliamente utilizado en el tratamiento de la EP (figura 14, pagina
47). Esta droga, que sustituye a la dopamina, induce a largo plazo la aparicién de sintomas se-
cundarios como las discinesias (Obeso et al., 2000a; Obeso et al., 2000b; Rajput et al., 2002). La
istradefilina, un antagonista del A2aR, ha sido ya ensayada en fase clinica como complemento
de la L-dopa (Bara-Jimenez et al., 2003; Hauser et al., 2008; LeWitt et al., 2008; Mizuno and
Kondo, 2013; Stacy et al., 2008). Otra posibilidad, si se considera la hipometilacion del A2aR en
el estriado y su sensibilidad in vitro a tratamientos metilantes y desmetilantes (Buira et al.,
2010a; Buira et al., 2010b), seria el tratamiento adyuvante con S-adenosil metionina (SAM)

(Barrachina et al., 2011). E1 SAM, donador habitual de grupos metilo en el organismo, esta redu-
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cido en los individuos afectados por EP debido al consumo de levodopa, que lo degrada (Cheng
et al.,, 1997; De Bonis et al., 2010; Muller et al., 2001; Obeid et al., 2007; Zoccolella et al., 2009).
Aunque adolece de falta de especificidad como cualquier estrategia terapéutica basada en la
epigenética hasta ahora, ha sido usado en ensayos en fase clinica para el tratamiento de la de-

presion sin efectos secundarios (Bottiglieri et al., 1990; Di Rocco et al., 2000; Papakostas, 2009).

ESTRIADO
A
| Via directa | | Via indirecta |
‘ @ A2aR AsiR
AR — D;R D:R p=AzR A2R
AzaR
vy @ N
ESTRIADO
B
| Via directa | | Via indirecta |
, “ Az
\2aR
AR— DR " ~ODR |-A, &R
f 1 A

‘ Dopamina J Agonista de los @ Antagonista de los
receptores de dopamina receptores de adenosina
Figura 14. Relevancia del A2aR estriatal en la etiologia de la enfermedad de Parkinson. A: sobreex-
presion patologica del A24R en la EP, que agrava la reduccion de la sefial dopaminérgica en el estriado
debida a la muerte neuronal en la sustancia negra. Como consecuencia, la via indirecta no se ve blo-
queada, mientras que la directa es hipofuncional. B: efecto de los tratamientos para la EP. La L-dopa
sustituye la dopamina, estimulando la actividad de los receptores D1 y D2. Asi se activa la via directa y
se inhibe la indirecta, promoviendo el movimiento. Los antagonistas del A2aR contribuyen por su

parte rescatando la sensibilidad del D2R a la sefial.
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3.2 La enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden genético autosémico dominante caracteri-
zado por el desarrollo progresivo de problemas motores, alteraciones psiquiatricas y declive
cognitivo. Este conjunto de sintomas e debe a un proceso neurodegenerativo de muerte neuro-
nal selectiva y astrogliosis que afecta sobre todo a estriado y cdrtex, aunque hay una reduccién
general en el tamano del cerebro de los enfermos (de la Monte et al., 1988). Suele aparecer en la
madurez (a partir de los cuarenta, cincuenta afios), existiendo formas tempranas que pueden
manifestarse ya en la infancia. La enfermedad progresa durante quince o veinte afios hasta con-

ducir, inexorablemente, a la muerte.

3.2.1 Las alteraciones motoras en la enfermedad de Huntignton

La EH constituye un ejemplo paradigmatico de trastorno hipercinético asociado a una disfun-
cion de los ganglios basales. La corea es su alteraciéon motora mas caracteristica, aunque este
trastorno motor puede tener otras causas (por ejemplo, un dafo tisular en el estriado debido a
una lesion o a la apariciéon de un tumor). Se trata de un movimiento involuntario irregular rapi-
do, puntual, no ritmico que fluye de una zona del cuerpo a otra. Ademas, en la EH pueden dar-
se también otros trastornos motores, como la distonia (contraccidén involuntaria sostenida de un
musculo, que conlleva una postura forzada), los tics o la inestabilidad postural debida a sacudi-
das musculares (ver tabla 3). Los neurolépticos han sido empleados en el tratamiento de la EH.
Entre estos farmacos hay muchos que bloquean el receptor de dopamina D2, y que han sido

relacionados con el desarrollo de discinesias tardias (ver tabla 4, capitulo 3.3.1, pagina 53).

Ritmico Repeticion Movimiento Supresibilidad

de la postura estereotipado

Corea No No Raramente No
Distonia Raramente  Si A veces Parcial y limitada en el tiempo
Tics No Si Si Generalmente si

Tabla 3. Trastornos hipercinéticos comunes en la EH. En las columnas de la derecha se indican las carac-
teristicas de los movimientos anormales que permiten clasificar el trastorno en uno u otro tipo. Adaptado

de Sanger et al., (2010).
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3.2.2 Clinica

El proceso neurodegenerativo afecta principalmente a las neuronas GABAérgicas del estriado,
mostrando una sensibilidad mayor y mas temprana las que contienen encefalina y expresan
preferentemente los receptores de adenosina Aza y de dopamina D2 (Glass et al., 2000; Reiner et
al., 1988). La enfermedad se divide a efectos clinicos en cinco estadios que van del 0 al 4. Esta
clasificacién considera el aspecto macroscopico del cerebro y el avance de la pérdida neuronal y
la astrogliosis evaluados mediante recuento celular efectuado en el caudado (Vonsattel et al.,
1985). En fase 0, el cerebro es macroscopicamente normal y la pérdida neuronal es inferior al
40%, sin astrocitosis. A partir del grado 1, la astrocitosis empieza a aparecer en el caudado y el
putamen y la pérdida neuronal ronda el 50%. En la tltima fase, el cerebro esta claramente atro-
fiado, la astrocitosis es generalizada y la pérdida neuronal en el caudado supera el 90% (Hodges

et al., 2006). En las fases mas avanzadas, a menudo se da también afectacion cortical.

3.2.3 Etiologia

La enfermedad es causada, a nivel molecular, por la expansion de un triplete CAG (que codifica
para Glutamina) en el gen de la huntingtina, localizado en el cromosoma 4 (The Huntington's
Disease Collaborative Group, 1993). La forma normal del gen es polimorfica, pudiendo contener
entre 6 y 36 repeticiones del triplete. La patologia aparece cuando el triplete se expande por
encima de (CAG)s7-0. El desarrollo de la enfermedad tiene que ver con la magnitud de la expan-
sion: las formas adultas de EH suelen presentar (CAG)40s5, mientras que con (CAG)r-1s0 la en-
fermedad aparece ya en la infancia (Andrew et al., 1993). Estos tripletes se traducen a una cade-
na de residuos de glutamina (poliQ) en la proteina, mucho mas larga en el caso del gen expan-
dido. La huntingtina se expresa en todo el organismo, con niveles similares en el caso de las
formas normales y las mutadas (Trottier et al., 1995). Aunque no esta clara su funcion exacta, su
knockeo en ratones es letal en fases embrionarias (Nasir et al., 1995). En el cerebro, ha sido descri-
ta fundamentalmente en el citosol de las neuronas, asociada a vesiculas y microtibulos, lo que
sugiere una funcion relacionada con el anclaje del citoesqueleto o al transporte de vesiculas

(DiFiglia et al., 1995; Sharp and Ross, 1996).

La forma mutada tiene actividad téxica. La expansion de la poliQ conlleva un cambio confor-
macional de la proteina, que no se procesa correctamente y se acumula en agregados (Ross,
2002). No obstante, no esta claro como esta alteraciéon conduce al proceso neurodegenerativo. El

efecto de la huntingtina mutada (Httm) es probablemente multifactorial y hay varias propues-
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tas en cuanto a sistemas afectados en la célula.

e Lanueva conformacién podria conllevar una ganancia o una pérdida de funcionalidad de la

huntingtina (Cattaneo et al., 2001).

e La proteina mutada o los productos de su procesado establecen interacciones aberrantes con
otras moléculas. Este fenémeno podria suponer el secuestro de factores de transcripcion
(Chiang et al., 2005) o la aparicién de una actividad microARN (Banez-Coronel et al., 2012),
que afectarian a la correcta expresion genética y explicaria ciertos cambios en los perfiles de

expresion proteica asociados a la evolucion de la enfermedad (Glass et al., 2000).

e El metabolismo energético es otra de las funciones basicas afectadas en la EH (Lodi et al,,
2000). La Httm se une a la membrana mitocondrial promoviendo alteraciones en el transpor-
te de calcio y favoreciendo la liberacién de citocromo c. El citocromo c constituye en si un
iniciador de la apoptosis, fendmeno responsable al menos en parte de la muerte celular en la

EH (Choo et al., 2004; Panov et al., 2002).

¢ La funcién del proteasoma tampoco es normal en las células de pacientes con EH (Bennett et
al., 2007). Mientras que la huntingtina es normalmente degradada por el sistema ubiquitin-
proteasoma, la Httm es procesada en realidad mediante autofagia. No obstante, tampoco es-
te sistema funciona correctamente en la EH, lo que lleva a la acumulacién de las formas mu-

tadas en la célula induciendo su muerte (Martinez-Vicente et al., 2010).

3.2.4 El receptor de adenosina Aza en la enfermedad de Huntington

Con la intencién de buscar el mecanismo molecular en que se basa la accién de la huntingtina
mutada, se han realizado diversas descripciones de los patrones de expresion de ARNm y pro-
teina de las neuronas que sobreviven al proceso neurodegenerativo (Chen et al., 2012; Gines et
al., 2006; Glass et al., 2000; Horne et al., 2013; Penney and Young, 1982). Entre las alteraciones
moleculares previas a la muerte celular se ha descrito una bajada en la expresion de diversos
receptores de membrana no atribuible en exclusiva a la pérdida neuronal y la astrogliosis (Glass
et al.,, 2000; Hodges et al., 2006; Kuhn et al., 2007; Vonsattel, 2008). Uno de estos receptores es el
Aca (figura 15A, pagina 52). Hay varios trabajos sobre la relevancia que el A2a puede tener en la
etiologia de la neurodegeneracion tipica de la enfermedad. Los niveles del factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) estan reducidos en el cerebro postmortem de pacientes de EH
(Zuccato and Cattaneo, 2009). Existen evidencias de que la actividad del A2aR participa en la

correcta funcionalidad de BDNF (Assaife-Lopes et al., 2013; Tebano et al., 2008). La actividad

-50 -



3.2 La enfermedad de Huntington

del A2aR promueve la actividad del sistema ubiquitin-proteasoma (Chiang et al., 2009), y los
polimorfismos de ADORA2A han sido relacionados con la edad a la que se desarrolla la enfer-
medad (Dhaenens et al., 2009). Existen dos propuestas farmacoldgicas para la EH con el A2aR

como diana (figura 15B, pagina 52):

a) Uso de antagonistas del A2aR en etapas tempranas de la EH

El bloqueo del A2aR en modelos de la EH es una estrategia terapéutica que se apoya en la evi-
dencia de cierta sobreexpresion o incremento de la actividad del receptor en las fases mas tem-
pranas del trastorno, previas a cualquier tipo de muerte celular (Chou et al., 2005; Tarditi et al.,
2006; Varani et al., 2001). Esta sobreexpresién podria ser un mecanismo compensatorio que
estimulase vias troficas o protectoras para las células o simplemente contribuir al proceso neu-
rodegenerativo (Blum et al., 2003b). Para complicar las cosas, el bloqueo del A2aR ha mostrado
resultados variables que van desde una prevencion de la degeneracién (Blum et al., 2003a; Fink
et al., 2004) hasta el drastico incremento del dafo estriatal (Domenici et al., 2007; Mievis et al.,
2011; Popoli et al., 2008). El analisis de esos resultados ha permitido la distincion entre los efec-
tos de la manipulacién de los receptores segun su localizacién celular. El bloqueo presinaptico
del A2aR seria protector, mientras que el postsinaptico seria dafiino. El efecto neuroprotector
estaria relacionado con la prevencién de la liberacién de glutamato ya comentada en secciones

anteriores.

b) Uso de agonistas del AzaR en etapas avanzadas preferiblemente a nivel postsinaptico en

el estriado (Popoli et al., 2008).

El efecto beneficioso de estas drogas y su capacidad para provocar una mejora de los sintomas
han sido mostrados en modelos de ratén (Chou et al., 2005; Huang et al., 2011). Este efecto bene-
ficioso podria explicarse de distintas maneras. La activacion del A2aR podria estar relacionada
con la recuperacion de la funcionalidad del proteasoma (Chiang et al., 2009). Considerando el
antagonismo entre el A2aR y el receptor de dopamina D, este tipo de tratamiento podria preve-
nir el potencial téxico de una excesiva actividad dopaminérgica (Charvin et al., 2005), como de
hecho hace con la glutamatérgica (Dunwiddie and Masino, 2001). La activacion del A2aR pone
en marcha vias de supervivencia celular como la del BDNF (Assaife-Lopes et al., 2013; Tebano
et al., 2008), y la estimulacién de la via PKA podria compensar el secuestro de CREB debido a la
huntingtina mutada (Chiang et al., 2005). No obstante, como en el caso del uso de antagonistas,

los resultados no son inequivocos.
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Figura 15. Relevancia del Az2aR en la EH. A: influencia del A2aR estriatal en la enfermedad de Hun-

tington. La actividad presindptica del receptor estimula la liberaciéon de glutamato, cuya toxicidad

contribuye a la degeneracion del estriado. La via indirecta pierde funcionalidad debido a la reducida

expresion del A2aR en sus neuronas. Se pierde asi la inhibicion motora. B: estrategias terapéuticas

relacionadas con el A2aR en la EH. El bloqueo presinaptico del receptor reduciria la liberacién de glu-

tamato, y con ello su toxicidad. El uso de agonistas postsinapticos recuperaria la funcionalidad del

receptor en la via indirecta, rescatando la inhibicién motora.
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3.3 La esquizofrenia

La esquizofrenia es un desorden psicdtico cuya etiologia y categorizaciéon no estan ain bien
definidas. Pese a todo el esfuerzo invertido en la investigacion de este trastorno, ni siquiera esta
claro que el término corresponda a una condicion tnica o si se solapa o no con otros desérdenes
similares. La heterogeneidad de los resultados de distintas investigaciones y la practica clinica,
que tiende a la definicién de subgrupos fenotipicos de pacientes, apuntan a la idea de que la
esquizofrenia se trata de un sindrome, un conjunto de sintomas que producen un cuadro simi-
lar pero que responden a causas diversas (Lang et al., 2007; Takahashi, 2013; Tsuang and
Faraone, 1995; van Os, 2009).

3.3.1 Las alteraciones motoras en la esquizofrenia

La presencia en nifios pequefios de movimientos coreicos o atetosis (movimientos involuntarios,
lentos y sinuosos que afectan especialmente a las manos y los dedos) ha sido relacionada con
riesgo de padecer esquizofrenia. Estos sintomas se dan también en una parte de los pacientes,
antes incluso de iniciar cualquier tratamiento (Peralta et al., 2010). El desarrollo de atetosis en
las personas con esquizofrenia ha sido propuesta como una reaparicion del trastorno infantil

que caracterizaria al menos un subgrupo de ellos (Walker, 1994).

TRASTORNOS MOTORES INDUCIDOS POR FARMACOS ANTIDOPAMINERGICOS

SINDROMES TARDIOS (persisten al menos un

TRASTORNOS MOTORES
mes tras la retirada del farmaco causante)
Parkinsonismo inducido por neurolépticos: rigi- Discinesia tardia clasica: movimientos repetitivos
dez, bradicinesia, inestabilidad postural y todo el de masticacién y protrusion de la lengua.

resto de sintomas de la EP relacionados con la

dosis del farmaco.

Acatisia aguda / tardia: inquietud aliviada por frecuentes movimientos como caminar en el sitio, cambiar

el peso de pie, cruzar y descruzar las piernas (si esta sentado)

Reaccion distonica aguda: contracciones anor- Distonia tardia: contraccion sostenida del cuello, el
malmente sostenidas de los musculos o de posturas tronco, la zona oral o la cara.
forzadas, que suelen afectar a los ojos, el cuello, la

cara o el tronco.

Tabla 4. Trastornos motores inducidos por farmacos antidopaminérgicos. Adaptado de Fahn et al., (2009).
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En las personas que reciben tratamiento contra la esquizofrenia es muy frecuente ademas el
desarrollo de alteraciones motoras relacionadas con la actividad de los farmacos antipsicoticos,
que bloquean la actividad del receptor de dopamina D2 (ver tabla 4, pagina 53). Otro tipo de
alteracion motora muy comun en la esquizofrenia es la de tipo psicogénico. Se distingue de los
trastornos motores en que en este caso el movimiento tiene un componente intencional (Fahn et

al.,, 2009). Los manierismos y posturas, por ejemplo, estarian incluidos en esta categoria.

3.3.2 Clinica

El diagnostico se apoya fundamentalmente en la sintomatologia. Las personas afectadas presen-
tan, al menos, dos de los tres grupos de sintomas considerados caracteristicos de la esquizofre-
nia: sintomas positivos (delirios, alucinaciones, excitacién, grandiosidad, recelo...), sintomas
negativos (apatia, abulia, depresién, falta de interaccion social...) y sintomas generales (que
afectan a capacidades cognitivas e incluyen trastornos motores) (tabla 5, pagina 55). Estos
sintomas no son independientes entre si, sino que pueden solaparse. Esto sucede especialmente
entre los sintomas negativos y generales, que parecen tener evolucion y respuesta a los trata-
mientos independientes de las de los sintomas positivos (Boison et al., 2012; Lang et al., 2007;
Simpson et al.,, 2010). No existen tests objetivos para la evaluacion de estos sintomas, sino que
cada uno de ellos se valora en una entrevista personal con el paciente, mediante el uso de esca-
las de evaluacion como la PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale) y la NES (Neurological
Evaluation Scale). Esto es asi porque se desconoce la patofisiologia de la enfermedad y se carece
por tanto de biomarcadores. Aunque existen algunas caracteristicas bioldgicas comunes, como
el incremento de tamafio de los ventriculos cerebrales o el incremento de los niveles de dopa-
mina, no son lo suficientemente sensibles o especificos como para ser utiles en el diagnéstico
(Allen et al., 2009). Mientras no se esclarezca la etiologia de la enfermedad, el diagndstico se-
guira basado en la evaluacion de los sintomas eliminando los diferenciales mas probables (abu-
so de drogas, contribucion de otras condiciones neuropatoldgicas o enfermedades metabolicas)

(van Os, 2009).

3.3.3 Etiologia

Las hipotesis acerca de las causas de la esquizofrenia son varias, y no son excluyentes entre si.
Mas bien se considera que la combinacion de distintos factores genera un perfil de vulnerabili-

dad. La elevada heredabilidad de la enfermedad apunta a un componente genético, pero sin
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Sintomas positivos Sintomas negativos Sintomas generales
Delirios Embotamiento afectivo Preocupaciones somaticas
Desorganizacion conceptual Retraccién emocional Ansiedad
Conducta alucinatoria Pobre relacion Sentimiento de culpa
Excitacion Retraccion social, apatia Tension motora
Grandiosidad Dificultad de pensamiento abs- Manierismos y posturas
Suspicacia tracto Depresion
Hostilidad Falta de espontaneidad y fluidez =~ Retardo motor
en la conversacion Falta de colaboracién
Pensamiento estereotipado Contenidos inusuales del pen-
samiento
Desorientacion

Déficit de atencion

Ausencia de juicio e introspec-
cion

Trastornos de la volicion
Control deficiente de impulsos
Preocupacion

Evitacién social activa

Tabla 5. Sintomas positivos, negativos y generales clasificados segiin los diferentes items de la escala

PANSS (Kay et al., 1987).

duda no es el tinico, como demuestra la existencia de gemelos monozigoticos que no comparten
la enfermedad (Poltorak et al., 1997), o la asociacidn entre factores sociales e incidencia de la
esquizofrenia (Selten and Cantor-Graae, 2005). Estos hechos hacen razonable pensar en la impli-
cacién de mecanismos epigenéticos en el desarrollo de la enfermedad, puesto que al fin y al
cabo son los que integran genotipo y fenotipo. La esquizofrenia ha sido relacionada también con
problemas en el desarrollo o en el parto, como infecciones durante el embarazo, que podrian
estar relacionados con las alteraciones morfoldgicas que a menudo se detectan en los cerebros
de individuos afectados (ventriculos mas amplios de lo normal, reduccién del tamano cerebral,

cambios en el grosor de la corteza...) (Lang et al., 2007).

Hay varias hipoétesis centradas en el aspecto neuroquimico de la enfermedad, que cogieron
fuerza a partir del descubrimiento en los afios 60 de la actividad antipsicotica de los antagonis-

tas de los receptores de dopamina. La teoria hiperdopaminérgica propone una hiperactividad
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del sistema dopaminérgico en los ganglios basales, relacionada con los sintomas positivos y una
hipodopaminergia en el cértex, relacionada con sintomas negativos. Esta teoria se ve apoyada
ademas por la induccién de sintomas psicoticos por el uso de anfetaminas, que estimulan la
liberacién de dopamina (Laruelle et al., 1999), y por la relacion directa entre la efectividad del
antipsicdtico y su afinidad por los receptores de dopamina (Seeman, 2006). Ademas, las técnicas
de neuroimagen han revelado el aumento en la densidad de receptores de dopamina en el cere-
bro de personas con esquizofrenia (Howes et al., 2009). Con el tiempo y la mejora de las técnicas
de analisis, la teoria de la hiperdopaminergia es matizada poco a poco (Howes and Kapur,
2009). La disfuncion del sistema dopaminérgico ha sido enfocada también como subsidiaria a
una disfuncidn del sistema glutamatérgico. La hipdtesis de la hipoglutamatergia propone una
hipofuncién del glutamato en las proyecciones corticoestriatales que seria responsable de los
sintomas psicoticos y del aumento de dopamina (Farber, 2003). Los antagonistas de los recepto-
res ionotropicos de glutamato (NMDAR) inducen la secreciéon de dopamina, y provocan sinto-
mas psicoticos en humanos (Farber, 2003; Kafka and Corbett, 1996; Popoli et al., 1994). La acti-
vacion de los NMDARs atentia los sintomas negativos y generales en enfermos con esquizofre-

nia cronica (Black et al., 2009).

Los primeros antipsicoticos descubiertos, gracias a los cuales se elabor6 la teoria de la hiperdo-
paminergia, son conocidos como tratamientos de primera generacion. El haloperidol o la clor-
promacina son bloqueantes de la sefial dopaminérgica con elevada afinidad por los receptores
de dopamina D:. Estos tratamientos mejoran los sintomas positivos de la enfermedad, pero son
ineficaces contra los sintomas negativos y generales (Boison et al., 2012; Lang et al., 2007;
Simpson et al., 2010). Ademas, su uso prolongado conlleva la aparicién de sintomas secundarios
graves de indole extrapiramidal (ver tabla 4, pagina 53), por lo que los esfuerzos por encontrar
una mejor terapia condujeron a la segunda generacion de antipsicéticos. Esta segunda genera-
cién de sustancias (clozapina, quetiapinas, olanzapina...), denominadas antipsicéticos atipicos,
tienen una menor afinidad por el D2R, como se ha comprobado mediante tomografia por emi-
sion de positrones (PET) o tomografia computerizada de emision monofotonica (SPECT). Algu-
nas de ellas acttian sobre los receptores de serotonina (Ossowska, 2002). El estudio de la induc-
cién génica promovida por estas sustancias indica que el efecto de los tratamientos de segunda
generacion afecta sobre todo al sistema limbico, mientras que los de primera actian también
sobre el estriado (Robertson and Fibiger, 1992; Robertson et al., 1994). No obstante, es pronto
para asegurar que estas nuevas drogas no inducen trastornos motores, pues el desarrollo de
estos efectos secundarios requiere afos. Por otro lado, produce otros efectos indeseados, como

obesidad o colesterolemia (van Os, 2009).
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3.3.4 El receptor de adenosina Aza en la esquizofrenia

Considerando que el bloqueo de la hiperdopaminergia mitiga los sintomas positivos (psicoti-
cos) y la reactivacién de la transmision glutamatérgica mitiga los sintomas negativos y genera-
les, la adenosina emerge como un interesante neuromodulador capaz de interaccionar con am-
bos circuitos. Un estado de hipoadenosinergia ha sido propuesto como posible precursor de las
disfunciones de los sistemas dopaminérgico y glutamatérgico en la esquizofrenia (Boison et al.,
2012; Lara, 2002). Un déficit de adenosina puede promover la actividad dopaminérgica al per-
derse el papel inhibitorio que los A1Rs tienen sobre la liberaciéon de dopamina (Dunwiddie and
Masino, 2001; Golembiowska and Zylewska, 1998; Okada et al., 1996; Solinas et al., 2002) y la
capacidad de los A2aRs de inhibir los D2Rs (Ferre et al.,, 2008). Por otro lado, como ya se co-
mentd, la estimulacion del A2aR induce la liberacién del glutamato (figura 16, pagina 58)
(Ciruela et al., 2006; Li et al., 2001; Popoli et al., 1995). Ademas, este receptor forma heteromeros
con los NMDARs, interaccion que parece potenciar la actividad de ambos (Ferre et al., 2011). De
hecho, el uso de agonistas de los receptores de adenosina contrarresta la inducciéon de sintomas
psicoticos producida por los agonistas de los receptores de dopamina o por los antagonistas de
los NMDAR, mientras que el uso de antagonistas de los receptores de adenosina exacerba estos

sintomas (Kafka and Corbett, 1996; Popoli et al., 1996; Popoli et al., 1994).

Para reforzar la relevancia que la adenosina o el A2aR pueden tener en la esquizofrenia pueden
mencionarse aun multiples evidencias experimentales (Boison et al., 2012). Como deciamos, la
reduccion de los niveles de adenosina podria inducir hiperdopaminergia (Lara et al., 2006; Lara
and Souza, 2000). La idea de que los niveles de adenosina (cuya medida no es de facil abordaje)
estan reducidos en esta enfermedad se ve apoyada por andlisis de la expresion de enzimas im-
plicados en su metabolismo, que indican una hiperactividad de las vias que consumen adenosi-
na. Por ejemplo, la variedad de adenosin deaminasa de baja actividad ADA1*2 tiene escasa
presencia entre los individuos con esquizofrenia (Dutra et al., 2010). Ademas, la actividad de
dos ectonucleotidasas implicadas en la cascada de produccidon de adenosina extracelular (la
ATPasa y la ADPasa) esta reducida en el estriado de cerebros postmortem de personas con es-
quizofrenia con respecto a casos control (Aliagas et al., 2013). Por otro lado, la sobreexpresion
de la adenosin quinasa (AdK) en el cerebro ha sido empleada para generar un modelo de esqui-
zofrenia en raton, que presenta sintomas similares a los psicéticos y generales de la enfermedad.
El aumento de los niveles de adenosina en el estriado de esos ratones reduce estos sintomas
(Shen et al., 2012). La manipulaciéon de las vias que afectan a los niveles de adenosina mediante

la administracién de alopurinol o dipiramidol ha sido evaluada en ensayos clinicos como tera-
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pia complementaria a los antipsicoticos, produciendo en algunos casos moderadas mejorias en
los sintomas positivos y generales (Akhondzadeh et al., 2005; Akhondzadeh et al.,, 2000;

Brunstein et al., 2005; Lara et al., 2001; Salimi et al., 2008).
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Figura 16. Interacciones del sistema adenosinérgico con el dopaminérgico y glutamatérgico en los
ganglios basales. La falta de sefial adenosinérgica puede conducir a hiperdopaminergia (al perderse
el efecto inhibidor de los receptores de adenosina sobre los de dopamina) e hipoglutamatérgico (con

bajos niveles de adenosina, el AiR inhibe la liberaciéon de glutamato).

En cuanto al papel concreto que juegan los receptores de adenosina, ya se ha comentado que
tanto los agonistas de A2a como los de A1 contrarrestan los sintomas psicéticos inducidos por
agonistas de los receptores de dopamina o antagonistas de los NMDAR (Arguello and Gogos,
2006), mientras que los antagonistas los exacerban (Kafka and Corbett, 1996; Popoli et al., 1996;
Popoli et al., 1994). Esta descrita una elevada expresion del A2aR en cerebros postmortem de
enfermos de esquizofrenia (Kurumaji and Toru, 1998). Posteriormente este aumento ha sido
relacionado con el uso de antipsicéticos (Zhang et al., 2012). El brazo corto del cromosoma 22,
en concreto la zona 22q11.2, ha sido identificado como una regién de riesgo de padecer esquizo-
frenia (Arguello and Gogos, 2006; Karayiorgou et al., 1995; Murphy, 2005; Rees et al., 2014;
Takahashi et al., 2003). El gen ADORA2A se encuentra dentro de esta region, en la posicion
22q11.23. Ademas, el gen de Golf, la proteina G a través de la que el A24R ejerce su sefializacion

en el estriado, ha sido relacionado también con el riesgo de sufrir psicosis (Schwab et al., 1998).
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El estriado ha sido implicado en la etiologia de la enfermedad, llegando a sugerirse que tiene un
papel central tanto en los sintomas positivos (ya que es en los ganglios basales donde la hiper-
dopaminergia tiene lugar) como en los generales (Simpson et al., 2010). Esta regién es la que

presenta una mayor expresion del A2aR en todo el cerebro (ver capitulo 2).
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4.Regulacion epigenética

Conrad Waddington fue el primero en hablar de epigenética a mediados del siglo XX para refe-
rirse a los mecanismos que permiten generar diferentes fenotipos a partir de una misma infor-
macion genética, como ocurre en las diferentes células de un mismo organismo o en organismos
clonales como podrian ser los gemelos monozigéticos. Este concepto alude a un gran volumen
de informacién que no esta contenido en la secuencia de ADN y que define los patrones de ex-
presion génica. Esta informacién es potencialmente heredable y, lo que es de gran relevancia, es
dindmica. Los cambios en la informacién genética se producen a largo plazo, mediante la com-
binacién de la mutacion y la deriva génica. La variacion epigenética, sin embargo, es a medio
plazo. Ocurre a lo largo de la vida del individuo, y es fundamental para su adaptacion al am-

biente. Podria decirse que es la via mediante la que los genes se comunican con el entorno.

La regulacién epigenética ocurre mediante diversos mecanismos moleculares que afectan a la
accesibilidad de la hebra de ADN para la maquinaria transcripcional y a la efectividad de la
traduccion. Se trata de mecanismos imprescindibles en procesos fisioldgicos como la diferencia-
cién celular. Su desregulacion conduce a situaciones patoldgicas, como en el caso mds para-

digmatico de los tumores (Portela and Esteller, 2010).

4.1 Modificacion quimica del ADN

Se denomina “sitio CpG” al dinucleétido formado por una citosina seguida de una guanina.
Cuando son muy frecuentes en una determinada secuencia, se habla de “isla CpG”. Estas islas
tienen entre 100 y 500 pares de bases de longitud. La citosina de un sitio CpG puede ser modifi-
cada quimicamente, mediante metilacion o hidroximetilacion. Recientemente se ha descrito que
las citosinas en sitios CHG o CHH (pudiendo ser “H” adenina, timina o guanina) también pue-

den ser metiladas (Ziller et al., 2011).
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4.1.1 Metilacion

La adiciéon de un grupo metilo al carbono 5 de la citosina es llevada a cabo por las ADN-
metiltransferasas (DNMTs). Las mas conocidas, DNMT1, DNMT3a y DNMT3b han sido impli-
cadas en el correcto desarrollo y funcionamiento del cerebro (Feng et al., 2005; Feng et al., 2010;
Martins-Taylor et al., 2012), y su mutacién provoca hipometilaciéon y muerte en estadios em-
brionarios (Li et al., 1992; Okano et al., 1999). La metilacion esta estrechamente relacionada con
la actividad transcripcional (Zilberman et al., 2007). Cuando una regién del ADN esta metilada,
se unen a ella proteinas con una especial afinidad por esta marca quimica, las proteinas de
union a grupos metilo (MBDs). Este fendmeno ha sido comprobado mediante ensayos funciona-
les en el caso del ADORA2A (Buira et al., 2010a). Hay cinco miembros en esta familia, MeCP: y
MBD:.4. Estas proteinas reclutan a su vez enzimas que colaboran con la represion epigenética de
la zona, como deacetilasas y metilasas de histona (figura 17, pagina 63) (Ballestar and Wolffe,
2001; Lopez-Serra and Esteller, 2008). La formacion de estos complejos impide la correcta union
de las polimerasas y los factores de transcripcion a las regiones promotoras (Sunahori et al.,
2009; Yossifoff et al., 2008), bloqueando la transcripcion del gen. Por el contrario, la metilacién
de regiones intragénicas es comun en genes de expresion ubicua y esta relacionada con trans-
cripcién activa, asegurando el correcto seguimiento del patron de lectura e impidiendo la inser-

cién de trasposones (Hellman and Chess, 2007).

4.1.2 Hidroximetilacion

La oxidacién del grupo metilo de la citosina produce hidroximetilcitosina. Esta modificacion del
ADN ha sido detectada en todo el organismo, especialmente en el cerebro (Globisch et al., 2010;
Kriaucionis and Heintz, 2009) y relacionada con el desarrollo, plantedndose la posibilidad de
que pudiera estar implicada en algunas patologias neurodegenerativas (Song et al., 2011). Con-
secuentemente, las proteinas responsables de esta modificacion, las proteinas de traslocacion
ten-eleven (TET13), se localizan también en el cerebro, especialmente la TET1 (Guo et al., 2011;
Tahiliani et al., 2009; Zhang et al., 2013). La hidroximetilaciéon ha sido propuesta como un meca-
nismo de reactivacion de la expresion génica (Wu and Zhang, 2011), dado que promueve des-
metilaciéon (Guo et al., 2011) y que las MBDs no se unen a la citosina hidroximetilada (figura 17,

pagina 63) (Jin et al., 2010; Valinluck et al., 2004).
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Figura 17. Modificacién quimica del ADN y consecuencias funcionales. A: la citosina de un dinucledtido
CG (o sitio CpG) puede ser modificada quimicamente. Las ADN-metil transferasas (DNMTs) le afiaden un
grupo metilo, cedido por la S-adenosil metionina (SAM), generando metilcitosina. Las ten-eleven transloca-
tion proteins (TETs) oxidan la metilcitosina a hidroximetilcitosina. B: una isla CpG es una secuencia de 100-
500pb rica en sitios CpG. La metilacion de estas islas CpGs “recluta” proteinas con afinidad por esta marca
quimica (proteinas de unién a metilo o MBDs) que a su vez atraen mas DNMTs asi como enzimas relacio-
nados con el “cierre” de la hebra de ADN en torno a las histonas, como las deacetilasas de histona
(HDAC). Como consecuencia, el gen deja de ser accesible para la maquinaria transcripcional y deja de ser
expresado. Estos enzimas no tienen afinidad por la hidroximetilcitosina, por lo que la hidroximetilacién ha

sido propuesta como potencial mecanismo de reactivacion transcripcional.
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4.2 Modificacion quimica de histonas

Para formar los cromosomas, el ADN se empaqueta de forma ordenada. Uno de los elementos
fundamentales de este empaquetamiento es el nucleosoma: un conjunto de ocho proteinas (dos
histonas de cada uno de los tipos H2A, H2B, H3 y H4) en torno a las cuales hay dos vueltas de
ADN. La modificaciéon quimica del extremo N-terminal de las proteinas en torno a las que se
enrolla el ADN afecta al grado de compactacion del nucleosoma. Distintos aminoacidos pueden
ser modificados de diferente manera: acetilacion de lisinas, ubiquitinacion, fosforilacion de seri-
nas o metilacion de lisinas o argininas. El efecto de estos cambios es modificar la carga eléctrica
del extremo N-terminal de la histona. La vuelta de la hebra de ADN en torno a las histonas sera
mas o menos estrecha en funcion de esta carga. La acetilacion, que neutraliza las cargas positi-
vas, o la fosforilacion, que anade cargas negativas, hacen que la hebra de ADN se separe del
nucleosoma, y han sido relacionadas con actividad transcripcional (figura 18) (Strahl and Allis,
2000). La metilacion ha sido relacionada tanto con activacién como con represion transcripcio-
nal, segtin el residuo sobre el que ocurra (Litt et al., 2001; Noma et al., 2001). Las modificaciones
de histonas han sido relacionadas con la EH, la EP y la esquizofrenia (Gavin and Sharma, 2010;
Sadri-Vakili and Cha, 2006; Urdinguio et al., 2009). No obstante, su estudio en material post-
mortem adolece de problemas técnicos importantes (Barrachina et al., 2012), por lo que no ha

sido objeto de estudio central en este trabajo.

Figura 18. Efecto de la modificacion de histonas. A la izquierda, representacion esquematica del nucleo-
soma, con las diferentes histonas y el ADN (linea negra) alrededor. A la derecha, efecto de la fosforilacién
(bolitas azules) y acetilacién (bolitas rojas) de las colas de las histonas, que “abren” la hebra de ADN

haciéndola mas accesible para la maquinaria transcripcional.
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4.3 Micro ARNs

Los microARNs (miARNs) son ARNs monocatenarios no codificantes que juegan un papel fun-
damental en la represion post-transcripcional. Los miARNs tienen en torno a 20-28 pb, y se
unen a la region 3'UTR de los ARNm por homologia. Si la complementariedad es perfecta, el
ARNm es digerido. Si no, su traduccion es bloqueada (Kuss and Chen, 2008). Cada tipo celular
tiene un perfil de expresién de miARNSs propio, lo que refuerza su implicaciéon en la regulacién

epigenética (Jovicic et al., 2013).
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Figura 19. Esquema representativo del procesado y funcionamiento de los miARNs. Los ARNs son
transcritos a partir del ADN en cadenas que contienen varias repeticiones. Este pri-miARN es digerido por
el enzima Drosha a pre-miARNSs, cada uno de los cuales originara una sola molécula de miARN. El pre-
miARN sale del nucleo al citoplasma con la ayuda de una exportina, y alli sufre una dltima digestién rea-
lizada por el enzima Dicer, obteniéndose el miARN maduro. Entonces puede unirse al complejo enzimati-
co RISC y empezar a funcionar, uniéndose a los ARNm que tiene como diana. Si la homologia entre el

miARN y el ARNm es perfecta, se induce la digestiéon del ARNm. Si no, se bloquea su traduccion.
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Como representa la figura 19 de la pagina 65, el transcrito primario del miARN es procesado en
el ndcleo por el enzima Drosha para generar el pre-miARN, que sale al citoplasma. Una vez alli,
el enzima Dicer completa su digestion generando un duplex capaz de reclutar el complejo RISC,

que dirige la inhibicién de los ARNs diana (Meza-Sosa et al., 2012).

4.4 Desregulacion epigenética y neurodegeneracion

El correcto funcionamiento de estos mecanismos es esencial para el desarrollo, puesto que son
los responsables de guiar la expresion génica a lo largo de las distintas fases de ese proceso. La
mutacién de MeCP:, por ejemplo, es responsable del Sindrome de Rett, trastorno neuroldgico
que aparece ya en etapas tempranas del desarrollo (Na et al., 2013). La mutacién de las DNMTs
es letal en fase embrionaria (Li et al., 1992). El resultado del knockeo en ratéon de enzimas como
Dicer, que participan en el procesado de los miARNSs, implica también estos ARNs no codifican-
tes en el correcto desarrollo del SNC (Petri et al., 2014). El cerebro es especialmente rico en
miARNSs. Algunos de ellos solo se expresan en este tejido. De hecho, se ha sugerido que el desa-
rrollo de este 6rgano estaria coordinado al menos en parte por “oleadas” de distintos miARNs a

lo largo de la embriogénesis (Vreugdenhil and Berezikov, 2010).

Los mecanismos epigenéticos han sido propuestos también como responsables de procesos y
funciones bésicos para el SNC como la plasticidad sinaptica y la formacién de la memoria (Feng
et al., 2010; Guan et al., 2009; Levenson and Sweatt, 2005; Miller et al., 2008). El epigenoma de
cada individuo cambia, por supuesto, con la edad, al ser un rasgo dinamico que responde al

entorno.

En la misma linea, se destina un esfuerzo creciente al estudio de la posible relacion entre altera-
ciones epigenéticas y enfermedades neurodegenerativas. La observacion de patologias causadas
por mutaciones de los enzimas responsables de la regulacion epigenética, por un lado, y el de-
sarrollo de determinadas enfermedades por solo un individuo en parejas de gemelos homozigo-
ticos, por otro, proporcionan evidencias que refuerzan el potencial de las alteraciones epigenéti-
cas como agentes causales de determinadas patologias. La importancia de la epigenética en el
desarrollo y funcionamiento del SNC y su evolucién con la edad o en respuesta a cambios am-
bientales la convierten en un elemento de potencial interés en el estudio y tratamiento de los
trastornos neurodegenerativos. Las evidencias que sefialan posibles relaciones entre las patolo-
gias tratadas en este trabajo y la epigenética serdn tratadas en el apartado correspondiente a

cada una de ellas.
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4.4.1 Alteraciones epigenéticas en la enfermedad de Parkinson

Las diferencias interculturales en la incidencia de la EP y su asociacién con factores ambientales
como la exposicion a pesticidas llevan a plantearse la posible implicacion de los mecanismos
epigenéticos en el desarrollo de la enfermedad. Por otro lado, la terapia mas habitual empleada
en el tratamiento de la EP, la levodopa (L-dopa), induce serios efectos secundarios en los pa-
cientes tratados a largo plazo. El metabolismo de la L-dopa consume SAM, induciendo hiper-
homocisteinemia en los pacientes que reciben este tratamiento. La reduccién de los niveles de
SAM, el principal donador de grupos metilo en el organismo, podria inducir hipometilacién del
ADN (De Bonis et al., 2010; Liu et al., 2000; Muller et al., 2001; Obeid et al., 2009; Zoccolella et
al., 2009).

a) Alteraciones de los patrones de metilacion en la EP

La hipometilaciéon de islas CpG en el intrén 1 de la a-sinucleina, y su consecuente sobreexpre-
sion ha sido descrita en multiples areas del cerebro en tejido postmortem de casos de EP es-
poradico (Jowaed et al., 2010). La a-sinucleina es capaz ademas de secuestrar en el citoplasma la
DNMT1. Su presencia en el ntcleo es de hecho reducida en cerebros postmortem de individuos
afectados por la EP y en modelos transgénicos de la enfermedad, lo que redunda en una mayor
hipometilacién (Desplats et al., 2011). Otros genes relevantes para la etiologia de la enfermedad

han sido relacionados con hipometilacion (Kaut et al., 2012).

b) Alteraciones de los miARNSs en la EP

El analisis de los niveles del hsa-miARN-133 muestra una reduccién en cerebros postmortem
de individuos afectados por la EP. Este miARN es especifico de neuronas dopaminérgicas, pre-
cisamente las que degeneran en esta enfermedad, en las que regula la maduracién y funcionali-
dad celular (Kim et al., 2007). Por otro lado se ha descrito una reduccion en los niveles de los
miARNs hsa-miR-34b y hsa-miR-34c en diferentes regiones cerebrales a lo largo de diferentes
etapas de la enfermedad. Los bajos niveles de estos miARNSs han sido relacionados con disfun-

cién mitocondrial (Mifiones-Moyano et al., 2011).

4.4.2 Alteraciones epigenéticas en la enfermedad de Huntington

Aunque la EH tiene un origen claramente genético, la importancia de la desregulacion trans-

cripcional en la enfermedad justifica el interés depositado en los mecanismos de regulaciéon de
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la expresion génica. La huntingtina mutada es capaz de secuestrar factores de transcripcion y
unirse al ADN, con lo que es potencialmente capaz de modificar los patrones de expresion géni-
ca por si sola (Benn et al., 2008; Chiang et al., 2005). No obstante, los mecanismos epigenéticos
han sido relacionados también con los patrones de expresion proteica en la EH. Su correcta de-
finicién a lo largo del proceso neurodegenerativo ofrece no sé6lo una mejor comprension de la
enfermedad sino que podria descubrir dianas terapéuticas paliativas de utilidad en su trata-

miento.

a) Alteraciones de los patrones de metilacion en la EH

Los trabajos que mejor relacionan la metilacion del ADN con la enfermedad de Huntington son
escasos, recientes y preliminares. Patrones de metilacion aberrantes, asi como una importante
disminucion de la expresion de la DNMTT1 han sido descritos en lineas celulares transfectadas
con huntingtina mutada (Ng et al., 2013). Estos resultados atin han de comprobarse en tejido

humano.

b) Alteraciones de las modificaciones de histonas en la EH

Los modelos de EH suelen mostrar hipoacetilacion de histonas que correlaciona con patrones de
expresion génica reducida. Los resultados de este tipo de estudio en cerebro humano postmor-
tem difieren ligeramente. Por un lado, la inmunohistoquimica concuerda (Yeh et al., 2013). Sin
embargo, el analisis de expresién de ARNm en tejido humano postmortem sefiala una sobreex-
presion de HAT (Anderson et al., 2008). La huntingtina mutada secuestra la proteina de unién a
CREB o CBP, que acttia como acetil transferasa de histona (HAT), lo que podria estar facilitando
esta hipoacetilacion (Giralt et al., 2012). En cualquier caso, los inhibidores de las deacetilasas de
histona (HDACi) han llegado a probarse en ensayos clinicos como terapia en casos de EH. En
uno de ellos, el tratamiento con 4cido valproico redujo problemas de hipercinesia en los indivi-

duos tratados (Narayan and Dragunow, 2010; Saft et al., 2006).

¢) Alteraciones de los miARNs en la EH

Las alteraciones de la via de maduracion de los miARNSs pueden relacionarse con neurodegene-
raciéon y con la toxicidad de las proteinas poliglutaminadas, como la huntingtina (Bilen et al.,
2006). La propia huntingtina mutada ha sido sugerida como elemento con actividad miARN
(Mifones-Moyano et al., 2011). Los trabajos mas desarrollados en torno a una posible alteracién

de la funcionalidad de los miARNs en la EH tienen que ver con el factor represor de la trans-
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cripcién REST. La proteina REST esta normalmente presente en el citoplasma, unida a la hun-
tingtina. Esta union se ve afectada por la mutacion de la huntingtina. En esas circunstancias,
REST migra al ntuicleo, donde reprime la expresion de determinados genes. Entre ellos, los hay
que codifican para proteinas, pero también para miARNSs, segiin ha sido descrito en modelos
celulares y murinos, y en cerebros postmortem (Johnson et al., 2008; Soldati et al., 2013; Zuccato
et al., 2003). También en modelos de ratdén se han descrito alteraciones en los niveles de deter-
minados miARNSs cuyas dianas podrian estar relacionados con plasticidad y supervivencia neu-

ronal (Jin et al., 2012).

4.4.3 Alteraciones epigenéticas en la esquizofrenia

Existen razones consistentes para relacionar la esquizofrenia con la epigenética. Las parejas de
gemelos monozigdticos en las que sélo uno de ellos desarrolla la enfermedad (Poltorak et al.,
1997), o la asociacion entre la incidencia de la enfermedad y factores del entorno, como pobreza,
vida en la ciudad, estatus migratorio o nivel educativo constituyen evidencias en este sentido

(Selten and Cantor-Graae, 2005).

a) Alteraciones de los patrones de metilacion en la esquizofrenia

Los genes de la reelina y la decarboxilasa del glutamato (GAD67), relacionados con plasticidad
sindptica y neurotransmision GABAérgica, se expresan a niveles bajos en distintas regiones
cerebrales de individuos con esquizofrenia (Akbarian et al., 1995; Guidotti et al., 2000;
Impagnatiello et al., 1998). La expresion de estos genes se ve regulada por metilacion de su
promotor, que lleva a cabo la DNMT1 (Kundakovic et al., 2009; Noh et al., 2005). Este enzima
esta de hecho sobreexpresado en multiples regiones cerebrales en tejido postmortem de indivi-
duos con esquizofrenia coincidiendo con la bajada de los niveles de reelina y GAD67 (Veldic et
al., 2005; Veldic et al., 2007), lo que puede relacionarse con la hipermetilacion descrita para el
promotor de la reelina (Grayson et al., 2005). Ademas, los niveles de SAM son mas elevados en
el cortex en tejido postmortem de individuos afectados por la enfermedad que en controles
(Guidotti et al., 2007). E1 SAM es el sustrato para las reacciones de metilaciéon del ADN cataliza-
das por las DNMTs e inhibe la desmetilacion, por lo que podria estar relacionado con la hiper-
metilacién que estamos describiendo. Considerando estos datos, llama la atencién que el SAM
haya sido usado como terapia en pacientes con esquizofrenia con resultados positivos. En reali-

dad, el ensayo se realizo en un subgrupo de pacientes con niveles reducidos de la catecol-o-
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metiltransferasa, un enzima que media la degradacion de la dopamina, y podria no ser efectivo

en otros subgrupos (Strous et al., 2009).

b) Alteraciones de las modificaciones de histonas en la esquizofrenia

La expresion de la reelina puede ser rescatada también mediante el uso de inhibidores de las
HDACSs como el acido valproico o la tricostatina A (Chen et al., 2002). El acido valproico ha sido
probado como terapia complementaria de los antipsicoticos, mejorando en algunos casos los
sintomas positivos y negativos y ampliando el efecto de la terapia principal a individuos pre-

viamente resistentes (Larrison et al., 2011; Wassef et al., 2000).

¢) Alteraciones de los miARNS en la esquizofrenia

Se esta invirtiendo bastante esfuerzo en la investigacion del papel que los miARNs podrian
desempeniar en la esquizofrenia, ya que cada uno de ellos puede regular cientos de proteinas y
parecen buenos candidatos para explicar una enfermedad con alta heredabilidad pero sin una
clara asociacion genética. Existen multiples estudios realizados en tejido postmortem que apor-
tan datos prometedores, aunque no exentos de controversia, debido probablemente al uso de
distintas aproximaciones o la seleccion de distintas regiones cerebrales para el estudio
(Beveridge and Cairns, 2012; Kolshus et al., 2013). La desregulacion de los patrones de expre-
sion de los miARNSs ha sido relacionada con alteraciones en su biogénesis, pero también con
estrés maternal durante la gestacién (también relacionado con hipermetilaciéon de GAD67
(Matrisciano et al., 2013; Zucchi et al., 2013)) o con el tratamiento farmacoldgico (Beveridge and

Cairns, 2012).
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de bancos de tejido humano

La mayor parte del trabajo de esta tesis se ha realizado sobre tejido cerebral humano congelado
conservado en los bancos de tejidos neuroldgicos del Hospital Universitario de Bellvitge, el Parc
Sanitari Sant Joan de Déu y el Hospital Clinic. Los resultados obtenidos con este tipo de mate-
rial tienen una especial relevancia porque ofrecen una vision real de lo que sucede en una en-
fermedad, al contrario de lo que sucede con los modelos. No obstante, trabajar con material

humano postmortem plantea una serie de limitaciones que es muy importante tener en cuenta.

5.1 Caracteristicas limitantes del material procedente de los

bancos de tejidos

5.1.1 Estado de conservacion

A la hora de estudiar una determinada caracteristica bioquimica en un tejido humano post-
mortem hay que tener en cuenta que la integridad del elemento a analizar puede estar com-
prometida por el estado de conservacion de la muestra. Es imprescindible realizar estudios que
permitan establecer un margen de fiabilidad para las condiciones que afectan a los distintos
elementos de la muestra. Esfuerzos en este sentido ha sido realizados en este laboratorio
(Barrachina et al., 2006; Barrachina and Ferrer, 2009; Barrachina et al., 2012; Ferrer et al., 2008).
Existen algunas herramientas que permiten comprobar la calidad de la muestra, como por
ejemplo el numero RIN, que indica la integridad del ARN y permite seleccionar asi las muestras

mejor conservadas para este tipo de moléculas.

a) Premortem

Las condiciones que rodean el momento de la muerte pueden afectar a los perfiles moleculares

y el estado de preservacion de la muestra. La duracion del estado agénico promueve el efecto

-71 -



Capitulo 5: El material procedente de bancos de tejidos

que el suministro de farmacos o las condiciones de hipoxia pueden tener sobre el tejido.

b) Postmortem

El tiempo que pasa entre el momento de la muerte y la congelacion del tejido, y la temperatura

a la que ese tiempo ha tenido lugar afectan a la preservacion de la muestra.

5.1.2 Escasez

Las muestras de tejido cerebral humano son escasas y muy valiosas. No solo son escasas, sino
que los problemas asociados al estado de conservacién de las muestras hacen necesario en oca-
siones el descarte de buena parte de ellas. Determinados estudios ni siquiera pueden llevarse a
cabo usando este tipo de material. Este hecho dificulta en ocasiones la realizacién de estudios de

gran potencia estadistica, como los epidemiologicos.

5.1.3 Heterogeneidad

A diferencia de las muestras procedentes de modelos, obtenidas a menudo de individuos
practicamente clénicos y con unas condiciones de vida estandarizadas, las muestras de origen
humano son intrinsecamente heterogéneas. Los habitos y formas de vida de cada uno de los
donantes constituyen toda una fuente de variabilidad, que puede empanar la significatividad
de los resultados. Esto reviste especial relevancia por ejemplo a la hora de analizar regulacion

epigenética, estrechamente relacionada con la interaccidn entre el individuo y el ambiente.

5.1.4 Comorbilidad

Afortunadamente, muchas de las muestras que podemos obtener en un banco de tejido cerebral
humano corresponden a individuos de avanzada edad. El analisis neuropatolégico postmortem
de estos cerebros revela muy a menudo la presencia de marcas diagndsticas de enfermedades
que pudieron no ser diagnosticadas en vida por no desarrollar ninguna sintomatologia. Hasta el
80% de las personas que superan los 65 afios de edad presentan en el cerebro marcas diagndsti-

cas para la enfermedad de Alzheimer, pese a no haberla desarrollado nunca (Ferrer, 2012).

Es decir, hay una comorbilidad inherente a las muestras de tejido humano que hay que tener en
cuenta a la hora de disefar los grupos de comparacidn, afiadiendo este factor a otros mas habi-

tuales como la edad o el sexo.
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Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado mediante ensayos funciona-
les como la metilacién juega un papel fundamental en la expresion basal del receptor Aza en
distintas lineas celulares. Esos trabajos han puesto de manifiesto ademas como este mecanismo
estaba implicado en la regulacién tejido especifica del receptor, mediante la comparacion de los
perfiles de metilacion en distintas zonas del promotor de ADORA2A y de los niveles de expre-

sion proteica entre el putamen y el cerebelo.

Como continuacién, este trabajo ha tratado de caracterizar la implicacion de la metilaciéon en las
alteraciones patoldgicas de la expresion del receptor de adenosina A24aR que ocurren en las en-
fermedades de Parkinson y Huntington y en la esquizofrenia. Para ello se ha trabajado funda-
mentalmente con muestras humanas procedentes de los bancos de tejidos neuroldgicos del
Hospital Universitario de Bellvitge (Hospitalet de Llobregat), del Parc Sanitari Sant Joan de Déu

(Sant Boi de Llobregat) y del Hospital Clinic (Barcelona).

La region cerebral en la que nos hemos centrado ha sido el putamen, dada la relevancia que los

niveles de A2aR en este drgano tienen para el control motor.

OBJETIVOS

1. Determinar si la metilacion del ADN juega un papel en la sobreexpresion patologica del

A2aR en la enfermedad de Parkinson.

2. Determinar si la metilaciéon del ADN juega un papel en la reduccion patoldgica de la expre-

sion del A2aR en la enfermedad de Huntington.

3. Determinar los niveles de expresion de los receptores de adenosina en esquizofrenia como

paradigma de trastorno hiperdopaminérgico.

=75 -






[II. PUBLICACIONES






Articulo en revision: El incremento de los niveles del receptor de
adenosine Aza es un evento temprano en la enfermedad de Par-

kinson.

Resumen El receptor de adenosine Aza (A24R) es un receptor acoplado a proteina G que estimu-
la la actividad de la adenilato ciclasa. En el cerebro, el A2aR se encuentra altamente enriquecido
en las neuronas espinosas medianas GABAérgicas del estriado, que estan implicadas en el con-
trol del movimiento. La modulacién farmacoldgica de los A2aRs es especialmente til en la en-
fermedad de Parkinson (EP) debido a su capacidad de antagonizar la actividad del receptor de
dopamina D:. Incrementos en los niveles de los A2aRs han sido descritos en la EP, aunque no
esta claro si son debidos al tratamiento con L-dopa o a la neurodegeneracion de la sustancia
negra. En el presente trabajo se muestra que el incremento en los niveles del A2R se detecta en
el putamen de personas en estadios de la EP presintomaticos (estadios de Braak 1-2) con respec-
to a individuos control de edad similar. Sin embargo, los niveles de ARNm no presentan dife-
rencias, lo que sugiere la implicacion de mecanismos re regulacion postranscripcional en la
regulacion de la expresion del Az2aR. La reduccion de la expresion de los microARNs miR-34b/c
ha sido descrita previamente como un evento temprano en pacientes de EP. Los niveles del
miR-34b estan significativamente reducidos en los putamenes de los estadios presintomaticos y
sintomaticos analizados en el presente trabajo. Considerando que la region 3'UTR del ARNm
del A2aR contiene una secuencia predicha como diana para el miR-34b, se comprobo el papel
que este microARN podria tener en la regulacion del AzaR. Los estudios in vitro realizados
muestran cémo la expresion enddgena del A2aR aumenta al bloquear la actividad del miR-34b
mediante el uso de un anti-miR especifico. Ademas, la mutaciéon puntual en el lugar de union
predicho por las bases de datos en la region 3'UTR del ADORA2A elimina el efecto represor que
una molécula analoga al miR-34b tiene sobre la luciferasa empleada como gen reportero. Por
otro lado, se muestra una reduccién en el porcentaje de metilaciéon en la zona 5'UTR del ADO-
RA2A en los casos de EP sintomaticos. En conjunto, estos resultados que el incremento de los
niveles del A2aR ocurre ya en etapas presintomaticas de la EP y proporciona informacion nueva
acerca de los mecanismos responsables de la expresion del A24R a lo largo de la progresion de

esta enfermedad neurodegenerativa.
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ABSTRACT

Adenosine Asa receptor (A2aR) is a G-protein coupled receptor that stimulates adenylyl cyclase
activity. In the brain, A2aRs are found highly enriched in striatal GABAergic medium spiny
neurons, related to the control of voluntary movement. Pharmacological modulation of A2aRs is
particularly useful in Parkinson’s disease (PD) due to their property of antagonizing dopamine
D2 receptor activity. Increases in A2aR levels have been described in PD, although there is con-
troversy regarding whether this is due to L-dopa treatment or to substantia nigra neurodegen-
eration. In the present report, we show that increased A2aRs protein levels were detected in the

putamen of prodromal PD patients (Braak PD stages 1-2) with respect to age-matched controls.
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By contrast, A2aRs mRNA levels remained unchanged, suggesting that posttranslational
mechanisms could be involved in the regulation of A2aRs. It has been described how miR-34b/c
downregulation is an early event PD patients. We found that miR-34b levels are also signifi-
cantly reduced in the putamen of prodromal PD patients and along disease progression. Given
that 3'UTR of A2aR contains a predicted target site for miR-34b, the potential role of this miRNA
in protein A2aR levels was assessed. In vitro studies revealed that endogenous A2aR protein
levels increased when miR-34b function was blocked using a specific anti-miR-34b. Moreover,
using a luciferase reporter assay with point mutations in an miR-34b predicted binding site
within the 3'UTR region of A2aR mRNA abolished the effect of the miRNA using a miR-34b
mimic. In addition, we showed a reduced percentage of DNA methylation in the 5'UTR region
of ADORA2A in advanced PD cases. Overall, these findings reveal that increased A2aR protein
levels occur in asymptomatic PD patients and provide new insights into the molecular mecha-
nisms underlying A2aR expression levels along the progression of this neurodegenerative dis-

ease.

Keywords: Adenosine Aza receptor, ADORA2A, miR-34b, putamen, Parkinson’s disease, post-

mortem.

INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is a human neurodegenerative disease characterized by the loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta and the presence of e-synuclein-
containing intraneuronal inclusions called Lewy bodies and aberrant Lewy neurites (Braak et
al., 2003). PD is clinically manifested by the presence of motor disturbances such as resting
tremor, bradykinesia, rigidity, and postural instability. According to Braak et al. (2003) o-
synuclein inclusions are first found in the medulla oblongata (stages 1-2), then the midbrain and
amygdala (stages 3-4) and finally the cerebral cortex (stages 5-6). Motor symptomatollogy ap-
pears after the loss of dopaminergic neuronal cells in the substantia nigra pars compacta (more
than 60%) at late stages 3 or 4 of Braak. Prodromal (pre-motor or incidental) PD corresponds to
those cases with Lewy bodies or neurites in the brain stem without any motor disturbance

(Jellinger, 2004; Saito et al., 2004).

Adenosine is an endogenous purine nucleoside that mediates a wide variety of physiological
functions by interaction with four G-protein-coupled receptors which modulate adenylate cy-
clase activity: A1, A2a, A, and As (Fredholm et al., 2001). In the central nervous system (CNS),

AiRs are associated with neuroprotective processes and they are upregulated in human neu-
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rodegenerative diseases with abnormal protein aggregates (Albasanz et al., 2007, 2008; Angulo
et al., 2003; Perez-Buira et al., 2007; Rodriguez et al., 2006). By contrast, A2aRs activity is related
to the modulation of glutamate release and it is associated with the outcome of cerebral injury
as well as the development of AB-induced synaptotoxicity (Canas et al., 2009; Cunha, 2005;
Stone et al., 2009). The brain region most enriched in A2aRs is the striatum, in which A2aRs are
largely restricted to GABAergic spiny medium neurons of the indirect pathway, projecting from
the caudate-putamen to the external globus pallidus and also expressing dopamine D2 receptors
(D2Rs) (Fuxe et al., 2007). It has been reported that A2aR expression levels are upregulated in the
putamen and in peripheral blood cells from PD patients with levodopa-induced diskynesias,
and that these levels correlate with the severity of the disease (Calon et al., 2004; Casetta et al.,
2013; Varani et al., 2010). Moreover, PET studies have confirmed striatal A2aR upregulation in
PD, even in drug-naive patients (Mishina et al., 2011; Ramlackhansingh et al., 2011). However, it
needs to be clarified whether A2aR upregulation is a primary event in prodromal PD or rather a

consequence of neuronal death in the substantia nigra.

In the last few years the study of the transcriptional mechanisms of A2aR gene (ADORA2A)
regulation have demonstrated that DNA methylation plays a role in the baseline A2aR expres-
sion levels in the brain (Buira et al., 2010a, 2010b). DNA methylation is an epigenetic mecha-
nism associated with gene repression (Jones, 2012). Interestingly, an increase in the DNA me-
thylation percentage in ADORA2A gene has been attributed to reduced A24R protein levels in
Huntington’s disease (HD) and in a subgroup of schizophrenia patients (Villar-Menéndez et al.,

2013, 2014).

Therefore, based on these findings, our study was designed to clarify whether A:2aR upregula-
tion was an early event in prodromal PD patients, and to elucidate potential molecular mecha-
nisms playing a role in pathological ADORA2A expression. In this sense, not only has the role of
DNA methylation been studied, but also the putative role of microRNAs (miRNAs) in the con-
trol of A2aR protein levels. miRNAs are small non-coding RNAs, 21-24 nucleotides in length,
that act as post-transcriptional regulators, binding to specific binding sites located in the 3'-
untranslated region (3'UTR) of mRNAs to inhibit their translation by promoting mRNA degra-
dation or by blocking ribosomal activity (Lagos-Quintana et al., 2001). A previous study de-
scribed how reduced miR-34b/c levels were an early event in PD (Mifiones-Moyano et al., 2011).
Given that the 3'UTR region of A2aR mRNA shows predicted binding sites for miR-34b, the
present study was designed to probe more deeply into the putative relationship between miR-

34b and A:2aR protein levels.
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MATERIAL AND METHODS
Human brain samples

Tissue samples were provided by the Neurological Tissue Bank - Hospital Clinic de Barcelona
and the Institute of Neuropathology, HUB-ICO-IDIBELL Brain Bank. The donation and obtain-
ing of samples from the CNS are regulated by the ethics committees of the two institutions. The
sample processing followed the rules of the European Brain Bank Network: BrainNet Europe II
(BNEI). All the samples are protected in terms of individual donor identification following the
BNEII laws. The brains were maintained half in formalin for morphological and immunohisto-
chemical studies, while the other half was processed in coronal sections to be frozen at -800C
and made available for biochemical studies. The neuropathological exams were performed in
all cases on twenty sections of brain, both cerebellum and brainstem. For a first approximation
towards a neuropathological diagnosis of the disease, sections were stained with haematoxylin
and eosin, luxol fast blue-Kliiver Barrera, and subjected to immunohistochemistry for Tau, $-A4
Amyloid, a-Synuclein, a-Bcristalin, and Ubiquitin. Brains from individuals without neurologi-
cal history or neuropathological lesions after the standard exam were used as control group
samples. The neuropathological diagnoses were made according to well-established criteria for

PD (Braak et al., 2003). All cases analyzed are summarized in Table 1.
Quantitative DNA methylation analysis

The percentage of DNA methylation was evaluated in three loci within the 5UTR of ADORA2A
gene, previously reported as being relevant for its transcriptional regulation (Buira et al.,
2010b). DNA purification, bisulfite treatment, and quantitative DNA methylation analysis were
performed with the MassArray platform of SEQUENOM as described (Buira et al., 2010b). The
primers used for PCR amplification were the following: A2aR-10069 (PCR 1), A2aR-8973 (PCR 2),
and A2aR-7883 (PCR 3) (Figure 2A) (Buira et al., 2010b).

Cell culture

Human neuroblastoma SH-SY5Y cell line was maintained in DMEM medium (Invitrogen, El
Prat de Llobregat, Spain) (ECACC number: 94030304) supplemented with 10% fetal bovine se-
rum. Depending on experimental conditions, cells were maintained in culture with the addition
of 10 uM of retinoic acid (RA) in the growth medium for 96 hours (Sigma, Madrid, Spain). Cells
were grown at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO:. Anti-miR-34b transient transfection
SH-SY5Y cells were plated on 12-well dishes at a concentration of 60,000 cells/well and cultured
overnight before transfection. The following day, cells were treated with 10 uM RA for 96
hours. Cells were transfected with 50 nM anti-miR-34b (Exiqon, Cat. No 410215-00) in Opti-
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MEM (Invitrogen) using lipofectamineTM 2000 (Invitrogen) and following the instructions of
the manufacturer. After 5 hours of transfection, the medium was replaced with fresh medium.
Cells were maintained for 48 hours in the presence of RA. As a negative control, scrambled anti-

miRNA was used (Exiqon, Cat. No 199004-00).
miRNA luciferase reporter assay

A vector pMirTarget containing wild-type A2aR 3'UTR (Origene, Rockville, MD, USA) was used
to measure luciferase activity. Point mutations were introduced into a predicted miR-34b bind-
ing site located in the A2aR 3'UTR using the QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis kit
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) following the manufacturer’s instructions. The
primers used were: Forward, 5’ACCCAGTGAGAGGCCTTGTCTATGTCCGTTTCTTCTAAAGGGAATGT-3/,
and Reverse, 5-ACATTCCCTTTAGAAGAAACGGACATAGACAAGGCCTCTCACTGGGT-3'. The sequence
of the mutated vector was verified by sequence analysis (Macrogen, Amsterdam, The Nether-
lands). One og of A2aR 3'UTR pMirTarget or mutated vectors were cotransfected into non-RA-
treated SH-SY5Y cells with the 50 nM of mimic miR-34b (Ambion, Cat. No MC10743). After 48
hours, cells were lysed using the reporter lysis buffer (Promega, Madrid, Spain) and luciferase
was measured in a Fluostar Optima lector (BMG Labtech, Madrid, Spain). As pMirTarget vec-
tors co-express the red fluorescence protein (RFP), the fluorescence was measured in the same

lysates and used to normalize the luciferase activity results.
RNA isolation

Total RNA was extracted from 50 mg of human putamen with the RNeasy Lipid Tissue Mini kit
(Qiagen, Madrid, Spain) following the protocol provided by the manufacturer. The concentra-
tion of each sample was measured with a Nanodrop 1000. RNA integrity was tested using the
Agilent 2100 BioAnalyzer (Agilent Technologies). Only RNA samples with RIN > 7 were ana-
lyzed. miRNA expression analysis was performed with RNA extracted from 10 mg of human
putamen using the miRNeasy Mini kit (Qiagen) following the protocol provided by the manu-
facturer. The RNA concentration and integrity were evaluated as above and only RNA samples

with RIN > 5.5 were analyzed.
mRNA retrotranscription reaction

The retrotranscriptase reaction was carried out using the high capacity cDNA Archive kit (Ap-
plied Biosystems, Madrid, Spain) following the protocol provided by the supplier. One mg of
RNA was retrotranscribed in a final volume of 10 pl. Parallel reactions for each RNA sample
were run in the absence of MultiScribe Reverse Transcriptase to rule out the presence of con-

taminating genomic DNA.
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TaqMan PCR

ADORA2A expression levels were evaluated by TagMan PCR assay. Each reaction was per-
formed in duplicate in 384-well optical plates using an ABI Prism 7900 Sequence Detection sys-
tem (Applied Biosystems). For each 20 ul TagMan reaction, 9 pl of each 1/20 retrotranscribed
RNA was mixed with 1 ul of 20x TagMan Gene Expression Assays and 10 ul of 2x TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). The expression of 3-glucuronidase (GUSB)
was analysed in parallel assays for each sample and was used to normalise the results. Standard
curves were prepared for A2aR and GUSB using serial dilutions of cDNA from a control puta-
men sample. The identification number for ADORA2A and GUSB TagMan probes were
Hs00169123_m1 and Hs99999908_m1, respectively (Applied Biosystems).

miRNA retrotranscription and real time PCR

miRNA retrotranscription reaction was performed using the Universal cDNA Synthesis kit
(Exiqon) following the instructions of the supplier. The real time PCR was carried out in tripli-
cate using the miRCURY LNATM Universal RT microRNA PCR (Exiqon) in the LightCycler®
480 System (Roche, Sant Cugat del Valles, Spain). For each 10 ul PCR reaction, 4 pl of retrotran-
scribed miRNAs was mixed with 5 pl of Master Mix and 1 pl of specific primers (Exiqon). The
small nucleolar RNA SNORD38B was used as a loading control and to normalize the real-time
PCR results. Standard curves were prepared for miR-34b/c and SNORD38B using serial dilu-
tions of a control putamen. RT-PCR reactions were repeated twice and all PCRs were run in

duplicate.
Western blot

Plasma membrane extracts from human post-mortem putamen were purified as previously
described (Pérez-Buira et al., 2007). Protein from transfected SH-SY5Y cells were extracted using
RIPA buffer. Cellular lysates were maintained in agitation for 30 minutes at 4°C and then centri-
fuged at 15,000 g for 12 minutes at 4°C. Protein concentration from the resulting supernatant
was determined with the BCA method (Pierce, Woburn, MA, USA). 15 ug of protein from hu-
man plasma membranes and transfected SH-SY5Y was used for western blot. The following
antibodies were used: rabbit polyclonal A2aR (ab3461, Abcam, Cambridge, UK) used at a dilu-
tion of 1:1,000, mouse monoclonal anti-p-actin (clone AC-74, Sigma) diluted 1:10,000, and rabbit

polyclonal anti-GAPDH (Signalway, Madrid, Spain) at a dilution of 1:15,000.
[3H]ZM 241385 binding assay to plasma membranes

Plasma membrane extracts from human post-mortem putamen were used for A2sR binding
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assays as previously described (Albasanz et al., 2008). Briefly, plasma membranes were incu-
bated with 5 U/mg adenosine deaminase (ADA) in 50 mM Tris, 2 mM MgClz, 100 mM NaCl, pH
7.4, for 30 min at 25°C, in order to eliminate endogenous adenosine from membrane prepara-
tions. Then, plasma membrane extracts (50-70 pg of protein) were incubated with the specific
selective A2aR antagonist [3H]ZM 241385 for 2 h at 25°C. Saturation assays were carried out at
different [3H]ZM 241385 concentrations (0.5-50 nM) using 5 mM theophylline to obtain non-
specific binding. Binding assays were stopped by rapid filtration through Whatman GF/B fil-
ters; followed immediately by washing and counting with a Microbeta Trilux liquid scintillation

counter (Wallac).

RESULTS
Striatal Aza receptor (A2aR) protein levels are increased in early PD stages

It has been previously reported that patients with PD (stages 4-5 of Braak) show an increase in
A24R protein levels (Calon et al., 2004; Varani et al., 2010). In the present study, A2aR protein
levels in plasma membrane extracts from post-mortem putamen samples were measured at
different Braak PD stages. Interestingly, western blot detected a significant increase of 2.5 fold
in A2aR protein levels at early PD stages (1-2 of Braak) as compared with non-affected control
individuals. This increase at early Braak stages is comparable to that observed at advanced
Braak stages 4-5 (Figure 1A). Similar results were observed with radioligand binding assay us-
ing [3H]ZM241385, a selective A2aR antagonist, as radioligand (Figure 1B). [3H]ZM241385-
specific binding was saturable and well-fitted to a single binding site model in all control and
PD cases tested, and total A2aR levels (Bmax value) were significantly increased in advanced PD
cases (Figure 1B). Therefore, these results indicate upregulation of A2aR protein levels in the

putamen of asymptomatic PD patients.
Striatal A2aR mRNA levels are not increased in early PD stages

A2aR mRNA levels were measured along Braak PD stages with TagMan PCR. Although A2aR
protein levels were increased at early Braak stages, non-significant differences were unexpect-
edly found in A2aR mRNA levels between Braak PD stages 1-2 and age-matched controls (Fig-
ure 1C). However, these increases in A2aR mRNA levels were statistically significant in the pu-
tamen of PD samples at stages 3-4 of Braak. The discrepancy between A2aR mRNA and protein
levels at the early Braak stages studied (1-2) suggests that post-transcriptional mechanisms

could be involved in A2aR regulation.
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Striatal miR-34b levels are reduced in early PD stages

Due to the discrepancy between A2aR mRNA and protein levels in asymptomatic PD patients,
we wanted to gain knowledge about potential post-transcriptional mechanisms that might
regulate A2aR expression, such as miRNAs. The in silico analysis using algorithms to predict
miRNA target sites such as MiRanda and PICTAR showed the presence of potential binding
sites within the 3'UTR of A2aR for miR-34b and miR-34c, two miRNAs found dysregulated in
amygdala, substantia nigra, frontal cortex, and cerebellum in PD patients (Mifiones-Moyano et
al., 2011). The expression levels of miR-34b and miR-34c were analysed by RT-PCR and the
results revealed that miR-34b expression was also significantly reduced in the putamen of PD in

early Braak stages and along disease progression (Figure 2).
miR-34b controls A:zaR protein levels in SH-SY5Y cells

To determine whether A2aR could be a target of miR-34b, we analysed the effect on the endoge-
nous A2aR protein levels in SH-SY5Y by blocking miR-34b function with an anti-miR. In normal
growth conditions the transfection of the anti-miR-34b did not show an effect on A2aR protein
levels (data not shown). Mifiones-Moyano et al. (2011) described how miR-34b/c levels in-
creased in SH-SY5Y under differentiation conditions. In order to increase the levels of endoge-
nous miR-34b, by previously blocking its function with a specific anti-miR, we treated SH-SY5Y
cells with 10 puM of retinoic acid (RA). The analysis of miR-34b expression by RT-PCR at differ-
ent time points after RA treatment showed a statistically significant increase after 96 h (Figure
3A). Interestingly, using these experimental conditions, cells transfected with the anti-miR-34b
for 48 hours showed a significant increase in the A2aR protein levels with respect to cells treated

with an anti-miR containing a scrambled sequence (scr) (Figure 3B).

In order to demonstrate that miR-34b could bind to the 3'UTR region of A2aR gene (ADORA2A)
and that it regulates its expression, we performed an in vitro miRNA luciferase reported assay.
SH-SY5Y cells were transfected with a reporter vector containing 3'UTR of ADORA2A together
with an miR-34b mimic or an miR-scr for 48 hours. The specificity of the mir-34b binding was
assayed in parallel using 3'UTR of ADORA2A reporter where point mutations were introduced
in the predicted miR-34b binding sites, within the seed region (pMirTarget-3'UTR-ADORA2A-
mutated-1 vector) and in the 3" end (pMirTarget-3'UTR-ADORA2A-mutated-2 vector) (Figure
3C). The results showed that the presence of the miR-34b mimic yielded a significant reduction
in the luciferase activity compared with the scr sequence with the construct containing the
3'UTR-ADORA2. However, the repression was not observed with the reporter 3'UTR-

ADORA2A-mutated-1 containing the point mutations inside the seed region (Figure 3D). No
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significant differences were observed with the pMirTarget-3'UTR-ADORA2A-mutated-2. Over-
all the results indicate that in vitro, miR-34b binds specifically to the 3'UTR of A2aR and is able
to regulate its expression through the predicted target site that involves the miR-34b seed re-

gion.
Reduced DNA methylation pattern in striatal ADORA2A of PD

We were interested in ruling out alternative molecular mechanisms playing a role in the patho-
logical ADORA2A expression in PD patients. The percentage of DNA methylation in striatal
ADORA2A was determined using the MassARRAY platform of SEQUENOM. ADORA2A gene
consists of three exons: exon 1, a non-coding exon which presents 6 tissue-specific isoforms,
h1A-h1F (Yu et al., 2004), and two coding exons (exon 2 and 3) separated by a single intron of
nearly 7 Kb. The percentage of DNA methylation was analysed in striatal PD (stages 3-4 of
Braak) and age-matched samples (Table 1). Three loci located near exon 1E were amplified by
PCR after genomic DNA bisulfite conversion treatment (Figure 4A). PCR 1 covered part of the
CpG island (CGI) number #1 and CGI#2, PCR 2 matched with part of CGI#2, and PCR 3 the
entire CGI#3. Figure 4B shows that CpG sites numbers 9 and 22 in PCR1 presented a statistically

significant reduction in their percentage of DNA methylation in PD cases.

DISCUSSION

AoaRs are more highly expressed in the striatum than anywhere else in the brain, especially to
the indirect output pathway, which is extremely important in the control of voluntary move-
ment (Fredholm et al., 2001; Schiffmann et al., 2007). Moreover, according to PET studies, the
putamen is the most enriched region for expression of A2aR (Jenner et al., 2009). Interestingly,
A24Rs play out antagonistic interaction with D2Rs (Ferré et al., 1991). As a result of this interac-
tion, antagonists of A2aRs have emerged as a leading candidate class of non-dopaminergic anti-
parkinsonian agents, putatively facilitating the availability of D2Rs (Schwarzschild et al., 2006).
In fact, clinical trials have proven that A2aRs antagonists reduce the post-synaptic effects of
dopamine depletion and lessen motor symptoms of PD (Chen et al., 2013; Factor et al., 2010;
Hauser et al., 2008; LeWitt et al., 2008; Mizuno et al., 2010; Pinna, 2009; Pourcher et al., 2012;
Simola et al., 2008; Stacy et al., 2008).

In addition, some studies have shown up-regulation of A2aRs expression levels in PD patients
with dyskinesias, attributing this increase to the effect of L-dopa treatment (Calon et al., 2004).
Recently, it has been proven that high A2aRs levels correlate with motor symptoms in PD pa-

tients who were previously treated with a wide spectrum of drugs and not restricted to only L-
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dopa (Varani et al., 2010). This issue has been controversial, as increased striatal levels of A2aRs
were shown in 6-hydroxidopamine (6-OHDA)-treated rats, as a consequence of dopamine den-
ervation (Pinna et al.,, 2002), but also in (6-OHDA)-treated rats with intermittent L-dopa treat-

ment (Tomiyama et al., 2004).

In the present study, we analyzed the A2aR expression levels in pharmacologically-treated PD
patients with different Braak stages and a group of cases without any symptomatology and
classified as a Braak stages 1-2 of PD after post-mortem analysis (prodromal PD cases). Interest-
ingly, the results have shown an increase in striatal A2aRs levels in early Braak PD stages, rein-
forcing the notion that the upregulation is not due to the effect of L-dopa and/or occurs before
the neuronal loss in the substantia nigra. Therefore, we conclude that the upregulation of A2aR

levels is an early event in the pathogenesis of PD.

Due to the notable discrepancy between A2aR mRNA and protein levels in cases with Braak PD
stages 1-2 we moved towards analysis of A2aR post-transcriptional regulation, such as the role
of miRNAs. In a previous global miRNA expression profiling study carried out in cerebral cases
with different Braak PD stages, it was reported that miR-34b and miR-34c were downregulated
in early PD stages and along disease progression regions examined (Mifiones-Miyano et al.,
2011). We also found that miR-34b expression is reduced in the putamen of PD, while miR-34c
levels remained unaltered. The analysis in silico using algorithms to predict miRNA-binding
sites within the 3'UTR region of ADORA2A showed putative binding sites for miR-34b. We
show that in vitro the reduction of miR-34b levels using an anti-miR increases the endogenous
protein levels of A2aR in RA-treated SH-SY5Y cells. The results of the miRNA luciferase assay
support the direct effect of miR-34b regulating A2aR levels through its 3'UTR in vitro. Therefore,
this analysis suggests that miR-34b represents a putative modulator of A2aR levels in the puta-
men of PD. In other cellular contexts, the regulation of A2aR mRNA translation in human poly-
morphonuclear leukocytes by miR-15, miR-16 and miR-214 has also been described (Heyn et al.,
2012).

Finally, we were interested in elucidating other molecular mechanisms underlying the upregu-
lation of striatal A2aRs levels in PD, based on previous studies in our group relating the role of
DNA methylation to the regulation of ADORA2A expression (Buira et al., 2010a, 2010b; Villar-
Menéndez et al., 2013, 2014). A loss in the percentage of DNA methylation in two CpG sites
located in the locus amplified by PCR #1 was found in the 5UTR region of ADORA2A in the
putamen of PD patients with respect to age-matched controls (Figure 4B). However, the in silico
analysis did not reveal any putative binding site for a transcription factor candidate in these

particular loci. The role of methyl-binding proteins (MBDs) regulating gene expression is well
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known (Defossez and Stancheva, 2011). Therefore, it is plausible that a loss of MBDs to 5UTR
region of ADORA2A would have an impact on the increased striatal A2aRs levels in PD. In fact,
a role for MeCP2 was described in the baseline expression of this receptor in cell lines (Buira et
al., 2010b). However, this aspect remains unresolved, as chromatin immunoprecipitation assay

is not viable using human post-mortem brains (Huang et al., 2006).

In conclusion, this study provides new insights into the control of pathological ADORA2A ex-
pression in PD. Interestingly, it is clear that increased A:aR levels also occur in prodromal PD as
an early event in the pathology, dismissing the role of pharmacological treatment in its regula-
tion. The increase in knowledge about ADORA2A expression might be useful for future phar-

macological intervention in PD patients.
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TABLE 1

. Age Braak PD A2AR A.‘ZA.R A2AR DNA miR-34b/-34c
Case Disease | Gender (years) Pm delay stages (Western| (Binding (TagMan) | methylation| (real time)

Y 9 Blot) Assay) q y

1 CONTROL F 73 7 0 N N

2 CONTROL F 66 8 0 \ N V

3 CONTROL M 67 5 0 \ \

4 CONTROL F 69 2,3 0 \ N

5 CONTROL F 46 9,35 0 R

6 CONTROL M 59 7 0 \ V

7 CONTROL M 61 2,45 0 \ \ N V \

8 CONTROL F 24 6 0 V

9 CONTROL M 56 5 0 N N V

10 CONTROL M 59 6,25 0 N N V

1 CONTROL M 43 6 0 N V

12 CONTROL M 39 3,3 0 V

13 CONTROL M 56 3,5 0 N \ N V

14 CONTROL M 46 15 0 \ y

15 CONTROL F 81 4 0 N

16 CONTROL M 64 3,3 0 \

17 CONTROL F 64 5 0 v

18 CONTROL F 52 15,4 0 \ N

19 CONTROL M 66 3,5 0 \ \

20 CONTROL M 49 9,25 0 \

21 CONTROL M 75 7.3 0 \

22 CONTROL M 66 14 0 \ \

23 CONTROL M 50 17,15 0 \

24 CONTROL M 52 4.4 0 N

25 CONTROL F 52 545 0 N

26 CONTROL M 43 4,35 0 \

27 | Prodromal PD M 72 8,56 1 v v v

28 | Prodromal PD F 77 3,15 1 v v v

29 | Prodromal PD M 83 43 2 \ v

30 PD M 78 10,45 3 y

31 PD M 57 11 3 \ N V

32 PD F 79 33 3-4 \ V

33 PD F 65 4 3-4 \ N

34 PD F 78 27,3 3-4 \ \ R

35 PD F 70 43 3-4 \ \

36 PD M 79 9,15 4 \ V

37 PD M 85 3,15 4 \ \ \ N

38 PD F 70 5,15 4 \

39 PD F 70 4.4 4 N

40 PD M 83 4 4 N N V

41 PD M 50 9,15 4 N V

42 PD M 76 4,25 4 \

43 PD F 85 6,15 5 \ \ V Y

44 PD M 76 21,45 5 \ N

45 PD M 84 16,3 5 \ v

46 PD F 86 4,1 5 \ y

47 PD M 71 53 5 \ N R

48 PD M 76 9.4 5 \

Summary of the main clinical and neuropathological features of human samples studied. M:
male, F: female. The technical approximations carried out in every human case are indicated.
C: Control, PD: Parkinson’s disease. M: male, F: female. Pm delay: post-mortem delay in hours.

PD Braak stages referred to Lewy body pathology (Braak et al., 2003).
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FIGURE 1
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Figure 1 (page 93). Increased A:aR levels are found in the putamen of patients with early PD
stages of Braak. (A) Striatal A2aR protein levels (45 kDa) from plasma membrane extracts were
detected by western blot.oGAPDH (37 kDa) is blotted to control protein loading. The plot
shows the densitometric analysis of western blot data. The information for each patient number
is found in Table 1 and the image is representative of all the human cases analyzed. (B) Satura-
tion binding curve for specific A2aR measurement in plasma membrane from control and PD
cases (stage 4-5 of Braak) using the radioligand [3H]ZM241385. Data are mean + SEM values
from five control cases and five PD cases measured in duplicate. Inset shows a significant
increase in maximal specific binding (Bmax) to A2aR in advanced stage PD cases. (C) Striatal
A2aR mRNA levels from total homogenates were analyzed by TagMan PCR and normalized
with -glucuronidase (GUSB). The graph represents only the mean = SD of those cases shown in
Table 1 with a RIN>7 (Ferrer et al., 2008). AU: Arbitrary Units. C: control; PD: Parkinson’s
disease. *p<0.05 and **p<0.01 compared with control samples. Data were analyzed with Stu-

dent’s t test.

FIGURE 2
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Figure 2. Decreased miR-34b levels are found in the putamen of patients with early PD
stages of Braak. Striatal miR-34b and miR-34c levels from total homogenates were analyzed by
real time PCR and normalized with SNORD38B. The graph represents only the mean + SD of
those cases shown in Table 1 with a RIN>5.5. AU: Arbitrary Units. C: control; PD: Parkinson’s
disease. *p<0.05 and **p<0.01 compared with control samples (one-way ANOVA, LSD post-hoc

test).

-94 -



Articulo en revision

FIGURE 3
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Figure 3 (page 95). The 3'UTR region of ADORAZ2A is a target for miR-34b in SH-SY5Y cells.
(A) The miR-34b levels were measured by real time PCR along a time course in RA-treated SH-
SY5Y cells. The data were normalized with SNORD38B. (B) RA treated SH-SY5Y cells were
transfected with a specific anti-miR-34b and a random anti-miRNA (scramble: scr) as described
in Material and Methods section. A2aR protein levels (45 kDa) were analyzed by western blot,
using (3-actin (45 kDa) as a control of protein loading. The densitometric analysis is shown be-
low the plot. *p<0.05 compared with scrambled anti-miRNA transfected cells (Student’s t test).
(C) Partial schematic representation of the 3'UTR region of ADORA2A where the miR-34b target
sequences were predicted by MiRanda and PICTAR (squares). Electropherograms showing the
mutations generated into the 3'UTR region of ADORA2A corresponding to the miR-34b target
sites predicted by MiRanda and PICTAR; inside (pMirTarget 3'UTR-ADORA2A-mutated-1 vec-
tor) and outside the seed region of miR-34b (pMirTarget 3'UTR-ADORA2A-mutated-2 vector).
(D) SH-SY5Y cells were cotransfected with the pMirTarget-3'UTR-ADORA2A or pMirTarget-
3'UTR-ADORA2A-mutated-1/2 vectors with the presence or absence of a mimic for miR-34b, as
described in Material and Methods section. **p<0.001 and **p<0.01 compared with scr trans-

fected cells (one-way ANOVA, LSD post-hoc test).

Figure 4 (page 97). The percentage of DNA methylation is reduced in two CpG sites located
in 5'UTR region of ADORA2A in the putamen of Parkinson’s disease patients. (A) Scaled
representation of 5'UTR region of human ADORA2A gene established by Yu and co-workers
(2004) who identified 6 isoforms of non-coding exon 1 (1A-1F). Three putative CpG islands sur-
rounding exon 1E were predicted by MethPrimer software and are drawn in the diagram as
CGI#1-3 (Buira et al., 2010a). The translational start site (ATG) is indicated with an arrow. The
three loci analyzed were covered by PCR 1-3 which are indicated as dotted line. (B) DNA me-
thylation percentage of three loci amplified by PCR 1-3 in the human post-mortem putamen of
patients with Parkinson’s disease (PD, n=7) with respect to control samples (C, n=12). The in-
formation for every human case analyzed is found in Table 1. Graphs represent the percentage
of DNA methylation (mean + SD) of each CpG site located in every locus amplified by PCR (see

Material and Methods section). *p<0.001 compared with control samples (Student’s t test).
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FIGURE 4
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Articulo publicado I: El aumento de los niveles de 5-Metilcitosina
y la reduccion de los niveles de 5-Hidroximetilcitosina estan aso-
ciados con niveles estriatales reducidos del A2aR en la enfermedad

de Huntington.

Resumen El receptor de adenosina A2a (A2aR) es un receptor acoplado a proteina G muy expre-
sado en los ganglios basales. Sus niveles de expresion estan fuertemente reducidos en la enfer-
medad de Huntington (EH), y varias terapias farmacoldgicas han mostrado su implicaciéon en
este trastorno neurodegenerativo. El principal objetivo de este estudio fue estudiar los meca-
nismos moleculares que regulan la expresion del gen del A2aR (ADORA2A) en la EH. Basandose
en datos previos publicados por el grupo, medimos el contenido en 5-metilcitosina (5-mC) y 5-
hidroximetilcitosina (5-hmC) en la region 5'UTR del ADORA2A en el putamen de pacientes de
EH y en el estriado de ratones R6/1 y R6/2 en fases tardias de la enfermedad. En esta zona
genomica, los niveles de 5-mC y 5-hmC permanecen inalterados en ambas cepas murinas, aun-
que los bajos niveles del A2aR estriatal fueron relacionados con reducidos niveles de 5-mC en
R6/1 a treinta semanas de edad y con reducidos niveles de 5-hmC en R6/2 a doce semanas de
edad en el exéon m2. Para analizar si este mecanismo aparece a lo largo de la progresiéon de la
enfermedad, se analizaron los niveles de expresion proteica del A2aR en distintas edades en los
ratones R6/1 (8, 12 y 20 semanas de edad). Los niveles de A2aR se ven reducidos a partir de las
12 semanas de edad en adelante, y este descenso es concomitante con la reduccion de los niveles
de 5-hmC en la region 5'UTR del ADORA2A. Cabe resaltar que el incremento en los niveles de
5-mC y la reduccion de los niveles de 5-hmC fueron detectados también en la region 5'UTR del
ADORA2A en el putamen de pacientes de la EH al compararlos con muestras control pertene-
cientes a personas de edad similar. Por lo tanto, un patrén alterado de metilacién del ADN de
ADORA2A parece jugar un papel en el descenso patologico de la expresion del A24R descrita en

la EH.
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Abstract Adenosine A, receptor (A>5R) is a G-protein-
coupled receptor highly expressed in basal ganglia. Its
expression levels are severely reduced in Huntington’s dis-
ease (HD), and several pharmacological therapies have
shown its implication in this neurodegenerative disorder. The
main goal of this study was to gain insight into the molecular
mechanisms that regulate A> R gene (ADORA2A) expression
in HD. Based on previous data reported by our group, we
measured the methylcytosine (5mC) and hydroxymethylcy-
tosine (5ShmC) content in the 5'UTR region of ADORA2A in
the putamen of HD patients and in the striatum of R6/1 and
R6/2 mice at late stages of the disease. In this genomic region,
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5mC and ShmC remained unchanged in both mice strains,
although low striatal A,s R levels were associated with
reduced 5mC levels in 30-week-old R6/1 mice and reduced
5hmC levels in 12-week-old R6/2 mice in exon m2. In order
to analyze when this mechanism appears during the pro-
gression of the disease, a time course for A; 4R protein levels
was carried out in R6/1 mice striatum (8, 12, and 20 weeks of
age). AxaR levels were reduced from 12 weeks of age
onwards, and this downregulation was concomitant with
reduced ShmC levels in the 5'UTR region of ADORA2A.
Interestingly, increased SmC levels and reduced ShmC were
found in the 5'UTR region of ADORA2A in the putamen of
HD patients with respect to age-matched controls. Therefore,
an altered DNA methylation pattern in ADORAZ2A seems to
play a role in the pathologically decreased A,5R expression
levels found in HD.
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Introduction

Adenosine A, receptor (AsaR) is a G-protein-coupled
receptor that stimulates adenylyl cyclase (Fredholm et al.
2001). It is highly expressed in the striatum, especially in the
GABAergic medium-sized spiny neurons (MSNs) that express
enkephalin (Schiffmann et al. 2007). These cells connect to the
external segment of globus pallidus, forming the indirect
pathway which is related with motor inhibition, and they are
severely affected in Huntington’s disease (HD) (Reiner et al.
1988).

Huntington’s disease is an autosomal dominant progres-
sive neurodegenerative disorder characterized by motor
(chorea), cognitive, and psychiatric abnormalities. It is caused
by an expansion of CAG repeat within exon 1 of the Hun-
tingtin gene (HTT). Normal HTT contains 35 or fewer CAG
repeats, whereas HD patients present 36 or more repeats in
HTT. The CAG repeat length influences the severity and age
of onset of the disease (the HD Collaborative Research Group
1993). Five stages (0—4) of disease progression have been
established (Vonsattel et al. 1985), characterized by an
important neuronal loss in the basal ganglia, including the
putamen and caudate nucleus, and the internal and external
globus pallidus. In addition to cell death, decreased levels of
several neurotransmitter receptors have been detected in the
affected brain regions of HD patients and in mouse models of
the disease (London etal. 1981; Penney and Young 1982; Van
Nessetal. 1982; Young et al. 1988; Richfield et al. 1991; Cha
etal. 1999). One of the affected receptors is Ax AR, the levels of
which are decreased in the putamen and caudate nucleus from
early stages of the disease (grade () (Whitehouse et al. 1985;
Martinez-Mir et al. 1991; Glass et al. 2000). In contrast, high
AsaR levels are detected in peripheral blood cells at all HD
stages as well as in pre-symptomatic HD patients (Varani et al.
2007).

Some genetic studies reinforce the relationship between
AsaRs and HD pathology, as several polymorphisms in the
AsaR gene ADORAZ2A have been linked to age at onset of the
disease (Dhaenens et al. 2009; Taherzadeh-Fard et al. 2010). In
addition, A;sR activity plays a crucial role in the maintenance
of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) levels, as it
recruits TrkB receptors to lipid rafts, promoting its phosphor-
ylation and BDNF-induced modulation (Assaife-Lopes et al.
2010; Tebano et al. 2010). Interestingly, BDNF and TrkB levels
are also reduced in the brain of HD patients (Ferrer et al. 2000,
Ginés et al. 2006; Zuccato et al. 2008). Additionally, A,AR
activity modulates the ubiquitin—proteasome system (Chiang
et al. 2009).

@ Springer

All these data strongly implicate A,5R in the patho-
physiology of HD. However, the molecular mechanisms
leading to A;AR loss in HD are unknown. We previously
described how DNA methylation regulates basal ADORAZA
levels and its expression in several human brain regions
(Buira et al. 2010a, b). DNA methylation (5-methylcytosine,
5mC) is one of the most important mechanisms for epige-
netic silencing in mammals, and it occurs predominantly at
cytosines that precede guanines in dinucleotide CpG sites.
This chemical modification is a normal process that occurs
in mammal embryonic development, X-chromosome inac-
tivation, repression of proviral genes, and endogenous
transposons (Suzuki and Bird 2008; Jones 2012). 5-Meth-
ylhydroxylation (5hmC) has been characterized as a new
epigenetic mark; it has been called the sixth base of the
genome and has been related to active transcription (Kri-
aucionis and Heintz 2009; Guo et al. 2011b; Miinzel et al.
2011).

In the present report, we show that brains from HD patients,
R6/1, and R6/2 mice (Mangiarini et al. 1996; Vonsattel 2008)
present reduced striatal A; AR levels related to changes in the
content of methylcytosine (5SmC) and hydroxymethylcytosine
(5hmC) levels in striatal ADORA2A.

Materials and methods
Human Brain Samples

The nervous tissue from HD patients used in this research
project was provided by the Neurological Tissue Bank,
University of Barcelona—Hospital Clinic de Barcelona,
Barcelona, Spain. The control human postmortem brain
samples were obtained from the brain bank of the Institute
of Neuropathology (Hospital of Bellvitge, L’Hospitalet de
Llobregat, Barcelona, Spain). The donation and obtaining
of samples were regulated by the ethics committee of both
institutions. The sample processing followed the rules of
the European Consortium of Nervous Tissues: BrainNet
Europe II (BNEII). All the samples were protected in terms
of individual donor identification following the BNEII
laws. Half of the brains were maintained in 4 % buffered
formalin for morphological and immunohistochemical
studies, while the other half was processed in coronal
sections to be frozen at —80 °C and made available for
biochemical studies. The neuropathological examinations
were realized in all cases on twenty sections of brain, both
cerebellum and brainstem, stained with hematoxylin and
eosin, and luxol fast blue-Kliiver Barrera, and subjected to
immunohistochemistry for glial fibrillary acidic protein,
microglial markers, B-amyloid, phosphorylated tau (includ-
ing antibody AT8), a-synuclein, aB-crystalin, ubiquitin and
TDP-43. Control brains were from individuals without
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Table 1 Summary of the main clinical and neuropathological features of human samples studied

Sample ID  Vonsattel stage ~ Gender Age  Post mortem delay =~ CAG repeats WB  MEDIP mC  MEDIP hmC  Bisulfite

Putamen samples from HD patients
HDI1 4 F 28 4 h 15 min 62 N, N) V
HD2 3 M 68  4h 44 N J N NA
HD3 3 M 72 7h 42 J N Vv v
HD4 3 M 72 17 h 42 - v N Vv
HD5 4 M 59 5 h 30 min 44 J N v V
HD6 4 M 60 13 h 05 min 43 - N J V
HD7 3 M 55 I5h 44 J - - V
HD8§ 34 M 55 7h 44 N - - J
HD9 1 M 73 Th 45£2 J = - J
HD10 3 M 53 7h 45+£2 - - - N

Sample ID Gender Age Post mortem delay WB MEDIP mC MEDIP hmC Bisulfite

Putamen samples from age-matched controls
Cl CONTROL M 61 2 h 45 min N V N NA
Cc2 CONTROL M 47 4 h 55 min - Vv Vv NA
C3 CONTROL F 71 8 h 30 min - J N, N
Cc4 CONTROL F 55 8 h 30 min v - - NA
C5 CONTROL F 52 15 h 40 min - N N NA
C6 CONTROL M 66 3 h 5 min N) - - NA
C7 CONTROL M 49 9 h 25 min v N N v
C8 CONTROL M 46 I5h - - - N
Cc9 CONTROL M 66 14 h v - - V
C10 CONTROL F 68 4 h 30 min Vi - - V
Cl11 CONTROL M 44 6 h 40 min N - - v
C12 CONTROL M 52 3h - - - N
C13 CONTROL M 50 17 h 15 min - - - V
Cl4 CONTROL M 52 4 h 40 min - - - V
C15 CONTROL F 52 5 h 45 min - - - J
Cl6 CONTROL M 75 7 h 30 min - - - J
C17 CONTROL F 81 4 h - - - J

The technical approximations carried out in every human case are indicated

M male, F female, NA no tissue available

neurological history or neuropathological lesions after the
standard exam. All cases analyzed are summarized in
Table 1.

HD Mouse Models

Genotyping and CAG repeat length determination of male
R6/1 and R6/2 heterozygous transgenic mice (B6CBA
background) expressing the exon 1 of mutant HTT with
145 and 115 repeats, respectively, were performed as
previously described (Giralt et al. 2011). All mice were
housed together in numerical birth order in groups of
mixed genotypes, and data were recorded for analysis by
microchip mouse number. The animals were housed with
access to food and water ad libitum in a colony room kept

at 19-22 °C and 40-60 % humidity, under a 12:12 h light/
dark cycle. Experiments were conducted in a blind-coded
manner with respect to genotype. All procedures were
performed in compliance with the National Institutes of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
and were approved by the local Animal Care Committee of
Universitat de Barcelona (99/01), as well as the Generalitat
de Caralunya (99/1094).

Protein Extraction and Western Blot Analysis
Plasma membrane extracts from human postmortem sam-

ples were purified as described (Buira et al. 2010b). Protein
concentration was determined with BCA (Pierce, Woburn,
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MA, USA) method. For western blot analysis, 10 ng of the
resultant supernatant was used as described elsewhere
(Buira et al. 2010b). The following antibodies were used as
follows: rabbit polyclonal A;,R (ab3461, Abcam, Cam-
bridge, UK) used at a dilution of 1:1,000 and mouse mono-
clonal anti-B-actin (clone AC-74, Sigma, Madrid, Spain)
diluted 1:10,000.

Mice were killed by cervical dislocation at 8, 12, 20, and
30 weeks (wild type and R6/1) or 12 weeks (wild type and
R6/2) of age, and striata were quickly removed and stored
at —80 °C until analysis. Total protein extraction was
performed as described elsewhere (Saavedra et al. 2010).
Protein concentrations were measured using the Dc protein
assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Western blot
analysis was performed as previously described (Saavedra
et al. 2010). Membranes were incubated overnight at 4 °C
with anti-A, R antibody (1:1,000; mouse monoclonal,
sc-32261, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA). Loading control was performed by retesting the
membranes with anti-o-tubulin (1:50,000; Sigma) for
20 min at room temperature.

TagMan PCR

TagMan PCR conditions were the same as previously
described (Buira et al. 2010b). Standard curves for murine
ADORAZ2A and y-tubulin were prepared using serial dilutions
of cDNA from wild-type brains. The identification numbers
for murine ADORAZA and the endogenous control y-tubulin
probes were Mm00802075_m1 and Mm00506159_ml,
respectively (Applied Biosystems, Madrid, Spain).

Methylated DNA Immunoprecipitation Assay (MeDIP)

Chromatin shearing (between 200 and 500 bp) was obtained
from striatal human and murine genomic DNA, using the
Bioruptor™ from Diagenode (Liege, Belgium). The soni-
cated murine DNA was denatured for 10 min at 98 °C and
immediately chilled on ice for 10 min. The resultant human
DNA (500 ng) was immunoprecipitated with 2 pg of
monoclonal anti-methylcytosine (33D3, Diagenode) or
2 pg of monoclonal anti-hydroxymethylcytosine (Mab-
31HMC, Diagenode). The murine DNA (250 ng) was
immunoprecipitated with 1.5 pg of a monoclonal anti-
methylcytosine (BI-MECY, Eurogentek, Liege, Belgium)
or 0.5 pg of rabbit anti-hydroxymethylcytosine (39769,
Active Motif, Carlsbad, CA, USA). As a negative control,
immunoprecipitation was performed with rabbit and mouse
serums (sc-2338 and sc-2025, respectively, Santa Cruz
Biotechnology) using the Magnetic LowCell ChIP kit
(Diagenode). In parallel, an aliquot of chromatin sheared
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from each sample was separated as a loading control of the
experiment (input).

The analysis of MeDIPs was performed with real-time
PCR using SYBR green technology (Promega, Madrid,
Spain) as previously described (Buira et al. 2010b). The
PCR conditions for each locus are indicated in Table 2.
The value of the percentage of input was calculated fol-
lowing the instructions provided with the Magnetic Low-
Cell ChIP kit (Diagenode).

Bisulfite Sequencing

Genomic DNA was isolated from the putamen of samples
(HD patients and age-matched controls) indicated in
Table 1 and from the striatum of 12-week-old R6/2 and
30-week-old R6/1 mice as well as their, respectively, wild-
type mice, using DNeasy Tissue kit (Qiagen, Madrid,
Spain) and following the indications of the supplier. Three
hundred nanograms of DNA was used for the bisulfite
treatment, using EZ DNA Methylation kit (Zymo
Research, Ecogen, Barcelona, Spain), and under the same
conditions previously described (Barrachina and Ferrer
2009). The converted DNA was a template for PCR
amplification of the loci indicated in Table 2. Oligos
were designed using the MethPrimer software. The PCR
product was cloned in pGEM-T vector (Promega), and at
least 12-16 clones from each sample were sequenced using
the SP6 universal reverse primer (Macrogen, Seoul,
Korea).

Results

Striatal A>AR Levels are Reduced in HD Patients
and in R6 Mice

A, AR protein levels were measured by western blotting in
the putamen of HD patients and age-matched controls
(Fig. 1). We detected reduced A,5R protein levels in HD
versus control brains, even in an HD case with stage 1 of
Vonsattel classification (patient number 9). The verification
of mRNA level was not possible as all cases presented
suboptimal RNA quality due to the degraded RNA content
in the human samples studied (very low RIN numbers), an
intrinsic feature of human postmortem brains (Ferrer et al.
2008). In order to attribute reduced striatal A>4R levels to
downregulation of its expression, A;R levels (mMRNA and
protein) were measured in the striatum of two HD mouse
models, R6/1 and R6/2, at late stages of the disease (30 and
12 weeks of age, respectively) when animals presented
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Table 2 PCRs carried out in 5" UTR regions of ADORA2A to analyze the MeDIP assays and the percentage of striatal 5SmC levels in HD patients

and R6 mice
Position with PCR T Forward primer (5" — 3) Reverse primer (5" — 3)
respect to ATG product (°C)
site (exon 2) length
(bp)
Human —10271/— 112 60  GCCAGGATGGTCTCAATCTC TTTAAGAAGCCCCCATTGC
MeDIP#1 10160%*
Human —8426/— 8319% 108 60 CCTTGTTGGAGGGTGAGC ACCTGGCAATAGGGGAGAAG
MeDIP#2
Human —1367/— 1258* 110 60  GTTCCGTACCTGCTTTCTGC CTGCCTCACCTCCCTCCT
MeDIP#3
Murine —9310/— 9211* 100 60  CAGCTTGGGTCATAACAGCA GCTCCTCCACAAGGCATTAG
MeDIP#!
Murine —1006/— 908" 99 60  TGCTGCCTACAAGGGTAAGG ACACTCCCCAGAGCTCCTTT
MeDIP#2
Murine —195/— 101" 95 60  GAAGTCATGGTTTCGGGAGA CAGCCCTTTCCTCACAAGAG
MeDIP#3
Human —8896/— 8480* 417 56 GAGATTTTTTAGGTGGAGGAGT CAACCCTAAATCTCCCTCTT
Bisulfite
#1
Human —1314/— 739* 576 62  TTAGTTAGGTAGAGGAGTAGGTGGG CCACTCTAAACTCAAAACCAAAAAT
Bisulfite
#2
Murine —9622/— 9295% 328 61  TTTTAGAAAGGTTGTGGTTTTGTG ATTATAACCCAAACTACTTCACACCC
Bisulfite
#1
Murine +25/+ 378" 354 56 TGGAGTTGGTTATTGTTGTGTT CCTACCCTTTATACCCACAAATC
Bisulfite
#2

T Annealing temperature, bp base pairs
* ATG location in position 24829373 of NC_000022.10
*  ATG location in position 75326029 of NC_000076.6

Fig. 1 AsxR levc_ls are reduced A ' c HD c HD
in the putamen of HD patients. Patient
a A4R protein levels (45 kDa) number# 4 6 7 1 2 8 5 9 10 11 7 8 9
were measured by western blot
in plasma membrane extracts - < AZAR P . . -
obtained from the putamen of
seven HD patients and six age- -
matched controls. B-actin was :
used as protein 10251ing control ———— - 4 -AcCtin > \---—-
(45 kDa). b Densitometric
analysis of western blot data.
Neuropathological data of all B = < c 2
human cases analyzed is g E
detailed in Table 1 & g & g
@ 3
3 3
< <
4 6 T 1 2 3 5 9 10 11 7 8 9
Patient number Patient number
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Fig. 2 Reduced striatal A;4R levels in R6 mice striatum at late
stages of the disease. A;AR protein levels were analyzed by western
blot in a 12-week-old R6/2 (n = 6) and ¢ 30-week-old R6/1 (n = 3)
mice, and their corresponding controls (12-week-old and 30-week-old
wild-type mice; WT, n = 3). Tubulin was used as protein loading
control (50 kDa). Representative immunoblots are presented, and
graphs show the densitometric quantification of western blot data.
Striatal A,5R and the endogenous control y-tubulin mRNA levels
were detected by TagMan PCR in b 12-week-old R6/2 (n = 8) and
d 30-week-old R6/1 (n =3) mice. The graph represents the
mean =+ standard error of the mean (SEM). AU Arbitrary Units.
*p < 0.001 compared with age-matched WT mice. Data were
analyzed with Student’s ¢ test

motor symptoms (Mangiarini et al. 1996; Vonsattel 2008).
In both HD mouse models, reduced striatal A;4R protein
levels were found in good correlation with decreased
mRNA levels (Fig. 2).

The Exon m2 of ADORA2A Presents Reduced Striatal
5-Methylcytosine (5mC) Levels in R6/1 Mice
at 30 Weeks of Age

We wanted to gain insight into the molecular mechanisms
related to the downregulation of striatal A>5R in HD. First,
the SmC levels were measured in a locus surrounding the
CpG island (CGI) located in the 5" UTR of ADORA2A
(AsAR gene) (Fig. 3a, Bisulfite #1) in R6 mice using the
bisulfite-sequencing technique. This region was found to be
hypomethylated, and no increase in 5SmC levels was shown
in either R6 mice strain (data not shown). In contrast, the
SmC percentage was reduced in some CpG sites of a locus
located in exon m2 (Fig. 3a, Bisulfite #2) in 30-week-old
R6/1 mice (Fig. 3b, CpG sites number 2, 6, and 12), while no
5mC loss was found in 12-week-old R6/2 mice (Fig. 3c).

@ Springer

The Exon m2 of ADORA2A Presents Reduced Striatal
5-Hydroxymethylcytosine (ShmC) Levels in R6/2 Mice
at 12 Weeks of Age

In parallel, the ShmC levels in the 5 UTR of ADORA2A
were also measured by methylated DNA immunoprecipi-
tation assay (MeDIP). No changes in ShmC levels were
found in a locus partly covering the CGI located in the 5’
UTR of murine ADORA2A in both R6 mice strains
(Fig. 3d, e, MeDIP #1). The same result was found in a
locus covering exons m1B, m1A, and two intronic regions
(MeDIP#2), but a reduction in 5ShmC levels was found in a
region partly covering the exon m2 in R6/2 mice striatum
at 12 weeks of age (Fig. 3e, MeDIP #3). In this locus,
S5hmC levels remained unchanged in 30-week-old R6/1
mice (Fig. 3d, MeDIP #3).

Changes in 5SmC and 5ShmC Levels Occur Concomitant
with Downregulation of Striatal A, R Protein Levels
in R6/1 Mice

In order to determine whether changes in DNA methylation
were the cause or the consequence of reduced striatal A;sR
levels, we checked by western blot the protein levels in R6/
1 mice striatum at different stages of disease progression
(early, 8 week old; middle, 12 week old; late, 20 week old).
Reduced striatal A>5R levels were found from 12 weeks of
age onwards (Fig. 4a). In parallel, a MeDIP analysis was
carried out to measure the SmC and 5hmC levels in the 5’
UTR of murine ADORAZ2A along the three stages of disease
progression. No changes in 5mC nor 5hmC were found at
8 weeks of age in any of the loci analyzed (Fig. 4b, c).
Interestingly, reduced ShmC levels were detected in
12-week-old R6/1 mice striatum (Fig. 4c, MeDIP#2), and a
reduction of SmC levels was found at 20 weeks of age
(Fig. 4b, MeDIP#2).

The 5" UTR of ADORA2A Shows Increased 5mC
Levels and Reduced 5ShmC Levels in the Putamen
of HD Patients

Then, we performed the same analysis in the putamen of HD
patients and age-matched controls. 5SmC Levels were mea-
sured in three loci of the 5 UTR of ADORA2A with MeDIP
(Fig. 5a). Interestingly, the study revealed a statistically sig-
nificant increase in 5SmC content in a locus covering part of the
CGI that is located surrounding the human exon 1E of
ADORA2A (Yuet al. 2004) (Fig. 5b). Next, the MeDIP assay
was verified with the bisulfite-sequencing technique. The
sequencing of the locus analyzed in the MeDIP #1 was tech-
nically impossible, as this region is highly CpG enriched,
which impairs its amplification by PCR after bisulfite treat-
ment. By contrast, MeDIP #2 and #3 were successfully
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Fig. 3 Reduced 5-methyleytosine (SmC) and 5-hydroxymethylcytosine
(5hmC) content in 30-week-old R6/1 and 12-week-old R6/2 mice,
respectively. a Scaled representation of 5 UTR region of murine
ADORA2A gene showing three isoforms of non-coding exon 1 (mlA-
m1C, white boxes). Gray box the CGI surrounding exon m1C (Yu et al.
2004). The translational start site (ATG) is indicated with an arrow and is
located inexon m2 (black box). b The percentage of striatal SmC levels in
exon m2 was determined in 30-week-old wild type (WT; n = 4) and
30-week-old R6/1 mice (n = 4); and in ¢ 12-week-old WT and R6/2
mice (n = 4). Twelve clones were sequenced from each animal. The

amplified in the cases indicated in Table 1. All HD cases
presented an increase in 5SmC in particular CpG sites, in both
loci analyzed with respect to the mean for the age-matched
control group (Fig. 6 and Supplemental data, Bisulfite #1 and
#2). Moreover, no individual 5SmC profile was related with the
disease stage, number of CAG repeats, years, or postmortem
delay (see Table 1).

Next, an in silico analysis was carried out to identify
putative transcription factor binding sites in the human loci
analyzed. A putative Spl binding site was found in both
loci mentioned (Fig. 7a and B), whereas a putative CREB
binding site was identified in the locus containing exons
1C, 1B, and 1A (Fig. 7b). Both binding sites were located
in CpG sites affected by a heterogeneous 5mC increase in
HD patients (Fig. 6 and supplemental data).

Finally, ShmC levels were also determined by MeDIP in
the human samples. Interestingly, reduced 5hmC levels
were found in two loci analyzed in the putamen of

MeDIP#1 MeDIP#2 MeDIP#3

sequence analyzed is indicated as Bisulfite#2 in diagram A. d Three loci
were amplified to analyze the immunoprecipitated DNA with an anti-
ShmC antibody (MeDIP assay) (see oligos position Table 2). The three
regions covered by the PCR analysis (denoted as MeDIP #1, #2 and #3)
are indicated in braces. Striatal genomic DNA from 30-week-old wild-
type (n = 4) and R6/1 mice (n = 4) and from e 12-week-old wild-type
(n = 4)and R6/2 mice (n = 12) were analyzed. Any DNA amplification
was detected with the anti-serum (IgG) (data not shown). All plots show
the mean + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 compared
with age-matched WT mice (Student’s  test)

HD patients compared to age-matched control samples
(Fig. 5c¢).

Discussion

In the present study, we clearly observed a decrease in A,AR
protein levels in the putamen of HD patients, even in a case at
stage 1 of Vonsattel. The reduction in striatal A;sR levels
could be associated to the neuronal loss in this cerebral area.
However, striatal neuron death takes place in a heterogenous
tashion (Whitehouse et al. 1985; Martinez-Mir et al. 1991;
Glass et al. 2000), and MSNs are present in the brain of old HD
patients, despite their high vulnerability to mutant HTT tox-
icity. Thus, changes in A; 4R levels are not simply the result of
cell loss (Glass et al. 2000; Hodges et al. 2006; Kuhn et al.
2007; Vonsattel 2008). In accordance, reduced A, R lev-
els have been also shown in cells expressing mutant
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Fig. 4 Time course of 5SmC and 5ShmC levels in R6/1 mice striatum.
a Striatal A,AR protein levels were analyzed with western blot in
8- (n = 6), 12- (n = 6), and 20-week-old R6/1 (n = 6) mice, and
their corresponding controls (WT; n = 5-6). Tubulin was used as
protein loading control (50 kDa). Representative immunoblots are
presented, and graphs show the densitometric quantification of
western blot data. b MeDIP analysis was carried out to measure the
5mC and ¢ 5ShmC levels in the 5’ UTR region of murine ADORA2A in

HTT (Chiang et al. 2005) and in HD animal models that do not
show neuronal loss (Cha et al. 1999; Ishiwata et al. 2002; Bauer
et al. 2005; Mievis et al. 2011; Orrd et al. 2011). In our study,
we also show reduced A; R mRNA and protein levels in the
striatum of R6 mice at late stages of the disease, reinforcing the
notion that there is a reduction in the transcription of
ADORAZ2A.

We were then interested in exploring the molecular
mechanism that could account for A;4R downregulation in

‘@ Springer

R6/1 mice striatum at 8, 12, and 20 weeks of age. The same loci analyzed
in Fig. 3a were amplified. Striatal genomic DNA from 8-week-old wild-
type (n = 6) and 8-week-old R6/1 mice (n = 6), 12-week-old wild-type
(n = 4) and 12-week-old R6/1 mice (n = 4), and 20-week-old wild-type
(n = 4) and 20-week-old R6/2 mice (n = 4) were analyzed. Any DNA
amplification was detected with the anti-serum (IgG) (data not shown).
All plots show the mean = SEM. *p < 0.05 and **p < 0.01 compared
with age-matched WT mice (Student’s 7 test)

HD. As we have previously shown that DNA methylation
regulates basal A>aR levels in human brain (Buira et al.
2010b), we decided to check the DNA methylation profile of
striatal ADORAZ2A in HD. In line with this, very few studies
have been focused on the analysis of DNA methylation of
genes related with the etiopathology of human neurodegen-
erative diseases using human postmortem tissue from brain
banks (Pieper et al. 2008; Barrachina and Ferrer 2009;
Brohede et al. 2010; Jowaed et al. 2010; Matsumoto et al.
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Fig. 5 Increased 5-methylcytosine (5mC) and decreased 5-hydrox-
ymethylcytosine (ShmC) levels were detected in 5 UTR of
ADORA2A in the putamen of HD patients. a Scaled representation
of 5 UTR region of human ADORA2A gene showing the 6 isoforms
of non-coding exon 1 (1A-1F, white boxes). Gray box indicate the
CGI surrounding exon 1E, whose functionality was previously
demonstrated (Buira et al. 2010a). The translational start site (ATG)
is indicated with an arrow and is located in exon 2 (black box). Three
loci were amplified to analyze the immunoprecipitated DNA with
b anti-5mC and e anti-5hmC antibodies (methylated DNA immuno-
precipitation assay, MeDIP). Gray boxes the PCR locations (see
Table 2), which include analysis of three loci (denoted as MeDIP #1,
#2 and #3) indicated in braces. Each bar shows the mean + SEM.
Neuropathological data of all human cases analyzed are detailed in
Table 1. Any DNA amplification was detected with the anti-serum
(IgG) (data not shown). *p < 0.05 compared with age-matched
controls (Student’s ! test)

2010; de Boni et al. 2011; Pietrzak et al. 201 1). In this context,
to our knowledge there are no existing data regarding the
analysis of SmC and ShmC levels in genes related to HD.

In the present study, we found an increase in SmC levels
in the striatal 5% UTR of ADORAZ2A in the putamen of
HD patients. Moreover, the bisulfite sequencing analysis
revealed that this increase occurred in specific CpG sites
distributed along the CGI and in a locus covering exons 1C,
1B, and 1A. This analysis also showed a shift in the
DNA methylation profile between the two loci analyzed

depending on the HD patient, except for the patient with
stage 1 of Vonsattel classification who presented an
increase in SmC in both gene regions (Fig. 6a). Interest-
ingly, the juvenile-onset HD patient showed the highest
5mC levels in nearly all CpG sites located in the sequence
covering exons 1C-1A (Fig. 6f, Bisulfite #2). In agreement
with these findings, changes in DNA methylation have
been reported in postmitotic neurons (Feng et al. 2010).
Moreover, it has been demonstrated that neuronal activity
modifies the DNA methylation content in genes related to
neuronal plasticity in the adult brain (Guo et al. 2011a).
Therefore, it is quite plausible that this DNA methylation
study reflects a snapshot of every HD patient analyzed in
different cerebral activity contexts. In contrast to human
samples, in the murine CGI located surrounding exon m1C,
there was not found to be an increase in SmC levels, despite
the high homology with the human counterpart exon 1E (Yu
et al. 2004). This divergence found between HD and R6
mice striatum may be in accordance with evidence sug-
gesting that DNA methylation is not correlated with
sequence conservation and that the genomic context is a
critical factor in alteration signatures throughout mamma-
lian brain evolution (Xin et al. 2011). Moreover, the authors
argue that the striatum may not be precisely anatomically
homologous across the two species, affecting comparative
epigenetic study. Likewise, we cannot rule out the possi-
bility that ADORA2A may be differentially methylated at
regions other than the selected promoter region in R6 mice
which have not been covered in the present study. However,
it is worth noting that 5SmC levels in CpG sites were more
homogenous among mice than humans. In this sense, murine
phenotypes are more similar between individual mice than
between HD patients, as all mice studied were housed in the
same conditions and were from the same age. In contrast,
HD patients did not share a common life, and drug treat-
ments were not carried out at the same time.

It is noteworthy that in control samples, the locus sur-
rounding the human CGI presented a reduced percentage of
5mC, while the region covering exons 1C-1A showed a
higher degree of DNA methylation (Fig. 6, white bars). A
similar scenario was observed in wild-type mice at 12 and
30 weeks of age (Fig. 3b, c, white bars). This is in accor-
dance with the typical hypomethylation found in CGIs in
somatic cells, while poor CpG regions are highly methyl-
ated to confer genomic stabilization (Weber et al. 2007).
Finally, although 30-week-old R6/1 mice did not present an
increase in 5mC levels in the CGI, a loss of DNA meth-
ylation content was shown in exon m2. Moreover, this loss
was also shown in a locus covering exons m1B and m1A in
R6/1 mice at 20 weeks of age. Interestingly, loss of DNA
methylation in exonic regions is also associated with gene
repression (Weber et al. 2007; Suzuki and Bird 2008; Jones
2012; Khare et al. 2012). Hence, changes in exons mIB,

@ Springer

-113 -



Articulo publicado I

304

Neuromol Med (2013) 15:295-309

Fig. 6 Increased
5-methylcytosine (SmC) levels
in the 5’ UTR of ADORA2A are
confirmed by bisulfite
sequencing in the putamen of
HD patients. Two loci (Bisulfite
#1 and #2) were amplified by
PCR in bisulfite-treated
genomic DNA from six HD
patients and five age-matched
controls (see Tables 1, 2;

Fig. 6). Plots show the
percentage of SmC from 12 to
15 clones analyzed. White bars
are the mean =+ standard
deviation of age-matched
controls while black bars
represent the percentage of
DNA methylation of individual
HD cases: a HD9, b HD4,

¢ HD3, d HD5, e HD6, and

f HD1. The rest of the HD cases
(HD7, HDS, and HD10) are
shown in Supplementary data.
The amplified locus located
around the CGI covers a genic
region proposed as critical in the
basal expression of ADORA2A
(Buira et al. 2010a)
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Fig. 7 In silico analysis of the Sp1(+)
two ADORA2A loci sequenced 1 2 3 4 5 6
to measure SmC levels in HD GAGATTCCCC AGGTGGAGGA GCCGGGCGGA GACCGGTTCC CCGGGAAGGT GAGGCGCGGG
brains. a The sequences 7 8 9 1011 12 13 14
covering a region of the CGI CAGAGATACC CGAGCGCCCG GGACGCGCCG AGRAAGGGGG AATCAGGAAC GCTGGGCCGA
and b a locus covering exons 15 16 17 18 19
1C-1A are shown with the CpG GCGCTGGCGT CTTCCGTGGA CAGTGGTGGC GGGAACTGGG TTTGGGGGAC CCAGGAGACG
sites numbered in bold. Binding 20 21 2223 24 25 28
sites for putative transcription ACGGGGGACG GATGGGGGTG GGTGCGCGCC TCGGACTGGC CCCGGCCGTC TGTCTGGCTG
factors, identified using the 27 28 29 30 31 32
MatInspector software, are CCCGGAGCGG AGGTAGGAAT GGCGGGAATG GTGGCGGCTC TCGAGGGATT TGGCGCAAGG
labeled with a box. (—) indicates 33 34 35 36 37
transcription factor binding site CGGCCCAAGG GCTTGAGGAG GAGGCCGCGG GCCGGCAGAG CTGAGGTCCC TGTGTCCCGC
in the complementary DNA 38
chain. The genomic positions of ACTCAGACTT TAGTTGCCCC GACTGTACCA TGGGAGGAAG AGGGAGACCC AGGGCTG
both sequences are shown in 4
Taglzzz) (Human Bisulfite #1 TCAGCCAGGC AGAGGAGCAG GTGGGGGAGA GGGCGTGGGA GGAGGGAGGT GAGGCAGCTC
an )
2 | 3 4 |
CCTCCGAGTG GAAGCTCACA GTCAGCTGCA GCGCCGCQQC TGCQCTGACT GCAGCTGACT
5 6 7 Spi() 8
GGCAGGGGCA CCTGGAGGCA GCGGGTTCGG GCGCAGTATG AGAGGGCTTA CCCTCTGCGG
9
CAGTGGGAGA CAGGACCAGG CAGCTCCCCA CATCCTTCCA CATCCGAGCT CCAGGGGTCT
10 [
CTGGCTTGTC CTTTCACAGG GCGGCTGGTG TCCCTTAGGT GGGTGCTGGT AGTTCdTGGG
11 12 '
AGAGTTGACG GGATGGJGCA GGCCAGGGGG GCTGAGAAGT TGGCCTGGCG AGAGAAGGTG
CREB (+)
GGTGGGACTG GGAGAGCCTG GGCAGGGAGG GGCCTTTCTG GGAGGGAGTG TCATGGGGCT
13
GGCCGAGATC CAGGACCCAG GAGACTGGCC AAGCTGCCAC AGGAGGCCTG AGAGGCTGAG
CATGGGGGGG CCAACACTGA CAGACTTTAA CAAGTTTCTG GCTCCCCCAG GAAAAAAACA
GACCACATCT GATCCTTGGC CCTGAGTCCA GAGTGG

mlA, and m2 could be related to decreased A, R
expression.

The in silico analysis in human ADORAZ2A revealed two
putative binding sites for Sp1 (Fig. 7a, b) whose activity
has been described as being disrupted by interaction with
mutant HTT, showing an aberrant binding to specific gene
promoters in human HD brains (Li et al. 2002; Chen-
Plotkin et al. 2006). Moreover, a potential binding site for
cAMP-responsive element binding protein (CREB) covers
the CpG site 11 in the poor CpG region analyzed (Fig. 7b),
which presented an increase in 5SmC in several HD patients
(Fig. 6a, e, d). CREB is an activator of ADORA2A
expression whose activity is also affected by abnormal
mutant HTT interaction (Steffan et al. 2000; Chiang et al.
2005; Choi et al. 2012). Interestingly, limited binding of
phospho-CREB to methylated target gene promoters has
been reported (Yossifoff et al. 2008; Sunahori et al. 2009).
Then, an increase in SmC levels in Spl and CREB DNA
binding sites might also contribute to the dysfunction
attributed to these transcription factors in HD. However, as
chromatin immunoprecipitation assay is not viable by
using human postmortem brains (Huang et al. 2006), we
cannot experimentally validate this statement.

In parallel with increased 5mC levels, we observed a
reduction in ShmC levels in the striatal ADORA2A of HD
patients. ShmC, which is the result of 5SmC oxidation by the
ten-eleven translocation (TET) enzymes (Tahiliani et al.
2009), was identified in Purkinje cells although it is highly
abundant in the brain, especially in cerebral regions
involved with cognitive functions such as the cortex and
the hippocampus (Kriaucionis and Heintz 2009; Miinzel
et al. 2010; Jin et al. 2011). The biological role of ShmC is
unclear, but it has been suggested as an intermediate step to
DNA demethylation (Guo et al. 2011b). In fact, ShmC has
been related to active transcription as its presence inhibits
in vitro the binding of methyl-CpG binding proteins and it
may also reduce its recognition by the methyltransferase
DNMT1 (Valinluck et al. 2004; Valinluck and Sowers
2007; Jin et al. 2010). Moreover, ShmC is particularly
enriched at gene promoters and in gene bodies, and it has
been suggested that it may play a role in age-related neu-
rodegeneration as well as in neuronal activity (Globisch
etal. 2010; Jin et al. 2011; Song et al. 2011; Szulwach et al.
2011). In addition, gene bodies with 5ShmC peaks present
higher expression levels than those without ShmC peaks
(Jin et al. 2011). In line with this, MeDIP#3 covers the
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analysis of exons 1C-1A in human ADORA2A (Fig. 5c),
while MeDIP#2 and MeDIP#3 partly cover exon ml1B-
mlA and exon m2, respectively, in the murine homolog
(Figs. 3e, 4c). The MeDIP assays revealed a loss of ShmC
in HD patients and in 12-week-old R6/2 mice. Moreover,
we also showed that reduced A,5R protein levels corre-
lated with decreased 5hmC levels in 12-week-old R6/1
mice, which suggests the possibility that changes in DNA
methylation pattern are not the consequence of reduced
ADORAZ2A expression (Fig. 4a, c). Interestingly, a new
function for ShmC controlling brain mRNA splicing has
recently been proposed (Khare et al. 2012). In our study,
12-week-old R6/2 mice did not present any SmC loss in the
exon m2 although ShmC levels were seen to be reduced. As
murine MeDIP#3 covers an exon—intron boundary, reduced
ShmC levels in R6 mice might affect brain A;4R mRNA
splicing. Taking together these observations, we propose
that loss of ShmC content in the 5UTR of ADORA2A may
play a role in the detected low striatal A,5R levels.

Recently, a new mechanism was suggested as having
control over ADORA2A expression in HD, based on its
regulation by small CAG repeats generated from mutant
HTT mRNA and acting like small non-coding RNAs
(microRNAs) (Bainez-Coronel et al. 2012). However, the
regulation of ADORA2A in vitro through this mechanism
only achieves a 10 % reduction in endogenous A, AR levels
in SH-SYS5Y cells expressing mutant HTT. Therefore, it is
feasible that complementary mechanisms found in HD
brains such as DNA methylation (SmC and 5hmC) may
contribute to striatal ADORA2A downregulation in this
pathology. In addition, transcription factor sequestration by
mutant HTT, which represents a broad epigenetic effect
across the genome, should be also considered (Steffan et al.
2000; Nucifora et al. 2001; Yu et al. 2002; Cong et al.
2005; Choi et al. 2012).

Finally, several pharmacological studies have revealed
the therapeutic potential of A;4R ligands in HD (Popoli et al.
2008; Huang et al. 2011). Since presynaptic A;,R function
is not impaired, the negative modulation of its activity has
been proposed as a pharmacological target in the treatment
of HD patients in light of the control that this receptor exerts
on glutamate release (Orrd et al. 2011; Popoli et al. 2002;
Blum et al. 2003; Gianfriddo et al. 2004). In contrast, the
postsynaptic A>AR blockade might not be beneficial since
the genetic deletion of A>sR in an HD transgenic model
worsens the symptomatology (Mievis et al. 2011). Conse-
quently, the use of A,4R antagonists in early stages of the
disease (modulating presynaptic receptors) and A;R ago-
nists at later stages (acting above postsynaptic receptors) has
been proposed (Popoli et al. 2008). Taking into account all
these therapeutical strategies, we identified two molecular
mechanisms related to the downregulation of A;AR in the
putamen of HD, an increase in 5SmC levels, and a reduction

@ Springer

in 5hmC levels in the 5’ UTR of human ADORA2A. In line
with this, a gene therapy strategy designed to increase A;AR
levels based on the properties of DNA methyltranferase
(DNMT) inhibitors, which have been shown to be effective
in animal models (Miller and Sweatt 2007; Miller et al.
2010; Guo et al. 2011a), might be useful. Therefore, a fuller
understanding of ADORAZA gene expression regulation will
be very useful for application in the design of new, more
specific drugs to modulate its expression, and in turn its
activity, not only in HD, but also in other neurological dis-
eases with abnormal A,,Rs levels such as Parkinson’s dis-
ease and schizophrenia (Deckert et al. 2003; Calon et al.
2004; Varani et al. 2010; Mishina et al. 2011).
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Articulo publicado II: Niveles reducidos del receptor de adenosina
A:za en el estriado definen un subgrupo molecular en esquizofre-
nia.

Resumen La esquizofrenia es un trastorno mental de etiologia desconocida. Algunas evidencias
cientificas parecen indicar que la esquizofrenia no es una tnica enfermedad, puesto que existen
grupos de pacientes que muestran claras diferencias en cuanto a sintomas, evolucion y marca-
dores de la patologia. La esquizofrenia se caracteriza por un estado hiperdopaminérgico rela-
cionado con una elevada actividad del receptor de dopamina D2. También ha sido propuesta la
existencia de un estado hipoadenosinérgico. La adenosina es un nucledsido ampliamente distri-
buido en el organismo con actividad neuroprotectora y neuromoduladora en el sistema nervio-
so central. En el cerebro, los receptores de adenosina mas abundantes son el AiR y el A2aR. Enel
presente trabajo, se ha caracterizado la presencia de ambos receptores en putamen humano
postmortem de pacientes afectados por esquizofrenia mediante PCR en tiempo real (TagMan),
western blot y ensayos de union de radioligando. Se muestra como los niveles del AiR no cam-
bian con respecto a los casos empleados como controles, mientras que aproximadamente el 50%
de los pacientes presentan una reduccion del A2aR a nivel tanto transcripcional como traduc-
cional. Ademas se describe, mediante tratamiento con bisulfito seguido de secuenciacion, como
la metilacion del ADN juega un papel en la expresion patoldgica del A2aR. Los niveles de 5-
metilcitosina estdn aumentados en los pacientes con reducidos niveles de expresion del recep-
tor. Cabe resaltar la relacion que se describe entre el cociente A2aR/B-actina y ciertos trastornos
motores, al compararlo con las escalas de evaluacion PANSS, AIMS y SAS. Este resultado indica
la posible existencia de un subgrupo de pacientes de esquizofrenia que presentan niveles redu-

cidos del A2aR en el estriado, acompafiados de un fenotipo de alteracion motora.

-119 -






Articulo publicado II

Journal of Psychiatric Research xxx (2014) 1-11

Journal of Psychiatric Research

journal homepage: www.elsevier.com/locate/psychires

Contents lists available at ScienceDirect

Reduced striatal adenosine Aa receptor levels define a molecular
subgroup in schizophrenia

Izaskun Villar-Menéndez %, Sara Diaz-Sanchez "¢, Marta Blanch?, José Luis Albasanz b.c

a,ef

Thais Pereira-Veiga?, Alfonso Monje %, Luis Maria Planchat 9, Isidre Ferrer *%,
Mairena Martin >¢, Marta Barrachina®"*

? Institute of Neuropathology, Bellvitge University Hospital-ICS, [Bellvitge Biomedical Research Institute-] IDIBELL, L'Hospitalet de Llobregat, Spain

Y Departamento de Quimica Inorgdnica, Orgdnica y Bioquimica, Facultad de Ciencia y Tecnologias Quimicas, Centro Regional de Investigaciones Biomédicas
(CRIB), Universidad de Castilla-La Mancha, Ciudad Real, Spain

* Departamento de Quimica Inorgdnica, Orgdnica y Bioquimica, Facultad de Medicina de Ciudad Real, CRIB, Universidad de Castilla-La Mancha, Ciudad Real,

Spain

4 Banc de Teixits Neurologics-Parc Sanitari Sant Joan de Déu, CIBERSAM, Sant Boi de Llobregat, Spain
 Departament de Patologia i Terapéutica Experimental, Universitat de Barcelona, L'Hospitalet de Llobregat, Spain
TCentro de Investigacién Biomédica en Red sobre Enfermedades Neurodegenerativas, CIBERNED, Spain

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 2 September 2013
Received in revised form

13 November 2013
Accepted 20 December 2013

Keywords:

ADORA2A

Adenosine A(2A) receptor
Motor disturbances
PANSS

5-Methylcytosine
Postmortem
Schizophrenia

Putamen

Schizophrenia (SZ) is a mental disorder of unknown origin. Some scientific evidence seems to indicate
that SZ is not a single disease entity, since there are patient groups with clear symptomatic, course and
biomarker differences. SZ is characterized by a hyperdopaminergic state related to high dopamine D;
receptor activity. It has also been proposed that there is a hypoadenosynergic state. Adenosine is a
nucleoside widely distributed in the organism with neuromodulative and neuroprotective activity in the
central nervous system. In the brain, the most abundant adenosine receptors are AjR and AzaR. In the
present report, we characterize the presence of both receptors in human postmortem putamens of pa-
tients suffering SZ with real time TagMan PCR, western blotting and radioligand binding assay. We show
that AR levels remain unchanged with respect to age-matched controls, whereas nearly fifty percent of
patients have reduced AzaR, at the transcriptional and translational levels. Moreover, we describe how
DNA methylation plays a role in the pathological Az4R levels with the bisulfite-sequencing technique. In
fact, an increase in 5-methylcytosine percentage in the 5 UTR region of ADORA2A was found in those SZ
patients with reduced AzaR levels. Interestingly, there was a relationship between the Aja/B-actin ratio
and motor disturbances as assessed with some items of the PANSS, AIMS and SAS scales. Therefore, there
may be a subgroup of SZ patients with reduced striatal A;4R levels accompanied by an altered motor

phenotype.
© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Schizophrenia (SZ) is

positive (such as hallucinations and delusions), negative (such as
social withdrawal and apathy) and cognitive (such as deficits in

a severe mental disorder affecting attention and working memory) symptoms. The causes of this

approximately 1% of the world's population, characterized by psychiatric disorder are mostly unknown. A replicated finding in

the disorder is a small but significant reduction in brain volume and
a loss of neuronal processes and synaptic connectivity (Ross et al.,
2006). SZ patients have been described as presenting a hyper-
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dopaminergic state in limbic structures that is responsible for
psychotic symptoms. The degree of dopamine release correlates
positively with the severity of positive symptoms, and subjects
with SZ have a higher fraction of dopamine D; receptor (DzRs)
occupied by endogenous dopamine than normal control subjects
(Howes and Kapur, 2009). However, it has been suggested that not
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only does dopamine contribute to the pathophysiology of SZ, but
other neurotransmitter systems such as glutamate and adenosine
are implicated as well. In this regard, a glutamatergic hypofunction
and a hypoadenosinergic state in SZ are proposed (Boison et al.,
2012).

Adenosine is a nucleoside distributed throughout the entire
organism as an intermediary metabolite. At the extracellular level,
adenosine plays multiple physiologic roles, interacting with specific
receptors Ay, A2a, A2p and As. The most brain-enriched receptors are
AiRs, which are widely distributed, while AyaRs are found highly
enriched in striatal GABAergic medium spiny neurons (Fredholm
et al, 2001). Adenosine is considered to be a neuromodulator
affecting excitatory and inhibitory processes in the central nervous
system. Its activity through A;Rs inhibits glutamate release, while
the modulation of A>4Rs inhibits dopamine signalling due to the
existence of AzaR-D2R heterodimers with reciprocal antagonistic
activity (Ferré, 1997). The “adenosine hypothesis” in SZ is based on
the existence of reduced extracellular adenosine levels that can
lead to the hyperdopaminergic state, by reducing A>aR mediated
inhibition of dopamine signalling. For this reason, it has been
suggested the use of AyaR agonists as a complementary therapy in
SZ (Dixon et al., 1999; Lara and Souza, 2000). Moreover, there are
clinical observations of increased serum adenosine deaminase ac-
tivity in SZ patients (Brunstein et al., 2007).

The involvement of AR and AzaRs in SZ is also supported by
data from genetic and post-mortem studies. Some polymorphisms
associated with SZ in a Japanese cohort have been described in AqR
gene (ADORA1) (Gotoh et al, 2009) and differences in DNA
methylation have been reported in a monozygotic twin pair for SZ
(Dempster et al., 2011). The gene coding for A;aR (ADORA2A) is
located in chromosome 22, which includes two potential SZ loci
(Deckert et al., 1997). Likewise, increased AzaR levels have been
described in the putamen of SZ patients related to drug treatment
(Kurumaji and Toru, 1998; Deckert et al., 2003).

Considering the relevance that adenosine signalling might have
in SZ, we wanted to test the protein levels and expression of A{Rs
and AzaRs in the putamen of SZ patients using a greater number of
human postmortem brains than in previous studies. Moreover, the
cohort analyzed presented a complete characterization at the
neuropathological, clinical and pharmacological levels.

2. Methods
2.1. Human brain samples

The putamen samples from SZ patients used in this research
project were provided by the Sant Joan de Déu Brain Bank (Sant Boi
de Llobregat, Barcelona, Spain), and the control samples were ob-
tained from the brain bank of the Institute of Neuropathology
(HUB-ICO-IDIBELL Brain Bank, L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona,
Spain). The donation and obtaining of samples were regulated by
the ethics committee of both institutions. The sample processing
followed the rules of the European Consortium of Nervous Tissues:
BrainNet Europe II (BNEII). All the samples were protected in terms
of individual donor identification following the BNEII laws. Clinical
diagnosis of SZ in donor subjects was confirmed premortem with
DMS-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-4th
edition) and ICD-10 (International Statistical Classification of Dis-
eases and Related Health Problems) criteria by clinical examiners.
Moreover, donor subjects were also evaluated premortem with the
Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS) (Kay et al., 1987), the
Abnormal Involuntary Movement Scale (AIMS) (Guy, 1976), the
Neurological Evaluation Scale (NES) (Buchanan and Heinrichs,
1989) and the Simpson—Angus Scale (SAS) (Simpson and Angus,
1970). Most donors were hospitalized for more than 40 years and

were re-evaluated every two years to monitor and update their
clinical progression. Anatomic pathology exploration of all SZ
samples was performed by the Hospital of Bellvitge to identify the
degree of certain neurodegenerative diseases as well as other his-
topathological alterations, as described (Table 1) (Buira et al,
2010a). The neuropathological diagnoses were made according to
well-established criteria for tauopathy and Lewy body disease
(Braak et al., 2003, 2006). Control brains were from individuals
without neuropathological lesions (samples ID# 1, 2 and 3, Table 1).
No SZ cases showed sustantia nigra neurodegeneration.

2.2. Protein extraction and western blotting analysis

Experimental procedure and antibodies used were the same as
recently described (Villar-Menéndez et al., 2013). Antibodies used
were: a rabbit anti-A1R polyclonal antibody (ab3460, Abcam,
Cambridge, UK) and anti- A;aR polyclonal antibody (ab3461,
Abcam, Cambridge, UK), both used at a dilution of 1:1000, and
mouse monoclonal anti-B-actin (clone AC-74, Sigma, Madrid,
Spain) diluted 1:10,000.

2.3. [PHJDPCPX and [H)ZM 241385 binding assay to plasma
membranes

From fifty to seventy pg of protein (plasma membranes isolated)
was used for AiR and AaR binding assays as previously described
(Albasanz et al, 2008). Measurements were carried out by
triplicate.

2.4. TagMan PCR

The PCR conditions and TagMan probe information are the same
as previously described (Buira et al., 2010a). The identification
number for human ADORA2A TagMan probe was Hs00169123_m1
(Applied Biosystems, Madrid, Spain). TagMan probe for B-glucu-
ronidase (GUSB) was used for normalization (Hs99999908_m1).

2.5, SNP genotyping

TagMan SNP genotyping assay for rs2298383 and TagMan
Genotyping Master Mix were purchased from Applied Biosytems.
PCRs were carried out using 10 ng of genomic DNA from all SZ
brains in 5 ul reaction volume. The ABI Prism 7900 Sequence
Detection System with SDS software 2.1 was used for amplification
and allelic discrimination.

2.6, Bisulfite sequencing

Genomic DNA was isolated from the putamen of samples (SZ
patients and age-matched controls) indicated in Table 2, using
DNeasy Tissue kit (Qiagen, Madrid, Spain), and following the in-
dications of the supplier. 300 ng of DNA was used for the bisulfite
treatment, using EZ DNA Methylation kit (Zymo Research, Ecogen,
Barcelona, Spain), and under the same conditions previously
described (Villar-Menéndez et al., 2013). The converted DNA was a
template for PCR amplification of the locus analyzed, which was
located at —8896/—8480 with respect to ATG site (24829373 po-
sition in NC_000022.10). The primers used were the following: 5'-
GAGATTTTTTAGGTGGAGGAGT-3" (Forward) and 5'-CAACCC-
TAAATCTCCCTCTT-3' (Reverse). Oligos were designed using the
MethPrimer software. The PCR product was cloned in pGEM-T
vector (Promega, Madrid, Spain) and at least 12—16 clones from
each sample were sequenced using the SP6 universal reverse
primer (Macrogen, The Netherlands).
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Table 1

Summary of the main clinical and neuropathological features of the human samples studied. The drug treatment administrated to each SZ patient is also indicated. TAPs:
Typical antipsychotics, AAPs: Atypical antipsychotics, BZD: Benzodiazepines. M: male, F: female. AD: Alzheimer’s disease. LBD: Lewy body disease. Dashed sample IDs showed

reduced Az4R levels.

Sample Clinical Postmortem Gender Age Post mortem TAPs AAPs BZD Others
ID# manifestation analysis delay
Group A 1 Control Control M 66 14 h
2 Control Control F 68 4 h 30 min
3 Control Control M 44 6 h 40 min
4 Control Tauopathy F 75 5 h 35 min
5 Control Tauopathy M 74 11 h 35 min
6 Control LB3 M 81 4 h 55 min
7 Control Vascular F 47 7 h 15 min
dementia
Group B Control ADI/A M 65 5h 15 min
Control ADI/O M 56 7 h 10 min
Control ADI/A F 64 2 h 15 min
Control ADII/B M 72 8 h 45 min
Control ADII/A M 71 5h 15 min
Control ADIIJA F 86 4 h 15 min
Group C Control ADIIIJA F 77 11 h 30 min
Control ADIII/B M 85 4 h 45 min
Control ADIII/A F 71 6 h 45 min
Control ADIV/C F 69 8 h 10 min
Control ADIV/C F 81 5h
Group D SZ ADO/C M 58 2h J J J
Residual SZ — M 50 1h J v J
Residual SZ Tauopathy M 93 3h N v
Residual SZ Tauopathy M 67 7 h 15 min N N Carbidopa + 1-dopa
Residual SZ LBD3 M 81 8 h 15 min J
Catatonic SZ LBD3 M 67 7 h 30 min N v N Anticholinergics
Residual SZ Vascular M 79 2 h 30 min N Antiepileptics
dementia
Group E Residual SZ ADIIJA M 74 7h N N Antidepressants and anticholinergics
Paranoid SZ ADII/O M 69 8h J v J Anticholinergics
Residual SZ ADII M 87 3h N v N
Residual SZ ADI/B M 76 5h 15 min N
Residual SZ ADI/A M 89 1h
Residual SZ ADII/A M 75 6h Ni
Group F Residual SZ ADIIIJA M 80 6h J J
Disorganized SZ ADIIIf0 M 78 7h J J
Residual SZ ADIII/A M 90 3h N
Residual SZ ADIV/C M 80 4 h 50 min N N N
Paranoid SZ ADIV M 81 5h N v J
Residual SZ ADIV/B M 91 3h J
Residual SZ ADIII/A M 76 8h N N J Anticholinergic and antiepileptic
Residual SZ ADIII/C M 92 2h v N Antidepressants and antiepileptic

2.7. Statistical and data analysis

Data were analyzed with the GraphPad Prism 5.0 program
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The numerical data
obtained from binding and western blotting assays were statisti-
cally analyzed using Student-t test. The percentage of DNA
methylation was evaluated using 1-way ANOVA (LSD post-hoc
test). Pearson r correlation coefficient was used to analyse a
possible relation between biochemical and clinical data. Differ-
ences between mean values were considered statistically signifi-
cant at P < 0.05.

3. Results

Cerebral AiRs are widely distributed, while AysRs are more
concentrated in the striatum than anywhere else in the brain,
especially in the caudate putamen and nucleus accumbens
(Fredholm et al., 2001; Schiffmann et al., 2007). Moreover, ac-
cording to PET studies, the putamen is the most enriched region for
expression of AyaR (Jenner et al., 2009). For these reasons, and due
to the relationship between the putamen and the control of
voluntary movement, this cerebral region was chosen to study the
expression levels of the two adenosine receptors.

3.1. Az4R and AR protein levels in the putamen of SZ patients are
differently modulated

The protein levels of AyaR were measured in the putamen of 21
SZ patients (Groups D, E and F) and in 18 age-matched controls
(Groups A, B and C) (Table 1). All SZ samples were from patients
suffering this neurological disorder, although the postmortem
analysis also revealed the presence of several hallmarks typical of
Alzheimer’s disease (AD) at different Braak and Braak stages or
other brain disorders such as Parkinson's disease (PD), tauopathy
and vascular dementia (Braak et al., 2003, 2006). However, the SZ
patients analyzed did not manifested clinically these pathologies.
Therefore, for comparative analysis, we analyzed a case—control
paired group with SZ samples and matched controls on the basis of
age-related pathologies (such as AD stage, PD stage, tauopathy and
vascular dementia). This approach was established in order to rule
out the influence of the neurological disorder associated at the
neuropathological level. The sample number 20 was the only SZ
case which did not have any neurological hallmark and it was
compared to samples 1—-3 that showed no neuropathological
findings (Table 1). Then, based on the postmortem diagnosis, we
compared with western blotting A2aR protein levels in a) Group A
vs Group D: 1. SZ subgroup with tauopathy vs tauopathy cases, 2. SZ
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Table 2

The technical approximations carried out in every human case are indicated. Bold numbers in RIN column (RNA integrity number) indicated RNA ruled out for TagMan PCR
(RIN < 6.5). The SNP rs2298383 is located in the 5" UTR region. Dashed sample IDs showed reduced AzaR levels.

Sample ID# WB Aza WB A, Binding Aza

Binding A, RIN TAQMAN SNP rs2298383 Bisulfite

Group A

Group B

1
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9
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samples with PD at stages 3 of Braak and Braak (LBD3) vs LBD3
samples, and 3. SZ case with vascular dementia vs a patient with
this neurological disorder (Fig. 1A); b) Group E (SZ cases with AD
stages Braak and Braak I-II (ADI-II) vs Group B (ADI-II samples)
(Fig. 1B) and, ¢) Group F (SZ cases with AD stages III-IV) vs Group C
(ADIII-IV samples) (Fig. 1C).

AsFig.1A—C shows, a great reduction in AzaR level was detected in
several SZ cases (Patient numbers 20—24, 28, 29 and 36—38). When
mean values of A;aR/B-actin ratio obtained from western blots were
analysed in the different groups of cases, two sample populations
were obtained with normal and low Az4R levels, respectively, in SZ
cases (Groups D, E and F) (Fig. 1D). Similar results were obtained when
radioligand binding assays were performed, obtaining the same two
sample populations in Groups D, E and F of SZ cases (Fig. 1E). These
findings were apparently not affected by specific drug treatments in
the cohort studied (Table 1, 1-way ANOVA).

In parallel, A1Rs levels were also analyzed with both method-
ologies and no significant changes were found between age-related
pathology control and SZ patients groups (Fig. 2).

3.2. Reduced AR protein levels are associated with reduced AzaR
mRNA levels in the putamen of SZ patients

Next, striatal AzaR mRNA levels were analyzed by TagMan PCR
in the present cohort (Fig. 3). Only a reduced number of cases
presented optimal RNA quality based on RNA integrity number

(RIN > 6.5, Table 2), an intrinsic feature of samples from brain banks
(Ferrer et al., 2008). A direct relationship between AaR protein and
mRNA levels was observed in most of the cases tested (Fig. 3). Note
that patient number 25 with increased A;aR protein levels also
presented an increase in mRNA levels (Figs. 1A and 2A). Excep-
tionally, case 19 presented high amounts of A;aR mRNA levels with
respect to age-matched controls, although this did not translate to
increased AzaR protein levels (Fig. 1A).

3.3. Reduced AzaR mRNA levels are not associated with the
presence of SNP rs2298383 C-allele in ADORAZA

Next, we wanted to gain insight into the molecular mechanisms
related to the downregulation of AxaR in the putamen of SZ pa-
tients. As the presence of rs2298383 C-allele has been attributed to
AzaR gene (ADORA2A) transcription inhibition (Hohoff et al., 2010),
we proceeded to its identification in the SZ cohort studied. As
Table 2 shows, there was no relationship between the presence of
C-allele and reduced AR protein levels (1-way ANOVA).

3.4. Reduced AyaR mRNA levels are associated with an increase in
5-methylcytosine content in the 5' UTR region of ADORA2A in the
putamen of SZ patients

5-Methylcytosine (5 mC) levels were measured in a locus sur-
rounding the CpG island (CGI) located in the 5 UTR of ADORA2A using
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Fig. 1. A subgroup of SZ patients showed reduced striatal A4R levels. (A) A;aR protein levels (45 kDa) were measured with western blot in plasma membrane extracts obtained
and (C) group C and F (Table 1). B-actin was used as protein loading control (45 kDa). Densitometric
analysis of individual cases is shown below each plot. Western blots were repeated twice. (D) Densitometric analysis of all cases analyzed by western blot (Average + SEM). (E)
Radioligand binding assay for A;aR in cases shown in Table 2. Western blots and radioligand binding assays were carried out using different extract membranes from the same

from the putamen of SZ patients belonging to group A and D, (B) group B and E,

patients. C: control group (age-related pathology), SZ: Schizophrenia.
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Fig. 2. Striatal AsR levels remained unchanged in SZ patients. (A) AR protein levels
(36.5 kDa) were measured with Western blot in plasma membrane extracts obtained
from the putamen of SZ patients belonging to group B (white bars) vs group E (black
bars) and (B) SZ patients belonging to group C (white bars) vs group F (black bars)
(Table 1). B-actin was used as protein loading control (45 kDa). Densitometric analysis
of each western blot is shown below each plot. (C) Radioligand binding assay for each
group analyzed (Average + SEM). C: control group (age-related pathology), SZ:
Schizophrenia.

the bisulfite-sequencing technique (Fig. 4A). The amplified locus
covers a gene region proposed as critical in the baseline expression of
ADORA2A (Buira et al,, 2010b). Interestingly, the study revealed a
statistically significantincrease in 5 mC content in particular CpG sites
in those SZ cases with reduced striatal A;aR levels (Fig. 4B).

3.5. Reduced AzpR protein levels in the putamen of SZ patients are
associated with motor disturbances

A statistical correlation analysis was performed using PANSS
values vs western blotting and A;aR specific binding data (Table 3).
Interestingly, a negative correlation between AR levels and PANSS
G4 and G5 values was obtained in both correlation analyses
(Table 4). Therefore, low AzaR protein levels in SZ cases are asso-
ciated with increased PANSS G4 and G5 values (Fig. 5). Next, we
decided to explore this correlation using other motor scales
involved in the diagnosis of SZ (AIMS, NES and SAS). Some AIMS
and SAS values showed a significant correlation with western blot
and binding data (Table 3).

4. Discussion

In this report, we differentiated between normal and reduced
AzaR levels in the putamen of SZ patients. By contrast, A1R levels
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Fig. 3. Relative A;uR mRNA levels in the putamen of SZ patients. (A) Group A (white
bars) vs group D (black bars), (B) group B (white bars) vs group E (black bars) and (C)
group C (white bars) vs group F (black bars) (Tables land 2). GUSB was used as
endogenous control gene.

remained unchanged in the entire cohort studied. Yet increased AzaR
levels have been related to drug treatment, consistent with data from
rodents chronically treated with antipsychotics, clinical trials and
postmortem analysis (Parsons et al., 1995; Kurumaji and Toru, 1998;
Deckert et al., 2003; Zhang et al., 2012). However, the present
cohort studied did not show any relationship among AaR levels and
antipsychotics. In fact, only patient number 25, who also suffered
from diabetes, showed increased A;aR levels. Our data contradict two
smaller studies based on AzaR radioligand binding assay and devoid
of any postmortem neuropathological data (Kurumaji and Toru, 1998;
Deckert et al., 2003); the latter did not define the cerebral region
analyzed (Deckert et al., 2003). It is worth noting that the present
twenty-one SZ samples were analyzed comparing them with respect
to the most appropriate control samples. Most SZ samples showed an
AD-related pathology, which was asymptomatic, like the other
associated pathologies. These postmortem findings are consistent
with several postmortem analyses showing that 70—80% of in-
dividuals over 65 years present AD-related pathology at the neuro-
pathological level, but most of them would have not developed AD
(Ferrer, 2012). Therefore, we performed a comparative study at the
neuropathological level, but the final results may be considered as
control vs SZ patients from a clinical point of view.

As noted in the Introduction, Ay5Rs are highly localized to the
basal ganglia and specifically to the indirect output pathway, which
is highly important in the control of voluntary movement
(Schiffmann et al., 2007). For this reason, we tested whether there
was an association between A;4R levels and motor disturbances
assessed with the G4 and G5 items of the PANSS scale (G4: Tension/
G5: Mannerism and posturing). Interestingly, the subgroup of SZ
patients characterized by reduced A;4R levels showed high scores
in the G4 and G5 items in the PANSS, as well as motor disturbances
measured by the AIMS and SAS scales.
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Fig. 4. Reduced striatal A;4R protein levels are associated with increased 5-methylcytosine (5 mC) levels in the 5’ UTR of ADORA2A. (A) Scaled representation of 5" UTR region of
human ADORA2A gene showing the 6 isoforms of non-coding exon 1 (1A-1F, white boxes). Gray box indicates the CGI surrounding exon 1E. The translational start site (ATG) is
indicated with an arrow and is located in exon 2 (black box). (B) The percentage of 5 mC levels for control group (group B and C, white bars) with respect to SZ cases (group E and F)
with normal (gray bars) and reduced AzR levels (black bars) is shown. “p < 0.05 compared with control group, *p < 0.05 compared with cases with normal Ay4R levels (one-way

ANOVA, LSD post-hoc test). Cases analyzed are indicated in Table 2.

Therefore, we associate a molecular finding with a specific
phenotype, thereby establishing a subgroup of SZ. In this sense, the
diagnosis of SZ is likely to define a syndrome containing a number
of discrete diseases (Peralta and Cuesta, 2001) and motor distur-
bances that seem to play a role in the neurodysfunction of SZ
(Peralta et al., 2010). These motor disturbances have been described
in antipsychotic-naive patients: in a review of 13 studies (Pappa
and Dazzan, 2009) there was found to be a median spontaneous
dyskinesia rate of 9% and a median spontaneous parkinsonism rate
of 17%. Information on akathisia and dystonia was limited. The
presence of motor disturbances may be associated with negative
symptoms and cognitive dysfunction. Moreover, motor abnormal-
ities seem to be associated with the deficit syndrome in drug-naive
SZ patients (Peralta et al., 2012).

Our findings might represent a personalized pharmacological
treatment, as AzaRs can be detected with radioimaging techniques
(Mishina et al., 2012). In line with this, patients with reduced AzaR
levels might be treated with Az4R agonists in combination with
antipsychotics, to potentiate its inhibitor role over D;Rs (Dixon
et al, 1999). Recently, the efficacy of adenosine augmentation
strategies based on pharmacological inhibition of adenosine kinase
and focal augmentation of adenosine by cellular brain grafts of
adenosine-releasing cells in mice have been shown (Shen et al.,
2012). Moreover, some clinical trials have shown that the modu-
lation of adenosynergic signalling as an adjunctive therapy in
antipsychotic-treated SZ patients seems to be beneficial
(Akhondzadeh et al., 2000, 2005; Brunstein et al., 2005; Dickerson
et al.,, 2009; Wonodi et al., 2011).

Another possibility to increase A;aR levels might be the use of
DNA methyltransferase (DNMT) inhibitors, as they have been pro-
posed as a potential treatment for SZ (Levenson, 2007). In our
study, we showed that the SZ subgroup with reduced A,4R protein
levels presented an increase in 5 mC levels in the 5 UTR of
ADORAZ2A, as occurred in Huntington's disease (Villar-Menéndez
et al., 2013). This chemical modification is one of the most impor-
tant epigenetic mechanisms in gene silencing in mammals (Jones,
2012). Several studies have shown the importance of DNA
methylation in the etiology of SZ (Mill et al., 2008; Gavin and

Akbarian, 2012). Likewise, many genes expressed by GABAergic
neurons are downregulated in SZ and this may be caused by
hypermethylation of their promoters in affected neurons. Examples
of this are GADG7 and reelin genes (Veldic et al, 2004;
Abdolmaleky et al., 2005). It is noteworthy that increased DNMT1
was found in the cortical and striatal interneurons in SZ, where the
GADG67 gene is suppressed, and in turn, there was an induction of
GADG7 after DNMT inhibitor treatment (Kundakovic et al., 2007).

In the present study, those patients with reduced striatal ApaR
could be considered as a group with differing susceptibility to
methylation processes, as several clinical studies have proposed
(Grayson et al., 2009). This heterogeneity in epigenetic modifica-
tions was also observed in a cohort of SZ patients with no hyper-
methylation in reelin gene, which indicates substantial molecular
differences among disease cases (Tochigi et al., 2008).

Regarding the effect of antipsychotics on DNA methylation in SZ,
mitogen-activated protein kinase 1 gene showed reduced 5 mC
levels with greater lifetime antipsychotic use (Mill et al., 2008). In
this report, we did not detect any relationship between ADORAZA
methylation and drug treatment. In accordance, high DNMT mRNA
levels were found in peripheral blood lymphocytes of SZ patients
without any association with antipsychotic treatment (Zhubi et al.,
2009).

Therefore, the use of DNMT inhibitors is not a new pharmaco-
logical proposal, as several studies have shown the benefits of
combined drug treatments (Grayson and Guidotti, 2013), some of
them based on antipsychotics and agents that induce DNA deme-
thylation through chromatin remodelling (such as valproic acid)
(Guidotti et al,, 2009). However, these inhibitors present a wide
spectrum of action and their gene specificity needs to be improved.

Finally, our study also has limitations. First, it is well-known that
antipsychotics cause motor disturbances, which may mask some
relationships between biomarkers and the presence of motor dis-
turbances. However, the differing A;aR levels in the putamen of the
cohort studied are not satisfactorily explained by antipsychotic
treatment (Table 1). Moreover, a recent study has shown that items
G4 and G5 in the PANSS seem to be insensitive to drug effects
(Kozielska et al, 2013). Second, patients had long-lasting
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Table 4

Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS) scores for positive subscore, negative
subscore, general subscore, and G4 and G5 values. SZ patients are grouped based on
their postmortem neuropathological findings (Table 1). Medical reasons for no
clinical information of the following patients follows. Patient 21 was non-
collaborative. Patient 23 was not evaluated; he showed orofacial dyskinesia and
distal extremity tremor. Patient 28 died before evaluation. Patient 33 was not
evaluated; he presented psychomotor slowness. Patient 34 was not evaluated; he
showed parkinsonism. Patient 39 was non-collaborative; he showed dyskinesia and
distal tremor in upper extremities. Dashed sample IDs showed reduced A;4R levels.

Sample p_positive p_negative p_general pansPG4 pansPG5

1D#
Group D 20 39 60 3 4
19 35 58 4 4
20 49 80 5 6
34 38 80 6 7
25 43 30 77 6 6
GroupE 26 28 23 39 2 2
ii 36 27 57 2 2
18 23 41 4 3
30 36 33 67 5 5
31 17 20 41 3 4
Croup F 32 25 48 44 1 3
33 - - - - -
34 — - — — —
12 28 34 1 1
28 28 59 4 5
35 42 65 6 5
43 43 77 7 6
39 - - - - -

antipsychotic medication use. It would be interesting to carry out
this study on drug-naive SZ patients although it would hardly be
feasible due to the advisability of drug prescription in most of the
diagnosed SZ patients. Third, our cohort was made up only of males
since the postmortem brain collection of the Brain Bank belongs to
a hospital formerly dedicated to the care of male mental patients.
Therefore, a clinical trial with a larger cohort with equal repre-
sentation of both genders, and based on radioimaging, should be
considered to reinforce the molecular SZ group proposed herein.

In summary, the present findings allow us to establish a sub-
group of SZ patients with reduced striatal A;aR levels and motor
disturbances, which may be useful in clinical practice in order to
personalize antipsychotic dosage. The use of radioimaging tech-
niques to determine striatal AxaR levels as well as the presence of
motor problems (even in drug-naive SZ patients) may represent a
valuable diagnostic tool for prescribing adjunctive therapy based
on AsaR agonists or modulators of adenosynergic signalling in
conjunction with antipsychotic drugs.
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Fig. 5. A negative correlation between AR protein levels and PANSS values was
found. Pearson r correlation coefficient revealed a strong negative correlation between
Az4R protein levels determined by western blot and PANSS G4 and (A) and G5 (B)
scores.

Conlflict of interest

The manuscript is not under consideration for publication
elsewhere and the present form has been approved by all authors.
The material is original research. There is no conflict of interest
including any financial, personal or other relationships with other
people or organizations.

Acknowledgements

We are grateful to Dr. José Manuel Menchén and Dr. Mercedes
Roca for clinical discussions, and Dr. Josep Maria Haro for his
valuable advice on the writing of this manuscript. We thank T.
Yohannan for editorial assistance.

References

Abdolmaleky HM, Cheng KH, Russo A, Smith CL, Faraone SV, Wilcox M, et al.
Hypermethylation of the reelin (RELN) promoter in the brain of schizophrenic
patients: a preliminary report. Am ] Med Genet Neuropsychiatr Genet
2005;134B:60-6.

Akhondzadeh S, Shasavand E, Jamilian H, Shabestari O, Kamalipour A. Dipyridamole
in the treatment of schizophrenia: adenosine-dopamine receptor interactions.
J Clin Pharm Ther 2000;25:131—7.

Akhondzadeh S, Safarcherati A, Amini H. Beneficial antipsychotic effects of allo-
purinol as add-on therapy for schizophrenia: a double blind, randomized and
placebo controlled trial. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 2005;29:
253-9.

Albasanz JL, Perez S, Barrachina M, Ferrer I, Martin M. Up-regulation of adenosine
receptors in the frontal cortex in Alzheimer's disease. Brain Pathol 2008;18:
211-5.

Boison D, Singer P, Shen HY, Feldon ], Yee BK. Adenosine hypothesis of schizophrenia—
opportunities for pharmacotherapy. Neuropharmacol 2012;62:1527—43.

Braak H, Del Tredici K, Riib U, de Vos RA, Jansen Steur EN, Braak E. Staging of brain
pathology related to sporadic Parkinson’s disease. Neurobiol Aging 2003;24:
197-211.

Braak H, Alafuzoff 1, Arzberger T, Kretzschmar H, Del Tredici K. Staging of Alzheimer
disease-associated neurofibrillary pathology using paraffin sections and
immunocytochemistry. Acta Neuropathol 2006;112:389—-404.

Brunstein MG, Ghisolfi ES, Ramos FL, Lara DR. A clinical trial of adjuvant allopurinol
therapy for moderately refractory schizophrenia. | Clin Psychiatry 2005;66:213—9.

Brunstein MG, Silveira Jr EM, Chaves LS, Machado H, Schenkel O, Belmonte-de-
Abreu P, et al. Increased serum adenosine deaminase activity in schizophrenic
receiving antipsychotic treatment. Neurosci Lett 2007;414:61-4,

Buchanan RW, Heinrichs DW. The Neurological Evaluation Scale (NES): a structured
instrument for the assessment of neurological signs in schizophrenia. Psychi-
atry Res 1989;27:335-50.

Buira SP, Dentesano G, Albasanz JL, Moreno ], Martin M, Ferrer I, et al. DNA
methylation and Yin Yang-1 repress adenosine A2A receptor levels in human
brain. ] Neurochem 2010a;115:283-95.

Buira SP, Albasanz JL, Dentesano G, Moreno ], Martin M, Ferrer I, et al. DNA
methylation regulates adenosine A(2A) receptor cell surface expression levels.
] Neurochem 2010b;112:1273—85.

Deckert |, Nothen MM, Bryant SP, Schuffenhauer S, Schofield PR, Spurr NK, et al.
Mapping of the human adenosine A2a receptor gene: relationship to potential
schizophrenia loci on chromosome 22q and exclusion from the CATCH 22 re-
gion, Hum Genet 1997;99:326—8.

Deckert ], Brenner M, Durany N, Zochling R, Paulus W, Ransmayr G, et al. Up-
regulation of striatal adenosine A(2A) receptors in schizophrenia. Neuroreport
2003;14:313—6.

Dempster EL, Pidsley R, Schalkwyk LC, Owens S, Georgiades A, Kane F, et al. Disease-
associated epigenetic changes in monozygotic twins discordant for schizo-
phrenia and bipolar disorder. Hum Mol Genet 2011;20:4786—96.

Dickerson FB, Stallings CR, Origoni AE, Sullens A, Khushalani S, Sandson N, et al.
A double-blind trial of adjunctive allopurinol for schizophrenia. Schizophr Res
2009;109:66-9.

Dixon DA, Fenix LA, Kim DM, Raffa RB. Indirect modulation of dopamine D2 re-
ceptors as potential pharmacotherapy for schizophrenia: I. Adenosine agonists.
Ann Pharmacother 1999;33:480—8.

Ferré S. Adenosine-dopamine interactions in the ventral striatum. Implications for
the treatment of schizophrenia. Psychopharmacol Berl 1997;133:107-20.
Ferrer [, Martinez A, Boluda S, Parchi P, Barrachina M. Brain banks: benefits, limi-
tations and cautions concerning the use of post-mortem brain tissue for mo-

lecular studies. Cell Tissue Bank 2008;9:181-94.

Ferrer I. Defining Alzheimer as a common age-related neurodegenerative process
not inevitably leading to dementia. Prog Neurobiol 2012;97:38—51.

Fredholm BB, ljzerman AP, Jacobson KA, Klotz KN, Linden J. International Union of
Pharmacology. XXV. Nomenclature and classification of adenosine receptors.
Pharmacol Rev 2001;53:527—-52.

Gavin DP, Akbarian S, Epigenetic and post-transcriptional dysregulation of gene
expression in schizophrenia and related disease. Neurobiol Dis 2012;46:255—62.

Gotoh L, Mitsuyasu H, Kobayashi Y, Oribe N, Takata A, Ninomiya H, et al. Association
analysis of adenosine Al receptor gene (ADORA1) polymorphisms with
schizophrenia in a Japanese population. Psychiatr Genet 2009;19:328—35.

Grayson DR, Chen Y, Dong E, Kundakovic M, Guidotti A. From trans-methylation to
cytosine methylation: evolution of the methylation hypothesis of schizo-
phrenia. Epigenetics 2009;4:144-9,

Grayson DR, Guidotti A. The dynamics of DNA methylation in schizophrenia and
related psychiatric disorders. Neuropsychopharmacology 2013;38:138—66.
Guidotti A, Dong E, Kundakovic M, Satta R, Grayson DR, Costa E. Characterization of
the action of antipsychotic subtypes on valproate-induced chromatin remod-

eling. Trends Pharmacol Sci 2009;30:55—60.

Guy W, Abnormal Involuntary Movement Scale (AIMS). ECDEU assessment manual
of psychopharmacology. Rockville: Md: US Department of Health, Education
and Welfare Publication (ADM) 76-338; 1976. pp. 534—7. National Institute of
Mental Health.

Hohoff C, Mullings EL, Heatherley SV, Freitag CM, Neumann LC, Domschke K, et al.
Adenosine A(2A) receptor gene: evidence for association of risk variants with
panic disorder and anxious personality. ] Psychiatr Res 2010;44:930—7.

Howes 0D, Kapur S. The dopamine hypothesis of schizophrenia: version Ill—the
final common pathway. Schizophr Bull 2009;35:549—62.

Jenner P, Mori A, Hauser R, Morelli M, Fredholm BB, Chen JF. Adenosine, adenosine
Aya antagonists, and Parkinson's disease. Park Rel Disord 2009;15:406—13.
Jones PA. Functions of DNA methylation: islands, start sites, gene bodies and

beyond. Nat Rev Genet 2012;13:484—92.

Kay SR, Fiszbein A, Opler LA. The positive and negative syndrome scale (PANSS) for
schizophrenia. Schizophr Bull 1987;13:261-76.

Kozielska M, Pilla Reddy V, Johnson M, de Ridder F, Vermeulen A, Liu ], et al.
Sensitivity of individual items of the Positive and Negative Syndrome Scale
(PANSS) and items subgroups to differentiate between placebo and drug
treatment in schizophrenia. Schizophr Res 2013;146:53—8.

Kundakovic M, Chen Y, Costa E, Grayson DR. DNA methyltransferase inhibitors
coordinately induce expression of the human reelin and glutamic acid decar-
boxylase 67 genes. Mol Pharmacol 2007;71:644—53.

Kurumaji A, Toru M. An increase in [3H] CGS21680 binding in the striatum of
postmortem brains of chronic schizophrenics. Brain Res 1998;808:320-3.

- 130 -



Articulo publicado II

1. Villar-Menéndez et al. / Journal of Psychiatric Research xxx (2014) 1-11 n

Lara DR, Souza DO. Schizophrenia: a purinergic hypothesis. Med Hypotheses
2000;54:157—66.

Levenson JM. DNA (cytosine-5) methyltransferase inhibitors: a potential thera-
peutic agent for schizophrenia. Mol Pharmacol 2007;71:635—7.

Mill J, Tang T, Kaminsky Z, Khare T, Yazdanpanah S, Bouchard L, et al. Epigenomic
profiling reveals DNA-methylation changes associated with major psychosis.
Am ] Hum Genet 2008;82:696—711.

Mishina M, Kimura Y, Naganawa M, Ishii K, Oda K, Sakata M, et al. Differential ef-
fects of age on human striatal adenosine Al and A(2A) receptors. Synapse
2012;66:832-9.

Pappa S, Dazzan P. Spontaneous movement disorders in antipsychotic-naive patients
with first-episode psychoses: a systematic review. Psychol Med 2009;39:1065—76.

Parsons B, Togasaki DM, Kassir S, Przedborski S. Neuroleptics up-regulate adenosine
A2a receptors in rat striatum: implications for the mechanism and the treat-
ment of tardive dyskinesia. ] Neurochem 1995;65:2057—64,

Peralta V, Cuesta MJ. How many and which are the psychopathological dimensions
in schizophrenia? Issues influencing their ascertainment. Schizophr Res
2001;49:269-85.

Peralta V, Campos MS, De Jalon EG, Cuesta M]. Motor behavior abnormalities in
drug-naive patients with schizophrenia spectrum disorders. Mov Disord
2010;25:1068-76.

Peralta V, Moreno-lzco L, Sanchez-Torres A, Garcia de Jalon E, Campos MS,
Cuesta M]. Characterization of the deficit syndrome in drug-naive schizo-
phrenia patients: the role of spontaneous movement disorders and neurolog-
ical soft signs. Schizophr Bull 2012 Dec 18. Epub.

Ross CA, Margolis RL, Reading SA, Pletnikov M, Coyle JT. Neurobiology of schizo-
phrenia. Neuron 2006;52:139-53.

Schiffmann SN, Fisone G, Moresco R, Cunha RA, Ferré S. Adenosine A2A receptors
and basal ganglia physiology. Prog Neurobiol 2007;83:277-92.

Shen HY, Singer P, Lytle N, Wei CJ, Lan JQ, Williams-Karnesky RL, et al. Adenosine
augmentation ameliorates psychotic and cognitive endophenotypes of schizo-
phrenia. ] Clin Invest 2012;122:2567—77.

Simpson GM, Angus JW. A rating scale for extrapyramidal side effects. Acta Psy-
chiatr Scand Suppl 1970;212:11-9.

Tochigi M, Ilwamoto K, Bundo M, Komori A, Sasaki T, Kato N, et al. Methylation
status of the reelin promoter region in the brain of schizophrenic patients. Biol
Psychiatry 2008;63:530—3.

Veldic M, Caruncho HJ, Liu WS, Davis ], Satta R, Grayson DR, et al. DNA-methyl-
transferase 1 mRNA is selectively overexpressed in telencephalic GABAergic in-
terneurons of schizophrenia brains. Proc Natl Acad Sci U S A 2004;101:348—53,

Villar-Menéndez I, Blanch M, Tyebji S, Pereira-Veiga T, Albasanz JL, Martin M, et al.
Increased 5-methylcytosine and decreased 5-hydroxymethylcytosine levels are
associated with reduced striatal AzaR levels in Huntington's disease. Neuro-
molecular Med 2013;15:295-309.

Wonodi I, Gopinath HV, Liu J, Adami H, Hong LE, Allen-Emerson R, et al. Dipyr-
idamole monotherapy in schizophrenia: pilot of a novel treatment approach by
modulation of purinergic signaling. Psychopharmacol Berl 2011;218:341-5.

Zhang], Abdallah CG, Wang J, Wan X, Liang C, Jiang L, et al. Upregulation of adenosine
A2A receptors induced by atypical antipsychotics and its correlation with sensory
gating in schizophrenia patients. Psychiatry Res 2012;200:126—32.

Zhubi A, Veldic M, Puri NV, Kadriu B, Caruncho H, Loza [, et al. An upregulation of
DNA-methyltransferase 1 and 3a expressed in telencephalic GABAergic neurons
of schizophrenia patients is also detected in peripheral blood lymphocytes.
Schizophr Res 2009;111:115-22.

-131-






IV. ANEXOS:

Participacion en otros articulos






A lo largo de esta tesis se ha participado ademas en los siguientes trabajos:

- Histone tail acetylation in brain occurs in an unpredictable fashion after death. Ba-

rrachina M, Moreno J, Villar-Menéndez I, Juvés S, Ferrer I.

Cell Tissue Bank. 2012 Dec;13(4):597-606. doi: 10.1007/s10561-011-9278-9. Epub 2011 Sep
16.

- Reduced striatal ecto-nucleotidase activity in schizophrenia patients supports the
"adenosine hypothesis". Aliagas E, Villar-Menéndez I, Sévigny J, Roca M, Romeu M,

Ferrer I, Martin-Satué M, Barrachina M.

Purinergic Signal. 2013 Dec;9(4):599-608. doi: 10.1007/s11302-013-9370-7. Epub 2013 Jun
16.
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V. RESUMEN GLOBAL DE

RESULTADQOS






Este trabajo ha tratado de caracterizar la implicacion de mecanismos epigenéticos en los cam-
bios de expresion del receptor de adenosina Aza (A2aR) en las enfermedades de Parkinson (EP),
Huntington (EH) y en la esquizofrenia. Para ello se ha trabajado fundamentalmente con mues-
tras humanas de cerebro procedentes de los bancos de tejidos neuroldgicos de Hospital Univer-
sitario de Bellvitge, del Parc Sanitari Sant Joan de Déu y del Hospital Clinic. La region cerebral
en la que nos hemos centrado ha sido el putamen, dada la relevancia que los niveles de A2aR en
esta area tienen para el control motor y la presencia de sintomas motores en las tres enfermeda-
des estudiadas en este trabajo. El A2aR es capaz de modular la transmisién dopaminérgica me-
diante la formacion de heterodimeros con el receptor de dopamina D:. En esta situacion, la acti-
vacion del A2aR inhibe el D:R (Ferre et al., 2008). Por eso sus niveles en patologias donde la
transmision dopaminérgica se ve alterada (como la EP o la esquizofrenia) revisten interés, pues
podrian estar implicados en la etiologia de la enfermedad o al menos ofrecer una diana para su

tratamiento.

Estudios previos del grupo han demostrado como la metilacién constituye un mecanismo im-
portante de represion transcripcional del gen del A2aR, el ADORA2A, que determina en el cere-
bro su expresion tejido especifica (Buira et al., 2010a; Buira et al., 2010b). Teniendo en cuenta
esta informacién, se propuso como objeto de esta tesis la comprobacion de si este mecanismo
epigenético estaba implicado en las alteraciones de la expresion del A2aR estriatal descritas en
determinados contextos patologicos. Para cada uno de estos contextos se han comparado mues-
tras humanas de putamen procedentes de individuos afectados por la enfermedad con respecto
a sus mas apropiados controles, seleccionados atendiendo a criterios de edad, postmortem y

comorbilidad.

1. Resultados obtenidos del trabajo realizado relativo a la enfermedad de

Parkinson

La EP es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por la muerte neuronal en la sustan-
cia negra, tejido que envia aferencias nerviosas dopaminérgicas al estriado. Como consecuencia,
los niveles de dopamina que alcanzan el estriado se reducen progresivamente y aparece la sin-
tomatologia motora. Esta hipodopaminergia se ve ademds agravada por una sobreexpresion

patoldgica del receptor de adenosina A:za, capaz de inhibir el receptor de dopamina D2 (figura 1,
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pagina 136). Elevados niveles del A2aR han sido previamente descritos en el putamen postmor-
tem de casos diagnosticados de EP (Calon et al., 2004; Varani et al., 2010). No obstante, no esta-
ba claro si este aumento estaba relacionado con el tratamiento o con la neurodegeneracion, o si
era independiente de estos factores. El analisis realizado en este trabajo no solo reproduce el
aumento de expresion proteica del receptor en casos sintomaticos de EP (estadios de Braak 3-5),

sino también en tres casos preclinicos, sin

°« ° sintomas, tratamiento ni muerte neuronal
° . significativa cuyo diagndstico fue realiza-
Neurona
dopaminérgica do a nivel postmortem (estadios de Braak
° 2 1-2).

° Este aumento de los niveles de expresion

proteica en el putamen se ve acompafiado

por un aumento en los niveles de ARNm

Neurona estriatal sblo en los casos sintomaticos (estadios 3-

5). Esto sugiere que en los casos tempranos
e Dopamina
(estadios 1-2) la desregulacion de la expre-
HIPOCINESIA
sion podria ser a nivel postranscripcional,
Figura 1. Representacién esquematica de la mientras que en los estadios 3-5 la regula-
sinapsis nigro-estriatal en la EP. cién es transcripcional, y la metilacion

podria estar implicada.

El analisis de los perfiles de metilacion de los casos en estadios 3-5 revela una bajada de metila-
cién en dos sitios CpG situados en el promotor del gen ADORA2A, que podrian contribuir a la

sobreexpresion del receptor en estas etapas.

Los microARNs son pequefios ARN no codificantes que pueden bloquear la traduccion de
ARNm con los que tienen cierta homologia y que tienen como diana. Una reduccién de los mi-
croARNSs hsa-miR-34b y hsa-miR-34c ha sido descrita en determinadas dreas cerebrales de teji-
do humano postmortem procedente de personas con EP (Mifiones-Moyano et al., 2011).
Ademas, varias bases de datos proponen la region 3’'UTR de ADORA2A como diana para estos
microARNSs, por lo que se seleccionaron como potenciales implicados en la sobreexpresion pa-
toldgica del A2aR en esta patologia. Los casos analizados con EP muestran niveles menores del

microARN hsa-miR-34b, independientemente del estadio.

Para comprobar si efectivamente la disminucién de los niveles del hsa-miR-34b podia ser res-

ponsable del aumento en la expresion del A2aR, se ha empleado un ensayo funcional mediante
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gen reportero en células SH-SY5Y. Este gen reportero, que expresa la luciferasa unida al 3’'UTR

de ADORA2A, es sensible a los cambios en los niveles del hsa-miR-34b. Esta sensibilidad se

pierde si mutamos la zona a la que se une el microARN, por lo que se trata de un efecto especi-

fico. Ademas, el knockeo del hsa-miRNA-34b en células en cultivo mediante la transfeccion con

un ARN de interferencia especifico, emulando lo que sucede en tejido, induce un aumento de la

expresion del A2aR enddgeno.

Como resultado de este trabajo, constltese el articulo en revision.

2. Resultados obtenidos del trabajo realizado relativo a la enfermedad de

Huntington

Neurona estriatal

e Dopamina

HIPERCINESIA

Figura 2. Representacion esquematica de la

sinapsis nigro-estriatal en la EH.

La EH es una enfermedad genética autoso-
mica dominante que se debe a la expansion
de un triplete CAG en el gen de la hunting-
tina. La principal consecuencia es la degene-
racién del estriado, lo que deriva en una
sintomatologia motora caracteristica. En este
sentido podria verse también como una si-
tuacién opuesta a la EP en la que la neuro-
degeneracion afectaba a la sustancia negra.
Es decir, tenemos un trastorno hipocinético
caracterizado por la pérdida neuronal en el
tejido que segrega la dopamina en los gan-
glios basales (la EP, figura 1, pagina 136) y
un trastorno hipercinético en el que la muer-
te neuronal afecta al tejido que recibe esa

dopamina (la EH, figura 2).

Aunque no tienen nada que ver, la EH y la esquizofrenia comparten algunos rasgos que nos

llevaron a abordar el estudio de muestras de EH de manera similar a como lo hicimos con las de

esquizofrenia. En ambas enfermedades hay sintomatologia psiquidtrica y motora. Ademas, en

la EH se ha descrito una reduccion importante de la expresion proteica del A2aR (Glass et al.,

2000) como la que describimos en la mitad de los casos de esquizofrenia.
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El analisis de las muestras de EH reproduce el descenso de expresion del A2aR previamente
descrito. Esta disminucion se produce también a nivel de ARNm, por lo que se estudiaron los
contenidos de metilcitosina e hidroximetilcitosina en el promotor de ADORA2A de estas mues-
tras con respecto a sus controles mas apropiados. En concordancia con la reduccién de proteina
y ARNm, hay un incremento en los perfiles de metilacion del gen y una disminucion en el con-
tenido de hidroximetilcitosina. La hidroximetilcitosina es una marca epigenética recientemente
descrita que tiene que ver con la reactivacion transcripcional (Valinluck et al., 2004). Parece te-
ner un importante papel durante el desarrollo, y ya en fase adulta ha sido descrita preferente-
mente en el cerebro (Li and Liu, 2011). Este trabajo revela por primera vez su posible participa-

cién en un proceso patologico neurodegenerativo.

Como resultado de este trabajo, consultese el articulo publicado I.

3. Resultados obtenidos del trabajo realizado relativo a la esquizofrenia

Mas que de una enfermedad, la esquizofrenia
se trata de un sindrome, un conjunto de sinto-
mas cuyas causas en realidad son diversas. Los
clinicos acostumbran de hecho a clasificar los
pacientes en funcién de fenotipos basados en
los sintomas o las respuestas a los tratamien-

tos. Una de las explicaciones mas aceptadas

para la etiologia de este trastorno es la de una

Neurona estriatal

hiperdopaminergia en los ganglios basales. En

(] Dopamina este sentido, podria verse como una imagen

HIPERCINESIA especular de la EP, caracterizada a su vez por
hipodopaminergia (figura 3). También ha sido

Figura 3. Representacion esquematica de la

) o . propuesta una hipoglutamatergia en la esqui-
sinapsis nigro-estriatal en el putamen de

los casos de esquizofrenia con niveles del zofrenia. La capacidad de los receptores de
AsaR educidos. adenosina de interactuar con las transmisiones
dopaminérgica y glutamatérgica ha llevado a

la propuesta de una hipoadenosinergia como fenémeno causal de las otras dos alteraciones

(Boison et al., 2012). Existen trabajos que describen la sobreexpresion del A24R en el cerebro de

personas con esquizofrenia, asi como la mayor actividad del D2R en esos individuos (Deckert et
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al., 2003; Howes et al., 2009; Kurumaji and Toru, 1998). Considerando esta informacién, se han
analizado los niveles de A2aR, AiR y D2R en las muestras de putamen de personas con esquizo-

frenia con respecto a sus mas apropiados controles.

Contra lo que esperabamos, los niveles del D2R y el AiR no muestran alteraciones, mientras que
los del A2aR no soélo no estan incrementados sino que caen considerablemente en aproximada-
mente la mitad de las muestras analizadas correspondientes a personas con esquizofrenia. Esta
disminucion en los niveles de proteina del A2aR en el putamen se ve acompanada por una re-
duccién también en los niveles de ARNm y un incremento en los perfiles de metilacion del

promotor de ADORA2A en las mismas muestras.

Disponemos de los registro de las escalas de evaluacién de la esquizofrenia aplicadas a los indi-
viduos antes de su muerte. La regresion lineal cruzando los valores de esas escalas con los valo-
res relativos de expresion de A2aR muestra una correlacion inversa entre los niveles de expre-
sion del receptor y la incidencia de sintomas motores, independiente del tratamiento recibido.
Estos resultados han permitido la propuesta de caracterizacion de un subgrupo de individuos
con esquizofrenia (en linea con los fenotipos con los que trabajan los clinicos) definido por una
menor expresion del A2aR debida a hipermetilacion y una mayor incidencia de sintomas moto-
res. Este subgrupo de pacientes podria beneficiarse de tratamientos que modulan el sistema
adenosinérgico (Akhondzadeh et al., 2005) o de tratamientos metilantes como los inhibidores de
la DNA-metil transferasas, propuestos para la esquizofrenia aunque aun en desarrollo
(Levenson, 2007). La asignacién de los pacientes al subgrupo de bajos niveles de A2aR puede
realizarse midiendo los niveles de expresion de la proteina mediante radioimagen o adoptando

el trastorno motor como criterio diagnoéstico.

Como resultado de este trabajo, consultese el articulo publicado II.

En conjunto, estos resultados:

e Refuerzan las evidencias en torno a una relacidn entre la expresion estriatal del A2aR y el

control motor.

e Muestran la implicacion de mecanismos de regulacion epigenética en la alteracién de los

niveles de expresion del A2aR en el estriado en diferentes contextos neuropatologicos.

e Ofrecen soporte a ciertas estrategias terapéuticas propuestas para estas enfermedades basa-

das en la modulacién de la actividad o de la expresion del Az2aR. Indican ademas un uso po-
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tencial para la medida de los niveles del A2aR en los pacientes con trastorno motor. Esta in-
formacion permitiria una mayor personalizacion de los tratamientos y una mejora en la in-

terpretacidn de las respuestas individuales a los farmacos.
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La adenosina juega un importante papel en el SNC como neuromodulador sinaptico. Existen
cuatro receptores de membrana a través de los cuales puede actuar: A1, A2a, A2y As, siendo los
mas expresados en el cerebro el A1y el Aza. El receptor A2a (A2aR) esta especialmente enrique-
cido en el estriado. Este tejido forma parte de los ganglios basales, conjunto de nticleos subcorti-
cales que se encargan, entre otros, de la selecciéon de patrones motores (Gerardin et al., 2004;
Lehericy et al., 2004; Mink, 2003). Para entender su funcionamiento, nos hemos apoyado en este
trabajo el modelo clasico (Albin et al.,, 1989; Alexander et al.,, 1990; Alexander et al., 1986;
Blandini et al., 2000; DeLong, 1990), segun el cudl el estriado es la estructura de entrada de in-
formacion: recibe terminales glutamatérgicas procedentes de la corteza y terminales dopa-
minérgicas de la sustancia negra. Esta formado en un 95% por neuronas espinosas medianas
GABAérgicas (Kemp, 1968; Kemp and Powell, 1971) que pueden dividirse en dos poblaciones,
cada una de las cuales conforma un circuito de senalizacién: la via directa, estimuladora de la
actividad motora, y la via indirecta, que inhibe la actividad motora. Del balance entre estos dos
circuitos depende la mayor o menor activacion de la estructura de salida de los ganglios basa-
les, que inhibe tonicamente el talamo y esta formada por la sustancia negra compacta y el globo
palido medio (SNc¢/GPm). La actividad de la sustancia negra reticulada, que libera dopamina en
el estriado, descompensa la actividad entre las dos vias, activando la directa e inhibiendo la
indirecta. Como resultado la actividad del conjunto SNc¢/GPm se ve inhibida, y la inhibicién
talamica se relaja. Las neuronas del talamo se activan, liberando glutamato en la corteza motora.
De esta manera se cierra el circuito corteza-ganglios basales-tdlamo-corteza y se inicia el movi-
miento. La dopamina tiene un efecto diferencial sobre las vias estriatales gracias a que las dos

poblaciones neuronales difieren en su patrén de expresion proteica.

Las neuronas de la via indirecta expresan el receptor de dopamina D2 (D2R) y encefalina. Son
estas células las que concentran elevados niveles del A2aR, que forma heterodimeros con el D2R
inhibiéndolo, antagonizando los efectos de la dopamina. Esto permite a este receptor jugar un
papel diferencial en este tejido afectando a la integracion de los movimientos voluntarios me-

diante la modulacién de la sefial dopaminérgica.

La enfermedad de Parkinson (EP) ofrece un ejemplo paradigmatico de trastorno motor asociado
a una disfuncion de los ganglios basales. La degeneracion de la sustancia negra que ocurre en
esta patologia conduce a una reduccion de la sefial dopaminérgica en el estriado. Como conse-

cuencia, se desarrolla un trastorno hipocinético. Se ha descrito en la EP una sobreexpresion pa-

- 147 -



Discusién

tolégica del AzaR estriatal que agrava la hipodopaminergia bloqueando el D2R. Esta sobreexpre-
sion del A2aR correlaciona con la gravedad de la sintomatologia motora (Casetta et al., 2013;

Varani et al., 2010).

El trabajo realizado en este laboratorio en los tltimos anos demuestra cémo la metilacién es
responsable de la expresion basal del A24R en lineas celulares y de su regulacién tejido especifi-
ca en el cerebro (Buira et al., 2010a; Buira et al., 2010b). En la presente tesis se ha tratado de
comprobar si éste u otro mecanismo epigenético estan implicados en las alteraciones de la ex-
presion del A2aR en distintos contextos neuropatoldgicos, en concreto la EP, la enfermedad de
Huntington (EH) y la esquizofrenia. Para ello se ha trabajado fundamentalmente con muestras
humanas de cerebro procedentes de los bancos de tejidos neuroldgicos del Hospital Universita-
rio de Bellvitge (Hospitalet de Llobregat), del Parc Sanitari Sant Joan de Déu (Sant Boi de Llo-
bregat) y del Hospital Clinic (Barcelona). La region cerebral en la que nos hemos centrado ha
sido el putamen, la zona del estriado mas estrechamente relacionada con el control motor
(Gerardin et al., 2004; Groenewegen, 2003; Lawrence et al., 1998; Lehericy et al., 2004; Mink,
2003; Vink et al., 2005; Yin and Knowlton, 2006). El uso de material humano postmortem obliga
a enfrentar problemas importantes, como la conservacion de la muestra, la heterogeneidad de
los casos o la comorbilidad. Por poner el caso mas claro, hasta un 80% de las personas que su-
peran los 65 afios presentan marcas diagndsticas de la enfermedad de Alzheimer en el analisis

neuropatolégico postmortem, hayan o no desarrollado sintomas clinicos (Ferrer, 2012). Para

Enfermedad de Parkinson Enfermedad de Huntington Esquizofrenia
4«4 1 4«4 1
Neurona dopaminérgica Neurona dopaminérgica Neurona dopaminérgica
oS o
o ¢, 0g0® 00
L.
‘ﬁ 4
Neurona estriatal (via indirecta) Neurona estriatal (via indirecta) Neurona estriatal (via indirecta)

@ Dopamina

Figura 1. Representacion esquematica de la sinapsis nigro-estriatal en la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Huntington y la esquizofrenia. La neurodegeneracién se representa mediante una mem-
brana celular discontinua y una mayor transparencia del soma. La mayor transparencia de los receptores
indica su expresion reducida. El grosor y continuidad de la linea que indica las interacciones entre los

receptores indica su intensidad.
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evitar la influencia que la aparicion de ésta y otras patologias asociadas pudieran tener en los

resultados, se considero este criterio a la hora de elegir los controles de referencia.

Las enfermedades con las que se ha trabajado pueden verse desde un punto de vista teérico
como imagenes especulares unas de otras. Tal y como refleja esquematicamente la figura 1 de la
pagina 144, la EP se caracteriza por una hipodopaminergia en el estriado, mientras que la esqui-
zofrenia ha sido relacionada con una hiperdopaminergia en esa regiéon. Por otro lado, mientras
que en la EP hay una pérdida neuronal que afecta al tejido que produce dopamina (la sustancia
negra) y trastorno hipocinético, en la EH hay una pérdida neuronal que afecta al tejido que reci-

be la dopamina y trastorno hipercinético.

1. Potencial traslacional de la manipulacion del perfil de metilacion del

ADORAZ2A en el putamen

El uso de agonistas y antagonistas del receptor tiene limitaciones derivadas de la ubicuidad y
multiplicidad de funciones del receptor en el organismo, que conducen a la frecuente aparicién

de efectos secundarios. Por mencionar un ejemplo, los agonistas del A24R tienen efecto vasodi-
latador y antiinflamatorio (Barraco and Phillis, 1991; Spremulli et al., 1983); (Cronstein, 1994).

La modulacién de los niveles de expresion de un determinado receptor podria constituir una
estrategia alternativa a la hora de implementar una terapia cuya diana sea la sefializacion ade-
nosinérgica. Las sustancias metilantes y desmetilantes del ADN tienen un potencial traslacional
como agentes terapéuticos capaces de modular la expresion génica, y por lo tanto la expresion

del ADORA2A.

Como se ha comentado, el A2aR tiene un perfil de expresion particularmente enriquecido en el
estriado en comparacion con otras regiones cerebrales. Trabajos previos realizados en este labo-
ratorio han puesto en relacidn esta elevada expresion tejido especifica con el grado de metila-
cién de la regién 5'UTR del gen ADORA2A. Para ello, se compararon los perfiles de metilacion
en distintos locus del gen en muestras de ADN extraido a partir de putamen y cerebelo. Como
muestra la figura 2 de la pagina 146, los bajos niveles de expresion basal tanto a nivel de protei-
na como de ARNm (la figura del ARNm no se muestra) correlacionan en el cerebelo con un
perfil de metilacion elevado. El estriado, en cambio, muestra unos niveles elevados de expresion
del A24R tanto a nivel de proteina como de ARNm, que se corresponden con un perfil de meti-
laciéon mas bajo. El grado de metilaciéon de muchos de los sitios CpG analizados dobla en el

cerebelo el descrito en el putamen.
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Figura 2. Regulacidn tejido especifica de la expresion del A2aR mediante metilacion. A, comparaciéon de
los niveles de expresion proteica del receptor mediante western-blot en el tejido postmortem de putamen y
cerebelo de cuatro individuos. Se observa claramente la expresion tejido especifica del A2aR, muy enrique-
cido en el putamen. B, perfil de metilacién de un locus en la region 5UTR de ADORA2A en putamen y
cerebelo. Hay una relacion inversa entre el grado de metilacion y la expresion del receptor en los dos teji-

dos (Buira et al., 2010a; Buira et al., 2010b).

Estos trabajos comprobaron ademas como el uso de sustancias metilantes induce cambios en la
expresion del receptor soélo en lineas celulares cuyo perfil basal es bajo. El uso de sustancias
desmetilantes en lineas celulares sigue un comportamiento similar, induciendo cambios sélo en
aquéllas cuyo perfil basal de metilacion es elevado. Extrapolando a nivel tedrico este resultado
puede sugerirse que el patrén de metilacion tejido especifico del gen del A2aR podria propor-
cionar una cierta especificidad tisular al efecto de estos farmacos sobre la metilacion del ADO-
RA2A. A unas determinadas dosis, el SAM no reprimiria la expresion del A2aR mas que alli
donde es elevada: especialmente en la via indirecta estriato-palida (Barrachina et al., 2011). La
aplicabilidad de sustancias desmetilantes para aumentar los niveles de expresion del receptor

en el estriado seria por el contrario limitada.
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Este tipo de farmacos que modulan los perfiles de metilacion cuentan con una importante limi-
tacidn, y es que carecen de especificidad génica. No obstante, la azacitidina (sustancia desmeti-
lante) ha sido aprobada para su uso terapéutico en el tratamiento de ciertos canceres, mientras
que el SAM (sustancia metilante) ha sido empleado en el tratamiento de la depresion sin efectos

secundarios (Bottiglieri et al., 1990; Di Rocco et al., 2000; Papakostas, 2009).

2. Efectos de las modificaciones del perfil de metilacion sobre la

actividad transcripcional

Los cambios en los perfiles de metilacion afectan a la uniéon al ADN de dos tipos de moléculas
importantes para la transcripcidn génica, los factores de transcripcién y las proteinas de union a

grupos metilo (MBDs).

Experimentos in vitro demuestran que la metilacién puede reducir la eficiencia de la unién de
un factor de transcripcion a su secuencia diana en el ADN (Sunahori et al., 2009; Yossifoff et al.,
2008). Esta pérdida de eficiencia se debe, al menos en parte, a que estas zonas ricas en metilcito-
sina reclutan MBDs independientemente de la secuencia. Trabajos previos realizados en este
laboratorio muestran mediante ChIP cdmo el tratamiento con SAM en distintas lineas celulares
incrementa la presencia de estas proteinas unidas a la regiéon 5'UTR del ADORA2A, al tiempo
que incrementa la metilacion en esa zona y reduce la expresion del gen. El tratamiento con aza-
citidina, un agente desmetilante, tiene el efecto contrario (Buira et al., 2010a). La presencia de
estas MBDs unidas al ADN conforma una barrera estérica que ademas recluta otros enzimas
implicados en la represion génica, como las HDACs (Portela and Esteller, 2010). El efecto global
es un cambio en la conformacién de la cromatina que impide el acceso de factores de transcrip-
cién y de la maquinaria transcripcional al ADN. No obstante, ha sido descrito un papel dual
(tanto represor como activador) al menos para una de estas MBDs, el MeCP:2 (Chahrour et al.,
2008). Lamentablemente, la técnica de ChIP es de dificil implementacion en tejido postmortem,
por lo que la alteracion del patrén de unidn de las MBDs a la region 5UTR del ADORA2A
segun el perfil de metilacion en las muestras analizadas se mantiene a un nivel teérico (Huang
et al., 2006). De momento no disponemos de herramientas que permitan evaluar funcionalmen-
te el impacto de la metilacién de un sitio CpG especifico, ni la magnitud minima necesaria de

un incremento de metilacidon para que tenga un impacto en la transcripcion.
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3. Discusion de los resultados obtenidos en cada contexto patolo-

gico

3.1 Laenfermedad de Parkinson

La sobreexpresion patologica del A2aR estriatal en la EP y su relacién con la gravedad de la
sintomatologia motora es un hecho previamente descrito (Calon et al., 2004; Casetta et al., 2013;
Varani et al., 2010). No obstante, en qué momento se inicia el incremento en los niveles de la
proteina, o si el aumento guarda relacion con el tratamiento o la muerte neuronal son cuestiones

aun por resolver.

Los resultados obtenidos en este trabajo revelan que el aumento de la expresion del A24R es
previo a la sintomatologia y al inicio de cualquier tratamiento, aunque no se descarta que los
farmacos empleados en el tratamiento de la EP puedan agravarlo. Las etapas iniciales de la en-
fermedad segun Braak son asintomaticas. Hasta el estadio 3 no hay cuerpos de Lewy en la sus-
tancia negra, y la muerte celular no alcanza el 60%. En estas fases tempranas, el aumento de
expresion del A2aR afecta a los niveles de proteina pero no a los de ARNm, lo que permite pro-
poner la implicacién de un mecanismo de regulacién postranscripcional en la sobreexpresion
del A2aR. En las etapas sintomaticas (estadios de Braak 3-5), el aumento ocurre tanto a nivel de
proteina como de ARNm, lo que sugiere ademads la participacion de un mecanismo de regula-

cién transcripcional.
3.1.1 El papel del microARN hsa-miR-34b en la regulacion de la expresion del Az2aR en la EP

La reduccion de los niveles de los microARNs hsa-miR-34b y hsa-miR-34c ha sido previamente
descrita en distintas regiones del cerebro en la EP (Mifiones-Moyano et al., 2011). Ademas, las
bases de datos disponibles recogen la posible existencia de dianas de unién para ambos micro-
ARN s en la region 3'UTR del ARNm del A2aR, por lo que surgio la cuestion de una posible rela-

cién entre sus niveles en el putamen y la sobreexpresion patoldgica del receptor.

El analisis de los niveles de estos dos microARNSs en el putamen de los casos analizados permi-
tio la deteccion de una reduccidn en los niveles estriatales del microARN hsa-miR-34b en todos
los estadios de Braak, mientras que no se observaron diferencias para el hsa-miR-34c. El A2aR
ha sido validado en este trabajo como diana para el hsa-miR-34b mediante ensayos funcionales

en células SH-SY5Y. Por lo tanto se sugiere que la reduccion en los niveles del microARN detec-
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tada en el estriado de los enfermos de EP participa en la sobreexpresion patoldgica del receptor

en todas las etapas de la enfermedad.
3.1.2 El papel de la metilacién en la regulacion de la expresion del AzaR en la EP

Se analizaron ademas, en las muestras correspondientes a etapas sintomaticas de la EP, los per-
files de metilacién en distintas zonas del promotor del gen ADORA2A, con la intencion de ex-
plicar el aumento de los niveles de ARNm observado en esos casos. Se identifico asi una pérdi-
da de metilacién en dos sitios CpG en las muestras patoldgicas al compararlas con las muestras
control. Aunque estas dos CpGs no se encuentran en una secuencia predicha como diana para
ningun factor de transcripcion, la hipometilacion puede afectar a la unién de MBDs indepen-
dientemente de la secuencia en que se localice. Por lo tanto, puede sugerirse en este caso una
relacion entre la hipometilacion y el aumento de expresion del receptor en etapas sintomaticas

de la EP.
3.1.3 Potencial traslacional de estos resultados el la EP

El incremento temprano de los niveles del A2aR podria estar relacionado con la menor inciden-
cia de la EP entre consumidores habituales de cafeina, un antagonista del receptor (Palacios et
al., 2012). El bloqueo del A:aR permite la recuperacion de la funcionalidad del D2R y aumenta
por tanto la sensibilidad de la sefializacion por dopamina. El uso de antagonistas del A2aR (por
ejemplo, la istradefilina) como estrategia terapéutica en la EP estd actualmente en fase clinica,
con la intencion de reducir las dosis empleadas en los tratamientos con levodopa (Bara-Jimenez
et al., 2003; Hauser et al., 2008; LeWitt et al., 2008; Mizuno and Kondo, 2013; Stacy et al., 2008).
Esta droga, la mas ampliamente utilizada en el tratamiento de la EP, provoca a largo plazo el

desarrollo de efectos secundarios como las discinesias (Obeso et al., 2000a; Rajput et al., 2002).

El bloqueo del A2aR aumenta la afinidad del D2R por la dopamina. Esto ha llevado a la realiza-
cién de ensayos clinicos con istradefilina, como comentdbamos. Los perfiles de metilacién tejido
especificos descritos para el promotor de ADORA2A en el putamen y el cerebelo abren una via
para una estrategia alternativa al bloqueo del A2aR mediante el uso de antagonistas en la EP.
Como se comentaba en el apartado 1, el perfil de expresion del A24R en el cerebro (particular-
mente enriquecido en el estriado) conferiria una relativa especificidad a un tratamiento con
SAM. Esta sustancia solo induciria metilaciéon del ADORA2A sobre aquellas células con un per-
fil de metilacién bajo. En el caso del cerebro, las neuronas GABAérgicas de la via indirecta. Evi-
dentemente el SAM carece de especificidad y afectaria también a un amplio espectro de genes.

No obstante, se trata de una sustancia naturalmente presente en el organismo (es el donador
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natural de grupos metilo) que esta reducida en los enfermos de EP debido al metabolismo de la
levodopa (De Bonis et al., 2010; Muller et al., 2001; Obeid et al., 2007; Zoccolella et al., 2009).
Ademas, el SAM ha sido empleado en el tratamiento de la depresiéon (muy comun, por otro
lado, en la EP) sin efectos secundarios (Bottiglieri et al., 1990; Di Rocco et al., 2000; Papakostas,
2009). Aunque son resultados preliminares, se ha participado ademas en un estudio colaborati-
vo en el que se comprueba que la inyeccion intraperitoneal de SAM en ratas induce metilacion
del ADORA2A en el estriado, al tiempo que reduce la expresion del A24R tanto a nivel de pro-
teina como de ARNm en ese tejido (articulo en revisién). En conjunto, estos resultados apoyan
la propuesta del potencial uso del SAM como terapia complementaria a la levodopa (Barrachina

etal., 2011).

3.2 Laenfermedad de Huntington

La EH afecta directamente al estriado, induciendo muerte celular especialmente entre las neu-
ronas GABAérgicas medianas de la via indirecta. Como consecuencia, se pierde la inhibicién
motora ejercida por esta via en condiciones basales (en ausencia de un estimulo dopaminérgico)
y se desarrolla el trastorno motor mas caracteristico de la enfermedad, la corea de Huntington.
Se ha descrito, en la EH, una reduccién patologica de los niveles del Az2aR (entre otros recepto-
res) cuya causa no reside exclusivamente en la muerte neuronal (Glass et al., 2000; Hodges et al.,
2006; Kuhn et al., 2007; Vonsattel, 2008). La reduccion de los niveles del A2aR disminuye el efec-
to represor que este receptor tiene sobre el D2R. Como consecuencia, la via indirecta es mas
sensible a la sefial dopaminérgica. De esta manera esta via, ya deteriorada de por si por ser es-
pecialmente vulnerable a la citotoxicidad de la huntingtina mutada, muestra hipersensibilidad
al efecto depresor que la dopamina tiene sobre ella. La falta de actividad de la via indirecta
puede relacionarse con trastorno hipercinético, como indican los efectos de los agonistas de los
receptores de dopamina o los antagonistas de los receptores de adenosina (ver introduccion,

apartado 2.1.5)
3.2.1 Mecanismos de represion transcripcional en la EH

La huntingtina mutada (Httm) establece toda una nueva serie de interacciones celulares que
tienen un efecto sobre la regulaciéon transcripcional. Estas interacciones implican, entre otros
fenémenos, el secuestro de factores de transcripcién o la actividad microARN del ARNm de la
Httm. Este efecto microARN tiene como diana, entre otros, el ARNm del A2aR. No obstante, ese
mecanismo explica sélo un 10% del descenso de los niveles del receptor in vitro (Marti et al.,

2010). En primer lugar, se procedi6 al analisis de los niveles de expresion del A2aR en las mues-
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tras de que disponiamos. Tanto los niveles de proteina como de ARNm mostraron una reduc-
cién al compararlos con los de las muestras control, incluso en una muestra correspondiente a
un estadio 0 de Vonsattel. Esto nos llevo a plantear la posible implicacion de un mecanismo de

regulacidn transcripcional en el descenso patoldgico de la expresion del AzaR.

3.2.2 Las modificaciones quimicas del ADN participan en la represion transcripcional en la

EH

En esta ocasion, ademas de analizar los perfiles de metilacion, se comprobé también el conteni-
do en hidroximetilcitosina del promotor de ADORA2A. La hidroximetilcitosina es una marca
epigenética recientemente descrita, que aparece especialmente durante el desarrollo y se man-
tiene en fase adulta sobre todo en el cerebro. Se produce mediante la oxidacion por las TETs de
las citosinas metiladas. Se cree que constituye un mecanismo de reactivacion transcripcional,
previo a la desmetilacion (Guo et al., 2011). La afinidad de MBDs y DNMTs por la metilcitosina
no se mantiene por la hidroximetilcitosina, con lo que su efecto represor se pierde con el proce-

so de oxidacién catalizado por las TETs (Jin et al., 2010; Valinluck et al., 2004).

El tratamiento con bisulfito, técnica tradicionalmente empleada para reconocer las citosinas
metiladas en una secuencia de ADN, no distingue entre metilacién e hidroximetilaciéon. Debido
a esta limitacion técnica nos apoyamos en este estudio también en el uso de MeDIPs, inmuno-
precipitaciones de ADN en las que empleamos anticuerpos dirigidos especificamente contra

metil o hidroximetilcitosina.

El anélisis del contenido en metilcitosina con cualquiera de las dos técnicas revela efectivamente
un aumento en los cerebros de personas con EH respecto a lo que se observa en los cerebros de
personas consideradas como control. Al desglosar el resultado con detalle en los perfiles de
metilacion, se observa como el aumento no es homogéneo, sino que cubre diferentes areas del
promotor segun el individuo. Esto concuerda con la idea de la metilacién como un proceso
dinamico, especialmente en el cerebro, donde ha sido relacionada con plasticidad neuronal y

formacién de la memoria (Miller et al., 2008).

Por su parte, el analisis del contenido en hidroximetilcitosina muestra una reduccion en los
casos de EH con respecto a los casos control. Por lo que sabemos, este es el primer trabajo publi-
cado relacionando, en tejido humano postmortem, una alteracion en los niveles de esta modifi-

cacion quimica y una patologia neurodegenerativa.

Un argumento en contra de estos resultados es la posibilidad de que todos ellos, desde el cam-

-155-



Discusién

bio en los niveles de expresion hasta las variaciones de los contenidos en metil e hidroximetilci-
tosina sean un artefacto resultado de la muerte celular selectiva de las neuronas de la via indi-
recta. No obstante, existen trabajos que demuestran que la reduccién de la expresion de los re-
ceptores no es sdlo resultado de la muerte neuronal (Glass et al., 2000; Hodges et al., 2006; Kuhn
et al., 2007; Vonsattel, 2008). En cuanto a los perfiles de metilacién y el contenido en hidroxime-
tilcitosina, el resultado se ve reforzado por el analisis realizado en paralelo en los modelos mu-
rinos R6/1 y R6/2, que no sufren pérdida neuronal pero si que muestran alteraciones en los pa-
trones de modificacién quimica del ADN. Por otro lado, no se observo relacion entre los cam-

bios en los niveles de metil o hidroximetilcitosina y el estadio de la enfermedad.

Las zonas analizadas incluyen sitios de unién para los factores de transcripcion Spl y CREB,
cuya funcionalidad se ve ya limitada por verse secuestrados por la Httm en la EH (Chen-Plotkin
et al., 2006; Li et al., 2002; Steffan et al., 2000). El aumento en los perfiles de metilacion recluta
MBDs y HDACs, que dificultan la unién de los factores de transcripcion al ADN (Buira et al.,
2010a; Sunahori et al., 2009; Yossifoff et al., 2008). La hidroximetilcitosina, a la que se ha atribui-
do la capacidad de reducir el “reclutamiento” de estas proteinas represoras (Jin et al., 2010;
Valinluck et al., 2004), presenta niveles reducidos en los casos de EH analizados. De esta mane-
ra, el aumento en los niveles de metilcitosina, la reduccidon de los niveles de hidroximetilcitosina
y el secuestro de factores de transcripcion por la Httm constituyen mecanismos relacionados

que cooperan en la represion transcripcional del ADORA2A en la EH.
3.2.3 Potencial traslacional de estos resultados el la EH

La descripcion detallada de todos los mecanismos moleculares implicados en las alteraciones
transcripcionales que ocurren en la enfermedad ofrece un mayor nimero de potenciales dianas
terapéuticas. El A2aR ha sido planteado como diana terapéutica en la EH, con la propuesta del
uso de antagonistas presindpticos en etapas tempranas y agonistas postsinapticos en etapas
avanzadas (ver introduccion, apartado 3.2.4). La descripcion de una hipermetilacion del promo-
tor del receptor en la enfermedad podria abrir paso al uso de DNMTi como tratamiento en es-
tadios avanzados. La efectividad de estas sustancias para modificar los niveles de metilaciéon en

neuronas postmitéticas ha sido comprobada in vivo (Feng et al., 2010).

La recuperacion de los niveles del A2aR no sélo podria contribuir a la funcionalidad de las neu-
ronas de la via indirecta, las mas afectadas por la neurodegeneracion, sino que podria favorecer
el efecto sobre ellas de factores de crecimiento como el BDNF. La produccién y senalizacion de

este factor trofico, promotor de la supervivencia celular, ha sido relacionada con la activacion
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del A2aR (Tebano et al., 2008).

3.3 Laesquizofrenia

La etiologia de la esquizofrenia es auin objeto de investigacion. Esta por definir incluso si el
término designa una sola enfermedad o mas bien un sindrome, o si se solapa con otros trastor-
nos psiquiatricos similares. Los clinicos acostumbran a trabajar con subgrupos fenotipicos,
apuntando a la idea del sindrome (Lang et al., 2007; Takahashi, 2013; Tsuang and Faraone, 1995;
van Os, 2009). La clasificacion de los pacientes en subgrupos fenotipicos, apuntando a la idea de

sindrome, es una practica clinica habitual.

3.3.1 La teoria de la hipoadenosinergia. El estudio del receptor de adenosina A:a en la esqui-

zofrenia

La teoria mas aceptada a la hora de explicar la etiologia de la esquizofrenia es la de la hiperdo-
paminergia. Se ha descrito, en tejido postmortem, cémo los receptores de dopamina estan mas
activos en el caso de las personas diagnosticadas para esquizofrenia (Howes et al., 2009; Howes
and Kapur, 2009). También ha sido propuesta una hipofuncién del sistema glutamatérgico
(Farber, 2003; Farber et al., 1998). La teoria de la hipoadenosinergia, por ultimo tiene el poten-
cial de integrar las dos anteriores (Boison et al., 2012): mientras que la interaccién entre los re-
ceptores A1y A2a en la neurona presindptica controla la liberacion de glutamato y dopamina
(ver introduccion, 1.2.2 y 2.1.4), la interaccién de estos mismos receptores con los receptores de

dopamina regula la sensibilidad a la sefial dopaminérgica en las neuronas estriatales.

La hipoadenosinergia podria tener al menos dos origenes. Por un lado, la reduccién de los nive-
les de adenosina en el cerebro de las personas con esquizofrenia. Como se menciond en la in-
troduccion, existen varios trabajos que apoyan esta idea (Aliagas et al., 2013; Dutra et al., 2010).
Un déficit de adenosina alteraria el equilibrio entre la activacion del A1y el Aza en favor de la
actividad del A1, provocando una reduccion de los niveles de glutamato secretados. Aunque
esto disminuiria también la cantidad de dopamina liberada en la sinapsis, provoca por otro lado
una hipersensibilidad del receptor de dopamina Dz, ya que el A24R no llegaria a activarse. La
elevada activacion del receptor de dopamina D2 podria ser primaria a una sobreactivacién
talamica, mediante una reduccién de la actividad de la via indirecta estriato-palida. Esta falta de
inhibicién motora ha sido descrito en varios trabajos en pacientes sin tratamiento (Fukumoto-

Motoshita et al., 2009; Krebs et al., 2010; Raemaekers et al., 2002).

Por otro lado, la hipoadenosinergia puede estar relacionada con una reduccién en los niveles o
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en la actividad de los receptores de adenosina, por lo que procedimos a su caracterizacion en las
muestras de las que disponiamos. Dos trabajos previos, también a partir de tejido postmortem,
describen una sobreexpresion del A:2aR en el cerebro de personas con esquizofrenia (Deckert et
al.,, 2003; Kurumaji and Toru, 1998). En nuestro caso, y contra estos resultados previos, el anali-
sis de las muestras de putamen de personas con esquizofrenia con respecto al de personas em-
pleadas como casos control muestra como aproximadamente un 50% de los casos con esquizo-
frenia muestra una importante reduccion de los niveles del AzaR. El AiR, por el contrario, no
presenta cambios significativos de expresion. La disminucion de la expresion del A2aR tendria
un efecto analogo al de la reduccion de los niveles de adenosina. Conduciria a una sobreactiva-
cién del D2R y una pérdida de la actividad de la via inhibidora. Ademas, la disminucién de los
niveles del A2aR podria estar relacionada con una pérdida de la sefializacién por BDNF. Esta, a
su vez, podria estar detras de la reduccion del tamario del estriado descrita en algunos trabajos

(Ballmaier et al., 2008).
3.3.2 La hipermetilacion esta implicada en la reduccion de la expresion del Az2aR

La disminucion de la expresion del A2aR en el subgrupo de pacientes identificado se produce
tanto a nivel de proteina como de ARNm, y va acompafiada por un aumento en los perfiles de
metilacion del promotor del ADORA2A, el gen del A2aR. En la bibliografia hay ejemplos de
cémo los tratamientos inducen cambios en los perfiles epigenéticos (Dong et al., 2008; Kim et al.,
2012), pero de tipo hipometilante. En nuestro estudio, la hipermetilacion observada en el pro-
motor de ADORA2A de aquellos casos con niveles reducidos del A2aR no mostré correlacion

alguna con el tipo de tratamiento recibido.

La esquizofrenia ha sido relacionada previamente con alteraciones epigenéticas, especialmente
considerando la existencia de gemelos monozigoticos discordantes para la patologia (Poltorak
et al., 1997). Algunos genes cuya expresion se ve alterada en la enfermedad han sido relaciona-
dos, como en este caso, con hipermetilacion (Akbarian et al., 1995; Guidotti et al., 2000; Guidotti
et al., 2007; Impagnatiello et al., 1998; Kundakovic et al., 2009; Noh et al., 2005). Las DNMTs
estdn sobreexpresadas en varias regiones cerebrales de personas con esquizofrenia, pudiendo
ser responsables de la represion de algunos genes en la enfermedad (Veldic et al., 2005; Veldic
et al.,, 2007). El gen ADORA2A esta en la regién 22q11.2, considerada de riesgo para la esquizo-
frenia (Arguello and Gogos, 2006; Karayiorgou et al., 1995; Murphy, 2005; Rees et al., 2014;
Takahashi et al., 2003). También en esa region esta el gen de la COMT (Catecol-o-amino transfe-
rasa), enzima hipoactivo en esta enfermedad (Schiffmann et al., 2007). La COMT consume SAM,

por lo que su actividad reducida podria estar relacionada con estos fenémenos de hipermetila-
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cién en algunos pacientes. Tanto los antipsicoticos de primera como de segunda generacién se
muestran ineficaces con los sintomas cognitivos y producen efectos secundarios indeseados, por
lo que se mantiene el esfuerzo en la bisqueda de tratamientos alternativos para la esquizofrenia
(Hasan et al., 2013). Algunos tratamientos basados en la manipulacidon de la epigenética estan
hoy en fase clinica, como el 4cido valproico (Sharma et al., 2006), un inhibidor de las HDAC que
promueve desmetilacion recuperando la expresion de algunos genes (Guidotti et al., 2011). El

resultado de este trabajo apoyaria la validez de estas estrategias.

3.3.3 La clasificacion de los pacientes en subgrupos siguiendo como criterio una alteracion

motora

La definiciéon de un subgrupo de personas con esquizofrenia caracterizado por unos niveles
reducidos del A2aR estriatal y unos mayores indices de alteracién motora refuerza la idea de
que la esquizofrenia no es una enfermedad simple sino mas bien un sindrome. Las alteraciones
motoras constituyen un sintoma habitual entre las personas con esquizofrenia que cuenta con
items propios para su valoracion en las escalas de evaluacion empleadas en el dambito clinico.
Estas alteraciones pueden ser secundarias, debidas al tratamiento antipsicético. No obstante,
existen evidencias de que los sintomas hiper e hipocinéticos aparecen antes de cualquier tipo de
medicaciéon (Pappa and Dazzan, 2009; Peralta et al., 2010). Por otro lado, el uso de la actividad
motora como criterio de clasificacion de los pacientes relacionado con la prognosis esta siendo
estudiado en el tratamiento de los delirios (Meagher et al., 2012). En la esquizofrenia, se ha pro-
puesto la inclusién de los sintomas motores entre los criterios fundamentales de diagndstico y
su uso como marcador de la severidad de la enfermedad (Peralta et al., 2010; van Harten and
Tenback, 2009). Al menos otro trabajo propone el reconocimiento de un subgrupo de pacientes
de esquizofrenia basandose en rasgos fenotipicos que incluyen excitaciéon (Takahashi, 2013),
rasgo que podria relacionarse con una hipercinesia como la registrada en nuestro trabajo. Alte-
raciones motoras de tipo hipercinético (atetoides') en la infancia han sido relacionadas con un
mayor riesgo de sufrir la enfermedad, y su manifestacion en individuos con esquizofrenia se ha

propuesto como un rebrote de los mismos sintomas (Neumann et al., 1995; Walker, 1994).

En nuestro trabajo se describe una correlacién inversa entre los niveles de expresion del A2aR y
las alteraciones de la actividad motora registradas por los items PG4 y PG5 de la escala PANSS.
Estos valores podrian emplearse para la clasificacion de los pacientes en dos subgrupos: pacien-

tes con niveles normales y pacientes con niveles reducidos del A2aR. El PG4 y PG5 registran

Movimientos atetoides: movimientos involuntarios, lentos y sinuosos, que afectan especialmente a las
extremidades.
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Discusién

“tension motora” y “manierismos y posturas”, respectivamente. Este tipo de alteraciones moto-
ras se han visto excluidas del concepto tradicional de trastorno motor por considerarlas psi-
cogénicas, sin una base somatica (Fahn et al., 2009), secundarias a un estado de ansiedad o a un
delirio, por ejemplo. No obstante, su asociaciéon con un rasgo molecular puede estar revelando
esa base somatica. Ya se ha desarrollado en la introduccién como la actividad del A24R se rela-
ciona con el control motor. El consumo de antagonistas de los receptores de adenosina como el
café, totalmente desaconsejado en las personas con esquizofrenia, estimula la locomocién y la

ansiedad (El Yacoubi et al., 2000).

3.3.4 Potencial traslacional de estos resultados el la esquizofrenia

La clasificacion de los pacientes en estos dos grupos (con niveles normales o reducidos del re-
ceptor) puede hacerse mediante técnicas de radioimagen o adoptando el trastorno motor como
rasgo diagndstico. Aunque los antipsicéticos inducen alteraciones motoras, los valores de las
escalas de evaluacion motora de los casos analizados correlacionan con los niveles del A2aR 'y
no con los tratamientos recibidos por cada paciente. Ademas, los items de la escala PANSS que
han mostrado esa relacién parecen ser resistentes, al menos, a algunos tratamientos (Kozielska
et al., 2013). Saber a qué grupo pertenece cada paciente permitiria el disefio de una terapia per-
sonalizada si se decide enfocar el sistema adenosinérgico como diana. Si los niveles reducidos
del A2aR juegan un papel en la etiologia de la enfermedad, el tratamiento con agonistas de ese
receptor seria una posible estrategia terapéutica complementaria al uso de antipsicoticos, ya que
rescatando la actividad del A2aR se ejerce un efecto inhibidor sobre la transmision dopaminér-
gica. La medida de los niveles del receptor proporcionaria una valiosa informacion para la in-
terpretacion de los resultados obtenidos en ensayos clinicos que ya se han llevado a cabo modu-
lando los niveles de adenosina en el cerebro mediante el uso de alopurinol o dipiramidol
(Akhondzadeh et al., 2005; Akhondzadeh et al., 2000; Brunstein et al., 2005; Lara et al., 2001;
Salimi et al., 2008). ;Obtuvieron mayor beneficio de esta terapia los pacientes con niveles redu-
cidos del receptor? ;O se mostraron resistentes a esta estrategia, por tener niveles reducidos del

A2aR?
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VII. CONCLUSIONES






En la enfermedad de Parkinson

1. el aumento de A2aR en el putamen ocurre desde los primeros estadios de Braak (estadios 1
y 2), previamente a la aparicion de la sintomatologia motora empleada en el diagnostico de

la enfermedad.

2. el hsa-miR-34b regula los niveles de expresion del A2aR al menos in vitro, gracias a la exis-
tencia de una secuencia en la region 3'UTR del gen ADORA2A que constituye una diana de

unién para este microARN.

3. el aumento de A24R el putamen de personas con EP coincide con una reduccion del miR-

34b en esta misma region.
En la enfermedad de Huntington

4. lahipermetilacion participa como mecanismo de represion transcripcional del A2aR en el

putamen en las personas con EH.

5. la pérdida de hidroximetilcitosina participa como mecanismo de represion transcripcional

del A2aR en el putamen en las personas con EH.
En la esquizofrenia

6. existe un subgrupo de pacientes con esquizofrenia que presenta unos niveles del A2aR re-

ducidos en el putamen.

7. lareduccion del A2aR estriatal en los pacientes es debida a la hipermetilacion en la region

5'UTR de su gen, el ADORA2A.

8. lareduccion del A2aR en el subgrupo esta relacionada con un trastorno hipercinético. Este
trastorno puede usarse como criterio diagndstico para clasificar a los pacientes en dos sub-

grupos, uno con niveles reducidos del receptor y otro con niveles normales.
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