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1. El receptor de adenosina A2A 

1.1 La Adenosina 

La adenosina es un nucleósido formado a partir de la unión de la adenina y una ribosa. La ade-

nina, a su vez, es un compuesto aromático heterocíclico del tipo purina. Las purinas (adenina y 

guanina) tienen un papel fundamental como elemento estructural de los ácidos nucleicos, y 

forman parte de múltiples 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 añaden 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 oxidación reducción y la acumula-

ción de energía 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 regulación transcripcional del ADN. 

Por tanto, la adenosina como tal y formando parte de otras moléculas está presente en todas las 

células del organismo. Debido a su intervención en el ciclo energético, su metabolismo es muy 

rápido y sensible a procesos de hipoxia. Cuando se produce un desequilibrio patológico entre el 

aporte y el consumo de energía, la degradación de los reservorios energéticos de la célula con-

duce a un aumento en su concentración. Cuando la diferencia entre su concentración dentro y 

fuera de las células es muy grande, sale al exterior, desde donde desencadena una respuesta 

homeostática de efectos protectores que reduce la actividad celular. 

Además, las purinas tienen un papel distintivo en la regulación 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 transmisión sináptica de la adenosina en el sistema nervioso central será desarrollado a lo 

largo del presente trabajo. 
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1.1.1 Metabolismo de la Adenosina 

Dado su papel en el ciclo energético y su capacidad para desencadenar cascadas de señalización 

celular mediante la unión a sus receptores, la concentración de adenosina está estrechamente 

regulada. La medida del contenido en adenosina plantea dificultades técnicas, por lo que la 

bibliografía no proporciona datos unívocos. 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 rápidamente hasta 40 μM cuando el tejido es sometido a isquemia (Hagberg 

et al., 1987) o hipoxia (Zetterstrom et al., 1982). 

Figura 1. Naturaleza química de la adenosina y moléculas que la contienen. Estructura química de la 

adenina (A), base de la adenosina (B, estructura química en 2 y 3D). El resto de figuras corresponde a 

las estructuras químicas en 3D de moléculas cuya estructura contiene adenosina como elemento fun-

damental. C, deoxiadenosina, uno de los cuatro elementos estructurales básicos del ADN. D, S-

adenosil metionina (SAM), principal donador de grupos metilo en las reacciones de metilación. E, 

AMP cíclico, mensajero secundario celular que participa en gran cantidad de procesos de señalización. 

F, adenosina mono, di y trifosfato, reservorios de energía de la célula; *existen receptores de membra-

na tanto para el ATP como para la adenosina, por lo que pueden desencadenar procesos de señaliza-

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

AMP        ADP ATP* 

Deoxiadenosina SAM 

Adenina Adenosina* 

AMPc 

A B 

C D 

E F 
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a) Anabolismo 

Como representa la figura 2A (página 18), existen varios enzimas en la célula capaces de produ-

cir adenosina. La familia de las nucleotidasas 5' específicas de AMP incluye formas con activi-

dad citosólica (la cN-1) y formas adheridas a la membrana plasmática con actividad extracelular 

(la 5'-NT o CD73), que hidrolizan el AMP a pirofosfato y adenosina. Las fosfatasas alcalinas, 

ubicuas, también catalizan esta misma reacción (Aliagas et al., 2013; Hunsucker et al., 2001; 

Latini and Pedata, 2001). Todas ellas se expresan en cerebro. Además, la hidrólisis de la S-

adenosil homocisteína (SAH) es otra posible fuente de adenosina, aunque la reacción, catalizada 

por la hidrolasa de SAH, es bidireccional. Se considera que esta reacción tiene un papel menor 

en cualquiera de sus direcciones, y normalmente su aporte al consumo o producción 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 reacción de desaminación de la adenosina para producir inosina, 

y la adenosín 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, página 18) (Latini and 

Pedata, 2001). 

c) Transporte 

El transporte de adenosina hacia el interior celular es fundamental para las células, pues consti-

tuye una fuente principal de sustrato para la síntesis de ATP. El transporte de la adenosina, 

como el de otros nucleósidos, puede ser activo o pasivo. Los transportadores equilibradores de 

nucleósidos (ENT) son proteínas de membrana ubicuas que median el transporte de purinas y 

pirimidinas a favor de gradiente. Permiten la recuperación de adenosina del medio extracelular 

cuando su concentración es elevada, pero también su salida cuando hay un pico de concentra-

ción en el interior celular a causa de un estrés metabólico. Se han identificado cuatro tipos en 

humanos: hENT1, hENT2, hENT3 y hENT4 (Baldwin et al., 2004). Los transportadores concen-

tradores de nucleósidos (CNT) median el transporte activo (energético-dependiente) hacia el 

interior celular, aprovechando el gradiente de Na+. Existen tres variantes, siendo el CNT2 el más 

expresada en cerebro (Gray et al., 2004). Aunque son menos abundantes, tienen más afinidad 

por el sustrato que los ENT(figura 2C, página 18) (Larrayoz et al., 2004). 
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C 

Figura 2. Metabolismo de la adenosina. A, diferentes vías productoras de adenosina. Enzimas que 

liberan adenosina a partir de la hidrólisis del AMP: 5’-NT (ecto-5’-nucleotidasa, que actúa extracelu-

larmente), cN-1(nucleotidasa 5’ específica de AMP, de actividad intracelular), fosfatasas. Enzimas que 

liberan adenosina a partir de la hidrólisis de la S-Adenosilhomocisteína (SAH): SAHH (hidrolasa de la 

SAH). B, diferentes vías que consumen adenosina. Síntesis de AMP, catalizada por la adenosín quinasa 

(AdK). Síntesis de S-Adenosilhomocisteína (SAH), catalizada por la hidrolasa de SAH (SAHH). Degra-

dación de la adenosina a inosina, catalizada por la adenosín desaminasa (ADA). C, metabolismo celu-

lar de la adenosina. Se representan en la figura las vías de producción y consumo de adenosina men-

cionadas previamente, así como los transportadores específicos: ENT (transportadores equilibradores) 

y CNT (transportadores concentradores). EctoN (ectonucleotidasas). 
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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 hidrólisis proporciona la energía requerida, a medida que produce, secuen-

cialmente, ADP, AMP, y adenosina. Como metabolito final de esta cascada de producción 

energética, la adenosina tiene un papel regulador fundamental del metabolismo celular cuando 

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

a) Vía clásica 

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 μM (Cunha, 

2001). En determinadas situaciones, como en hipoxia o isquemia, la célula no está 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 vía ENTs. Esta forma 

de incrementar los niveles extracelulares de adenosina es la considerada como la clásica, y ha 

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

b) Vías alternativas 

ATP y AMPc son transportados al exterior celular tanto por neuronas (Burnstock et al., 1970; 

Pankratov et al., 2006) como por la glía (Pascual et al., 2005), y una vez allí son degradados a 

adenosina. El ATP es rápidamente degradado por las ectonucleotidasas manteniendo los nive-

les tónicos de adenosina en el medio en condiciones de normoxia (Martin et al., 2007). La con-

versión extracelular de AMPc en AMP, catalizada por las fosfodiesterasas, proporciona también 

un sustrato para la obtención de adenosina, pero de manera mucho más lenta, y no parece rela-

cionada con el tipo de respuesta del que hablamos aquí (Brundege et al., 1997). La inhibición de 

los enzimas implicados en las vías 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 vía clásica 

(Martin et al., 2007). 

1.2 Efectos de la Adenosina 

La adenosina ejerce una gran variedad de efectos fisiológicos según el tejido en el que actúe. 

Uno de sus papeles más extendidos es el de regulador homeostático. Cuando se produce un 
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desequilibrio entre aporte y consumo energético los niveles de adenosina en el medio extracelu-

lar aumentan. Esto proporciona un sustrato para la síntesis de ATP, que sería la propia adeno-

sina, y pone en marcha una serie de respuestas (aumento del flujo sanguíneo, inhibición me-

tabólica) dirigidas a la recuperación 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 señal) o paracri-

na, en un mecanismo clásico de retroalimentación que contrarresta el estímulo que provoca 

excesivo consumo de ATP (Borowiec et al., 2006). La adenosina ha sido relacionada con meca-

nismos antiinflamatorios (Cronstein, 1994), supresión del sistema inmune (Spychala et al., 1997), 

efectos analgésicos (Sawynok and Sweeney, 1989), procesos de proliferación, 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 unión a receptores de membrana específicos, que 

activan vías de señalización celular y además son capaces de modular, mediante interacción con 

otros receptores, la comunicación celular a través de otras vías. 

Existen cuatro receptores de membrana específicos para la adenosina (ver tabla 1, página 21): 

A1, A2A, A2B y A3. La nomenclatura para los estos receptores ha ido cambiando a medida que se 

ha mejorado su definición y clasificación. Los primeros trabajos de Burnstock establecieron la 

diferencia entre receptores purinérgicos P1 (para adenosina) y P2 (para ATP). Van Calker dis-

tinguió poco después entre dos tipos de P1, en función de si reducían (A1) o incrementaban (A2) 

los niveles de AMPc en las células. Posteriormente, los A2R fueron subdivididos en A2AR y A2BR, 

según los niveles de adenosina que requerían para activarse (Schulte and Fredholm, 2003). El 

descubrimiento del receptor A3 es más 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 

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

a) Activación de las vías de señalización celular 

Los cuatro receptores de adenosina son proteínas con siete dominios transmembrana acopladas 

a proteína G, por lo que se engloban entre las GPCR (receptores acoplados a proteína G). “Pro-

teína G” alude en realidad a toda una familia de proteínas transductoras de señal que se carac-

terizan por su interacción con GTP. Existen varios tipos de proteína G, según el sistema efector 
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Tabla 1. Sumario de la distribución de los receptores de adenosina y su unión a proteína G. Adaptada 

de Fredholm et al., (2011); Fredholm et al., (2000). GIRK: canales rectificadores de K+ acoplados a proteína 

G (G-protein inwardly rectifying K+ channels), IP3: inositol trifosfato; DAG: diacilglicerol; PLC: fosfolipasa C. 
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~100nM ~310nM ~15000nM ~290nM 
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Figura 3. Receptores de adenosina y su relación con la vía de la fosfoquinasa A (PKA) a través de la 

unión a proteína G. Se representa esquemáticamente la concentración necesaria para la activación de 

cada subtipo de receptor de adenosina. AC: adenilato ciclasa. 
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con que interactúen y cómo. La vía mejor definida es la de la proteín quinasa A (PKA) (Londos 

et al., 1980): la adenilato ciclasa (AC) se ve inhibida por las proteínas G inhibidoras (Gi) y acti-

vada por las estimuladoras (Ge) (figura 3, página 21). Así las GPCRs pueden modular los nive-

les de AMPc, que regulan la actividad de la PKA y con ello la fosforilación de CREB. También 

hay proteínas G que activan la fosfolipasa (Gq) (Dickenson and Hill, 1998), o que interaccionan 

con canales iónicos (Ikeda, 1996). Cada receptor activa un tipo determinado de proteína G, y 

cada tipo celular expresa un juego particular de estas proteínas, lo que permite modular de 

manera tejido específica los efectos de la activación de cada receptor (Kull et al., 2000; 

Offermanns and Simon, 1998). 

b) Interacción con otros receptores de membrana 

Los receptores de adenosina tienen además la capacidad de modular indirectamente la sensibi-

lidad celular a otros sistemas de señal mediante la formación de heterodímeros con otros recep-

tores de membrana. Esta heterodimerización afecta a las características dinámicas de los recep-

tores. Aunque en los últimos años se han dado pasos hacia el uso de tejidos nativos, las eviden-

cias aportadas para demostrar este fenómeno están fundamentalmente basadas en el uso de 

líneas celulares transfectadas que sobreexpresan los receptores. Pese a todo, hoy es aceptada la 

existencia de oligómeros entre GPCRs. En la bibliografía se pueden encontrar trabajos en los 

que se describen la homomerización de este tipo de receptores (Lukasiewicz et al., 2007) y tam-

bién la formación de heterómeros, que incluyen dos (Carriba et al., 2007) o incluso tres tipos de 

receptor en la interacción (Cabello et al., 2009; Navarro et al., 2008). Por mencionar los más im-

portantes para el presente trabajo, las implicaciones de la formación de los dímeros A2AR-A1R 

(Ciruela et al., 2006) y A2AR-D2R (Ferre et al., 1991; Franco et al., 2000; Fuxe et al., 1998) serán 

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

1.2.2 La Adenosina en el Sistema Nervioso Central 

La adenosina ha sido relacionada con numerosos procesos fisiológicos y patológicos propios del 

sistema nervioso central (SNC), como la regulación del sueño, los procesos cognitivos, la memo-

ria, el aprendizaje, la neuroprotección, 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 está 

muy extendido en diversas culturas, muestra a este nivel efectos farmacológicos relacionados 

con su actividad como antagonista de los receptores de adenosina.  
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Las funciones fundamentales y específicas de la adenosina en el SNC son dos, aunque en reali-

dad están interrelacionadas: la neuroprotección y la neuromodulación. La neuroprotección ejer-

cida por la adenosina en el SNC está asociada a su capacidad como regulador homeostático 

general, que inhibe la actividad metabólica. Está relacionada con la actividad neuromodulado-

ra, puesto que la depresión metabólica que induce afecta a la liberación 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) Modulación sináptica y neuroprotección 

Esta actividad está relacionada con la activación de vías de señalización 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 metabólica como regulador homeostático). Inhibe, mediante la inactivación 

de los canales de calcio tipo N a nivel presináptico, la liberación de casi cualquier neurotransmi-

sor, entre ellos el glutamato y la dopamina (potencialmente tóxicos) (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 postsináptico reduce la sensibilidad de la 

membrana celular al inducir su hiperpolarización mediante la estimulación de los GIRKs (cana-

les rectificadores de potasio acoplados a proteína G), que liberan potasio al exterior (figura 4, 

página 24) (Birnstiel et al., 1992; Dunwiddie and Masino, 2001; Luscher et al., 1997; Thompson et 

al., 1992). Este fenómeno 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 podría estar relacionado con la activación de este receptor, dado que mejo-

ra la recuperación 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). Además, su knockeo dificulta la recuperación tras la hipoxia, aumenta 

la sensibilidad al dolor y agrava la ansiedad (Johansson et al., 2001). Estas capacidades son 

promovidas por agonistas del A1R y bloqueadas por sus antagonistas (Daval and Nicolas, 1994).  

b) Modulación sináptica fina  

Esta actividad es ejercida mediante la interacción con los receptores sinápticos para neuro-

transmisores como el glutamato o la dopamina. Como se comentaba en el apartado 1.2.1.b, los 
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receptores de adenosina pueden formar heterodímeros con otros receptores de membrana pro-

moviendo o inhibiendo su sensibilidad al ligando. De esta manera pueden modular la efectivi-

dad de la transmisión sináptica de los sistemas glutamatérgico y dopaminérgico (Boison et al., 

2012; Sebastiao and Ribeiro, 2009). Además, los receptores de adenosina pueden formar hete-

rodímeros entre ellos, con consecuencias relevantes para su funcionamiento. Este tema será 

desarrollado con más detalle en el capítulo dedicado al receptor de adenosina que centra el 

objeto de esta tesis, el A2A.  

 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.2.3 Potencial terapéutico de la modulación adenosinérgica 

Dada su actividad como regulador homeostático, la manipulación de la señalización 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 localización de sus efectos y frecuentes efectos secundarios. 

Figura 4. Inhibición de la excitabilidad neuronal por el A1R. Cuando el receptor se une a su 

ligando, bloquea la adenilato ciclasa (AC). En la membrana presináptica, bloquea además los 

canales de calcio, inhibiendo así la liberación de neurotransmisores como el glutamato. En  la 

membrana postsináptica, activa los canales de potasio, hiperpolarizando la célula y reduciendo 

su excitabilidad. 
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a) Aumento de los niveles de adenosina 

Una primera línea estratégica buscaría 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 inflamación, por lo que su uso en 

estos contextos podría 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 nucleósido al citoplasma pero no su formación extracelular, aumentando su concen-

tración en el medio. Esta manipulación 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 hipotensión (Barraco and Phillis, 1991; Spremulli et al., 1983). 

b) Estimulación o bloqueo de los receptores de adenosina 

El aumento o la disminución de la expresión de los receptores son procesos característicos de 

determinadas neuropatologías con implicaciones que en algunos casos interesa paliar. Este 

hecho por sí solo los convierte en potenciales dianas terapéuticas. Este planteamiento se ve 

además reforzado por la capacidad de estos receptores de desencadenar respuestas neuropro-

tectoras o neurotóxicas, 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 específicos para cada receptor de adenosina 

Hay un amplio catálogo 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 pequeñas 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 actúen sobre 

más de un tipo de receptor. Tampoco podemos saber el tipo celular sobre el que actúa, y dada la 

multifuncionalidad de la adenosina, es difícil asegurar si un efecto beneficioso, por ejemplo, se 

debe a la actuación de la molécula sobre los receptores de las neuronas pre o postsinápticas, de 

la glía, de células inflamatorias o de los capilares sanguíneos (Popoli et al., 2007). 
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Modulación de la expresión de los receptores 

Reduciendo o aumentando los niveles de expresión de los receptores mediante control trans-

cripcional estaríamos alterando su funcionalidad sin recurrir a agonistas o antagonistas. En 

cuanto a tratamientos terapéuticos, se trataría mayormente de estrategias en desarrollo, que 

implicarían terapias génicas o epigenéticas.  

1.3 Caracterización del receptor de adenosina A2A 

1.3.1 El gen ADORA2A 

El gen que codifica para el receptor de adenosina A2A es ADORA2A. Su secuencia genómica 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-

gión 22q11.23 (Le et al., 1996; MacCollin et al., 1994; Yu et al., 2004). Está 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 más expresada en cerebro es la isoforma h1E (Yu et al., 2004). Este 

exón presenta una isla CpG cuyo grado de metilación es responsable de su expresión basal en 

distintas líneas celulares así como de su expresión tejido específica en el cerebro, como reflejan 

las diferencias entre el putamen y el cerebelo (Buira et al., 2010a; Buira et al., 2010b).  
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Figura 5. Representación gráfica del gen ADORA2A humano (arriba) y de ratón (abajo). Las cajas 

representan regiones exónicas. En negro, isoformas del exón 1, de la h1A a la h1F (en el caso del 

humano) y de la m1A a la m1C (en el caso del ratón). En blanco, región codificante (CDS). En gris, 

región no codificante del exón 2. Las zonas ralladas representan islas CpG importantes para la regula-

ción transcripcional del gen en el cerebro. 
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El exón h1E tiene su homólogo en el ratón en el exón m1C, que también cuenta con una isla 

CpG en torno a él. El 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, página 26). 

 
 

1.3.2 Estructura de la proteína 

Como otras GPCRs, el receptor de adenosina A2A es una proteína con siete dominios transmem-

brana constituidos por hélices α, con el extremo -NH2 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 unión al ligando (Jaakola 

et al., 2008). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
1.3.3 Efectos de la activación del A2AR 

a) Neurotoxicidad 

La activación del receptor A2A ha sido relacionada con la toxicidad mediada por glutamato, 

neurotransmisor potencialmente tóxico (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 A1R formando heterodímeros con él (ver capítulo 2, apartado 2.1.4). De 

Figura 6. Estructura cristalográfica del A2AR. Marrón: hélices α; azul oscuro: ZM241385, antagonista 

del A2AR; amarillo, puentes disulfuro; rosa, dominio extracelular; rojo, molécula de ácido estérico; azul 

claro, dominio intracelular. A la derecha, detalle del sitio de unión, 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 

atómica de los aminoácidos implicados en la unión. (Fredholm et al., 2011) 
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hecho el bloqueo del A2AR refuerza la actividad neuroprotectora del A1R y es beneficioso en 

diferentes modelos de daño celular debido a isquemia o de neuropatologías como la epilepsia o 

la enfermedad de Parkinson (Chen et al., 1999; Monopoli et al., 1998; Popoli et al., 2002). En 

estos fenómenos podrían estar implicados también procesos inflamatorios y de regulación del 

flujo sanguíneo (Popoli et al., 2007).  

b) Neuroprotección 

Por otro lado, la señalización a través del A2AR estimula la mielinización (Stevens et al., 2002) y 

es básica para la producción y efecto de determinados factores tróficos como el BDNF (factor 

neurotrófico derivado de cerebro) (Lee and Chao, 2001; Tebano et al., 2008). Su activación puede 

reducir además los fenómenos proinflamatorios y la muerte celular que siguen a un evento 

hemorrágico en el cerebro (Mayne et al., 2001). El bloqueo del A2AR agrava el daño producido 

por la activación de los receptores de glutamato del tipo NMDA (Robledo et al., 1999), por lo 

que el uso de agonistas del A2AR a este nivel podría tener también efectos beneficiosos (Popoli et 

al., 2007). 

1.3.4 Regulación de la actividad del receptor de adenosina A2A 

a) Regulación transcripcional 

La expresión tejido específica del A2AR en el cerebro es controlada por la metilación de su pro-

motor, como demuestra la comparación de los perfiles de metilación y expresión del receptor 

entre el putamen y el cerebelo humanos y toda una serie de ensayos funcionales realizados en 

distintas líneas celulares. Los mismos estudios funcionales han identificado el factor de trans-

cripción YY-1 como represor de la expresión del A2AR y al ZBP-89 como activador. El papel del 

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

 
a) Procesos de desensibilización y resensibilización 

El estímulo que supone para el receptor la adición de un agonista es efectivo sólo durante un 

tiempo limitado, lo que puede tener implicaciones a la hora de diseñar un tratamiento. En gene-

ral, los receptores acoplados a proteína G siguen este comportamiento, en un fenómeno que se 

denomina desensitización. La desensitización implica varios mecanismos. En primer lugar, la 

activación del receptor desencadena una señal mediante su disociación de la proteína G. Una 

vez liberada, el receptor no podrá ejercer su señalización hasta no estar de nuevo unido a una 
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proteína G, lo que limita su actividad. En segundo lugar, si son fosforilados, los receptores pue-

den ser internalizados en vesículas en el plazo de minutos, de modo que quedan aislados de 

cualquier posible señal activadora. A más largo plazo, y si el estímulo se mantiene, puede darse 

una reducción en la expresión del receptor.  

La movilización de las vesículas de nuevo a la membrana recupera la funcionalidad del recep-

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

1.3.5 Distribución 

La expresión del A2AR es especialmente importante en los ganglios basales, aunque puede ser 

detectada en todo el cerebro. Además de las neuronas, las células del epitelio vascular y de la 

glía lo expresan, como mediador de respuestas de vasodilatación o diferenciación 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 órgano 

con mayor expresión del receptor es el estriado (figura 7). En esta región, la proteína G a la que 

se une es la Golf, y no la Ge como en otros tejidos. Estos dos fenómenos sugieren una función 

distintiva para el receptor en el estriado (Kull et al., 2000). Gran parte del receptor es intracelu-

lar, almacenado en vesículas, lo que puede indicar una elevada tasa de reemplazo del A2AR o la 

existencia de una reserva disponible para su movilización en procesos de resensitización. En 

primates se ha descrito que alrededor de un 3% del A2AR localizado en la membrana aparece en 

el botón sináptico, siendo el resto extrasináptico (Bogenpohl et al., 2012; Brand et al., 2008). En el 

estriado, el A2AR aparece no sólo en las neuronas propias de esta órgano, sino también en las 

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

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Distribución del A2AR en 

el cerebro humano mediante to-

mografía de emisión por positrones 

del ligando [11C]TMSX. La imagen 

incluye la señal de unión inespecífi-

ca del TMSX. La distribución mues-

tra una mayor unión en el putamen, 

la cabeza del caudado y el tálamo, y 

menor en el córtex.  (Mishina et al., 

2007).  
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Figura 8. Esquema representativo del 

circuito corteza-ganglios basales-

tálamo-corteza. 

 

2. Los ganglios basales y el control  

motor 
Hay varios órganos del SNC implicados en el control motor. Las interrelaciones que los conec-

tan mediante conexiones sinápticas forman diferentes circuitos cuyo funcionamiento paralelo o 

secuencial permite la integración de la información y el procesado de una respuesta motora 

(Band and van Boxtel, 1999; Graybiel, 1997). Este trabajo abarca tan sólo el circuito formado por 

la corteza cerebral, los ganglios basales y el tálamo, que interviene en la selección y coordina-

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

2.1 El circuito cortico-basal-talámico 

Los ganglios basales están funcionalmente inter-

puestos entre el córtex y el tálamo, de manera que 

procesan las señales procedentes de la corteza y las 

devuelven, a través del tálamo, de vuelta a la corte-

za, para modular la ejecución de los movimientos 

voluntarios (figura 8) (Albin et al., 1989; Alexander 

et al., 1990; Alexander et al., 1986; Blandini et al., 

2000; DeLong, 1990). Se cierra así un circuito, un 

loop que relaciona las tres estructuras. En condicio-

nes basales, la actividad del tálamo es inhibida 

tónicamente por la señal procedente de la estructu-

ra de salida de los ganglios basales, el complejo 

formado por la sustancia negra reticulada y el globo pálido medio (SNr/GPm), cuyas terminales 

nerviosas segregan el neurotransmisor inhibidor ácido γ-aminobutírico (GABA). En ausencia de 

estímulos, el tálamo permanece inhibido, por lo que el circuito no se cierra y no se produce mo-

vimiento (figura 10, página 34). 
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2.1.1 Los ganglios basales 

Los ganglios basales son una serie de núcleos subcorticales interconectados situados en el te-

lencéfalo: el estriado (dividido en caudado y putamen en humanos), el globo pálido (dividido 

en globo pálido medio y globo pálido lateral), la sustancia negra (dividida en partes reticulada y 

compacta), y el núcleo subtalámico (figura 9) (Blandini et al., 2000). Su actividad ha sido rela-

cionada con la integración de información espacial, la volición y la coordinación motora, impli-

cadas en conjunto en la selección de patrones motores que se ejecutan en las actividades rutina-

rias. El estriado puede dividirse en varias áreas topográficas que podrían estar especializadas en 

las diferentes tareas acometidas por los ganglios basales (figura 9). El putamen es la zona con 

una relación más estrecha con la función motora (Gerardin et al., 2004; Groenewegen, 2003; 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                 

                                                                         

 

 

 

 

Figura 9. Posición anatómica de los ganglios basales y detalle del estriado. A: posición anatómica de 

los distintos núcleos de los ganglios basales en un corte coronal del cerebro humano. B: tinción 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 pálido medio y lateral; rojo: núcleo subtalámico; azul: sus-

tancia negra. C: división anatómica del estriado, en putamen (violeta) y caudado (rojo). Adaptado de 

Burton et al., (2003) y http://www.thehumanbrain.info/. 

 

A 

B C 



2.1 El circuito cortico-basal-talámico 

- 33 - 

2.1.2 Papel de la sustancia negra en el control motor 

La visión actual de la función del circuito cortico-basal-talámico es la de seleccionar un patrón 

motor de entre todos los que el córtex elabora a partir de la información que nos rodea (Mink, 

2003). Para ello, distintas áreas de la corteza cerebral envían terminales nerviosas excitadoras 

(glutamatérgicas) al estriado (McGeorge and Faull, 1989) y a la sustancia negra. La sustancia 

negra está compuesta por dos regiones, la sustancia negra compacta (SNc) y la sustancia negra 

reticulada (SNr). La SNr conforma, junto con el globo pálido medio (GPm), una estructura fun-

cional que envía terminales GABAérgicos al tálamo inhibiéndolo de forma tónica. La activación 

de la SNc es de gran importancia, ya que está 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 continuación  

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 órgano de entrada de la señal sináp-

tica a los ganglios basales, el estriado. El estriado está 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 característico de expresión proteica y una división 

funcional fundamental para el control motor: 

 Las neuronas de la vía directa (que desinhibe el tálamo 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 vía de salida de señal de los ganglios basales (SNr/GPm). Al 

reducirse la inhibición talámica, el circuito cortico-basal-talámico se cierra, de manera que 

la señal sináptica es devuelta a la corteza y se inicia el movimiento (figura 10, página 34). 

 Las neuronas de la vía indirecta (refuerza la inhibición del tálamo, y con ella la represión 

motora). Las neuronas que la componen expresan preferentemente receptores de dopa-

mina D2, receptores de adenosina A2A y encefalina. Inervan e inhiben el globo pálido me-

dio, que a su vez inhibe la vía de salida de señal de los ganglios basales (SNr/GPm). Por 

tanto su actividad refuerza la inhibición talámica impidiendo el movimiento (figura 10, 

página 34). 
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Figura 10. Circuito cortico-basal-talámico en detalle, indicando la segregación de las vías directa e indi-

recta. A: representación esquemática de la organización funcional del circuito de los ganglios basales. Re-

saltada con el muñeco verde, la vía directa (activadora). Resaltada con el rojo, la vía indirecta (inhibidora). 

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 sinápticas, mientras que el GABA es una señal inhibidora de la 

transmisión. B: esquema de las mismas conexiones sobre una tinción con cristal violeta de una sección 

coronal de cerebro. Las flechas verdes corresponden a la vía directa, mientras las naranjas indican la vía 

indirecta. SNc: sustancia negra compacta, NsubT: núcleo subtalámico, GPlat: globo pálido lateral, GPm: 

globo pálido medio, SNr: sustancia negra reticulada.  

Adaptado de Blandini et al., (2000), y http://www.thehumanbrain.info/. 
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Cada vía reacciona de manera diferente al recibir la señal dopaminérgica, puesto que los recep-

tores de dopamina están segregados y tienen efectos opuestos en su interacción con la AC 

(Gerfen, 2000; Stoof and Kebabian, 1981). La dopamina activa la vía directa e inhibe la indirecta. 

Esta descompensación entre las dos vías lleva a una reducción de la inhibición talámica que 

permite que el ciclo corteza-ganglios basales-tálamo se cierre y se produzca el movimiento. Por 

tanto, y según el modelo, del balance entre la actividad de las dos vías depende que el movi-

miento se inicie o no (Gerfen and Surmeier, 2011). Esto sitúa al estriado en una posición funda-

mental en lo referente al control de los movimientos voluntarios. 

2.1.4 Relevancia del A2AR en el control motor 

a) El dímero A2AR-D2R 

La relevancia del A2AR en el control motor deriva de su distribución en el cerebro y de su rela-

ción con el receptor de dopamina D2 (D2R). La expresión del A2AR está concentrada en las neu-

ronas GABAérgicas medianas espinosas de la vía indirecta, que expresan a su vez el D2R. El 

correcto funcionamiento de la señal dopaminérgica que alcanza estas células es fundamental 

para el control motor, como se ha señalado. La formación de heterodímeros entre el A2AR y el 

D2R en sus membranas afecta a la eficacia de la transmisión dopaminérgica.  

La interacción entre el A2AR y el D2R (Ferre et al., 2008) tiene un efecto inhibidor recíproco. 

Cuando se unen a su ligando específico, los receptores de dopamina D2 inhiben a los de adeno-

sina A2A, y viceversa. Hay dos tipos de interacción, que además difieren en cuanto al fenómeno 

que modulan: 

1. Efecto antagónico de la activación del A2AR y del D2R sobre la AC: los receptores de 

dopamina, como los de adenosina, se acoplan a proteína G. El D2R se une a la proteína Gi/0, 

inhibiendo la AC. Es decir, contrarresta el efecto que la activación del A2AR tiene sobre la 

vía del AMPc. Este fenómeno no requiere la formación del dímero. 

2. Inhibición de la unión del D2R a su ligando por activación del A2AR: cuando el D2R forma 

heterodímeros con el A2AR, se une a la Gq/11. En este caso la unión del receptor a la dopami-

na activa la PLC, induciendo un descenso en la excitabilidad neuronal y en la liberación de 

neurotransmisores. Este efecto se mitiga con la activación del A2AR implicado en el hete-

rodímero, pues reduce la afinidad del D2R por su ligando. Este tipo de interacción, que im-

plica la heterodimerización, 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 señalización de la adenosina a través del A2AR es capaz de modular la señaliza-

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

b) El dímero A2AR-A1R 

En el estriado este dímero se forma en la membrana presináptica. En la postsináptica no es rele-

vante, puesto que su expresión está segregada: las neuronas de la vía directa expresan el A1R, y 

las de la indirecta el A2AR. Como en el caso del dímero A2AR-D2R, el efecto es antagónico. En 

condiciones basales, el receptor activo es el A1. Cuando los niveles de adenosina aumentan, el 

receptor con más afinidad pasa a ser el A2A, que al activarse dentro del dímero inhibe la activi-

dad del A1R. Como consecuencia se pierde la actividad neuroprotectora, promoviéndose la 

liberación 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 A1R y 

es beneficioso en diferentes modelos de daño celular debido a isquemia o de neuropatologías 

como la epilepsia o la enfermedad de Parkinson (Chen et al., 1999; Monopoli et al., 1998; Popoli 

et al., 2002). Esta inducción de la excitabilidad neuronal mediante el bloqueo del A1R es la base 

de la actividad neurotóxica del A2AR. 

 

 

 

 

Figura 11. Efecto del aumento en los niveles de adenosina en la actividad de los receptores A1 y A2A. A 

la izquierda, con bajos niveles de adenosina, el A1R limita la liberación de neurotransmisores como el glu-

tamato. A la derecha, el A2AR, que forma heterodímeros con el A1R, se activa con el aumento de los niveles 

de adenosina en el medio. Como consecuencia, inhibe la actividad neuroprotectora del A1R. 

2.1.5 Evidencias de la relevancia del A2AR en el control motor 

Según el modelo que estamos describiendo la adenosina es capaz de modular la actividad mo-

tora gracias a su capacidad de interferir en la señalización dopaminérgica. Un incremento en los 

niveles de adenosina tendría como consecuencia una inhibición motora: los receptores de do-
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pamina implicados en los heterodímeros perderían afinidad por su ligando, de manera que la 

señal dopaminérgica vería reducida su eficacia. La vía directa no se activaría, y la indirecta 

permanecería tónicamente activada. Como consecuencia, la actividad motora disminuiría. Y al 

revés, una reducción de los niveles de adenosina tendría 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 A2A (Boissier and 

Simon, 1965; El Yacoubi et al., 2000). Esto está ampliamente descrito y aceptado, formando parte 

prácticamente del saber popular si consideramos que la cafeína y la teofilina, antagonistas ines-

pecíficos de los receptores de adenosina, son sustancias cuyo consumo está muy extendido en 

muchas culturas. Los agonistas del receptor, en cambio, tienen actividad sedante (figura 12, 

página 38) (Mingote et al., 2008). Además, la hiperlocomoción inducida por los agonistas de los 

receptores de dopamina se ve atenuada por los agonistas de A2A y de A1, y exacerbada por sus 

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

b) Efectos de la manipulación de los niveles del A2AR en modelos murinos. 

1. Los ratones Adktml-/--Tg (UbiAdk) tienen una expresión más 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 específico del A2AR estriatal (ratones Dlx5/6-Cre(+)A2ARflox+/+) agrava la hiper-

locomoción inducida por los agonistas del D2R. Este fenómeno se atribuye a la pérdida, en estos 

ratones, del bloqueo que el A2AR ejerce sobre el D2R en el estriado. Además, los antagonistas del 

A2AR, 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 presinápticos (Shen et al., 2008). 

3. Cuando el knockeo afecta a una región más amplia, como en el caso de los ratones CaMKIIα-

Cre(+)A2Aflox+/+, en los que el A2AR no se expresa en el cerebro, el efecto de los antagonistas del 

D2R se ve, por el contrario, atenuado. Este hecho sugiere un papel diferente para los A2AR extra-

estriatales y/o los estriatales presinápticos del que tienen los expresados en el estriado en rela-

ción a la regulación de la respuesta a esas sustancias (Shen et al., 2008). 
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Figura 12. Representación esquemática del modelo según el cuál los receptores de adenosina modulan 

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

activa la vía 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 lógica del modelo, la sobreexpresión del receptor A2A en el cerebro podría redu-

cir la actividad motora. Sin embargo, ratas manipuladas para sobreexpresar el receptor en el 

cerebro no presentan síntomas motores (Gimenez-Llort et al., 2007). Considerando el punto 

anterior, quizá habría de comprobarse en un modelo con una sobreexpresión del receptor foca-

lizada en el estriado. 

5. Los ratones Adk-tg, con una elevada actividad de la adenosín quinasa en el cerebro, presen-

tan hiperlocomoción y síntomas psicóticos como los inducidos por agonistas de los receptores 

de dopamina o antagonistas de los de glutamato. La implantación de injertos que liberan ade-

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

c) Disfunción de los ganglios basales en contextos neuropatológicos 

Las alteraciones del correcto funcionamiento del circuito cortico-estriatal tienen implicaciones 

motoras. Existen patologías 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 paradigmáticas en cuanto a sus síntomas motores. En ambas, la expresión del A2AR 

está alterada, como veremos más adelante. 
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3. Enfermedades neurológicas con 

trastorno motor asociado tratadas en 

este trabajo 

3.1 La enfermedad de Parkinson 

La enfermedad de Parkinson (EP) constituye la segunda afección neurodegenerativa más fre-

cuente superada sólo por el Alzheimer. Su prevalencia ronda el 0,5-1% entre personas de 65 a 69 

años, aumentando hasta el 1-3% a partir de los 80 años (Nussbaum and Ellis, 2003). Su aparición 

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 países desarrollados hará por tanto 

que su incidencia aumente en las próximas décadas (de Lau and Breteler, 2006; Pezzoli and 

Zini, 2010). La neurodegeneración característica 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 sintomatología 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 vías de 

investigación relativas a la posible etiología de la enfermedad (ver tabla 2, página 42).  

3.1.1 Las alteraciones motoras en la enfermedad de Parkinson 

La EP es el ejemplo paradigmático de trastorno hipocinético asociado a una disfunción 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 administración representa la estrategia terapéutica más común en la 

EP. Es decir, las personas con EP pueden presentar un cuadro motor complejo, resultado de los 

síntomas propios de la enfermedad (parkinsonismo) y los efectos secundarios del tratamiento 

(discinesias). 
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Ref Gen Relación con la EP, 
 heredabilidad 

Referencias 

PARK1=PARK4 SNCA (α-sinucleína) Causa de EP, autosómica domi-
nante 

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

1997) 

PARK2 PRKN (Parkina) Causa de EP juvenil, autosómi-
ca recesiva 

(Kitada et al., 1998) 

PARK3 FBXO48 (Proteína F-box 
48) 

Escasa relación con la EP (Xiu et al., 2013) 

PARK5 UCHL1 (Ubiquitín car-
boxilo-terminal hidrola-

sa L1) 

Asociación incierta, descrita en 
una familia que presenta LB. 

Autosómica dominante 

(Leroy et al., 1998) 

PARK6 PINK1 (Quinasa induci-
ble por PTEN 1) 

Asociada a EP juvenil, autosó-
mica recesiva 

(Valente et al., 2004) 

PARK7 DJ-1 (Proteína de la EP 
7) 

Causa de EP, autosómica rece-
siva 

(Bonifati et al., 2003) 

PARK8 LRRK2 (Quinasa rica en 
leucina 2) 

Causa de EP, autosómica domi-
nante 

(Zimprich et al., 2004) 

PARK9 ATP13A2 (ATPasa 
13A2) 

Causa el síndrome Kufor-
Rakeb, asociación con EP no 

demostrada 

(Chan et al., 2013) 

PARK10 Cromosoma 1p34-p32 Región de riesgo, pero no se ha 
demostrado la relación 

(Wan et al., 2014) 

PARK11 GIGYF2 (proteína de 
interacción con Grb10) 

Podría representar un factor de 
riesgo para la EP, autosómica 

dominante 

(Wang et al., 2011) 

PARK12 ATP1B4 (Subunidad β4 
de la bomba so-

dio/potasio) 

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

(Gao et al., 2014) 

PARK13 HTRA2 (serina peptida-
sa HtrA2 mitocondrial) 

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

(Kruger et al., 2011) 

PARK14 PLA2G6 (Fosfolipasa A2 
independiente de calcio 

Podría ser causativa de un pe-
queño porcentaje de casos de 

EP, autosómica recesiva 

(Gui et al., 2013) 

PARK15 FBXO7 (Proteína F-box 
7) 

Causa de EP juvenil, autosómi-
ca recesiva 

(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 sinónimo de trastorno hipocinético. Por parkinso-

nismo se entiende una combinación de síntomas que incluyen temblor en reposo, rigidez, bra-

dicinesia (ralentización motora) y fallo de los reflejos posturales. Estos síntomas principales 
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suelen ir acompañados por otros, de tipo motor (como la congelación durante la marcha) o no 

(como demencia, depresión o frecuentes constipados). La principal causa de parkinsonismo es 

la enfermedad de Parkinson, pero su origen puede también ser secundario a otras patologías 

como la hidrocefalia, la aparición de tumores o las alteraciones vasculares. El parkinsonismo 

puede tener además origen psicogénico, o estar inducido por fármacos que bloquean los recep-

tores de dopamina o promueven su degradación (ver apartado 3.3.1) o por intoxicación (por 

ejemplo, debida al consumo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina, más 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 distonía o corea (contracciones involuntarias del músculo, 

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 Clínica 

a) Sintomatología 

La EP es en realidad un trastorno sistémico en el que la sintomatología motora, de aparecer, es 

precedida por toda una serie de signos no motores, que afectan al olfato, el sueño o las funcio-

nes mentales (Ferrer et al., 2012). No obstante, los rasgos clínicos más característicos de la EP 

siguen siendo síntomas motores como la presencia de temblor en reposo, rigidez, bradicinesia e 

inestabilidad postural. El parkinsonismo es un síndrome que puede aparecer también en otros 

contextos patológicos, por lo que para diagnosticar una EP se considera necesario presentar al 

menos dos de estos síntomas, excluir posibles causas de parkinsonismo secundario (el provoca-

do por determinados tratamientos) y presentar una buena respuesta de los síntomas al trata-

miento clásico anti-parkinsoniano, la levodopa (Litvan et al., 2003). Los síntomas no aparecen 

hasta que la neurodegeneración está 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 daño no afecta en exclusiva al sistema dopaminérgico. La dege-

neración de la sustancia negra va siempre acompañada de una extensa patología asociada fuera 

de esta región, que afecta al sistema límbico, la corteza y el sistema autónomo (Braak and Braak, 

2000). Esto está relacionado con los síntomas no motores como la demencia o el deterioro cogni-

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

El diagnóstico clínico no es definitivo y sólo el análisis postmortem permite la categorización 

definitiva de la enfermedad. El rasgo neuropatológico definitorio de la EP es la presencia de 

inclusiones citoplasmáticas proteicas aberrantes, denominadas cuerpos de Lewy (LB) o neuritas 

de Lewy, según tengan forma globular o fibrilar (Braak et al., 2003). Aunque no se sabe exacta-

mente cómo, estas inclusiones están relacionadas con la muerte neuronal y aparecen ya en eta-

pas presintomáticas. En función de la topografía de las inclusiones el diagnóstico neuropatoló-

gico postmortem clasifica la enfermedad en seis estadios, que van del 1 al 6. La sintomatología 

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

Los LB consisten en agregados insolubles compuestos fundamentalmente por α-sinucleína 

(Baba et al., 1998; Duda et al., 2000; Irizarry et al., 1998), aunque también contienen proteínas 

fosforiladas y ubiquitina (Spillantini et al., 1997). La α-sinucleína es una proteína sináptica im-

plicada en la regulación de la movilización de vesículas sinápticas en las terminales nerviosas 

(Cabin et al., 2002). Su relevancia en la EP está bien fundada por el descubrimiento de ciertas 

mutaciones en su gen asociadas a formas de EP familiar (ver tabla 2, página 42). La ubiquitina, 

por su parte, es una proteína que se conjuga con otras constituyendo una marca par su degra-

dación por el proteasoma (Ciechanover, 1993). La degradación de la α-sinucleína, llevada a cabo 

por el proteasoma, ocurre mucho más lentamente en el caso de una forma mutada como la 

A53T, relacionada con la enfermedad. Este fenómeno podría constituir una explicación de la 

acumulación de agregados de la proteína en las formas familiares de la EP. Además, otras for-

mas de EP familiar están asociadas a mutaciones que afectan al sistema ubiquitina-proteasoma 

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

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Progresión topográfica de la aparición de LB en la EP a medida que avanza la patología. 

(Braak et al., 2003) 
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3.1.3 Etiología 

La EP es en realidad una enfermedad sistémica, en la que el daño celular, que no se restringe a 

la sustancia negra, se debe a la confluencia de distintos fenómenos patológicos. La formación de 

LB correlaciona sólo hasta cierto punto con la clínica y la muerte neuronal, dejando un papel 

relevante también a la disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo, las modificaciones proteicas 

postraduccionales o la alteración del sistema ubiquitina-proteasoma y la autofagia. En conjunto, 

puede hablarse de una actividad celular subóptima que acaba conduciendo a la muerte de la 

neurona (Ferrer et al., 2012). 

Hay varias teorías para explicar la etiología de la enfermedad. La ausencia de causas genéticas 

evidentes en la mayoría de los casos esporádicos, la existencia de variaciones interculturales 

observadas en su prevalencia (de Lau and Breteler, 2006) y la relación observada entre la expo-

sición a diferentes tóxicos y aparición de la enfermedad (Semchuk et al., 1992) justifican la suge-

rencia de los mecanismos epigenéticos como posibles interventores en la aparición y desarrollo 

de la enfermedad. 

En cualquier caso, hay tres procesos fundamentales que ocurren de manera relacionada: la 

agregación de la α-sinucleína, la pérdida de efectividad del proteasoma y la disfunción mito-

condrial.  

 Agregación de α-sinucleína: la hipótesis de la agregación proteica como mecanismo de pro-

tección celular frente a especies solubles tóxicas en enfermedades neurodegenerativas ha si-

do propuesta para los LB (Ross and Poirier, 2005). No obstante, existen trabajos que apuntan 

más bien hacia su toxicidad (Wan and Chung, 2012). La mutación de la α-sinucleína 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 cómo los agregados proteicos pueden inhibir el proteasoma mediante sa-

turación de las chaperonas necesarias para su funcionamiento o por interacción directa 

(Bence et al., 2001). Además, la sobreexpresión de α-sinucleína afecta negativamente a la 

función mitocondrial (Hsu et al., 2000). 

 Disfunción del proteasoma: varias formas de EP familiar están provocadas por mutaciones 

en genes de proteínas que forman parte del UPS, como PARK2 o PARK5. 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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cómo su inhibición lleva a la formación de agregados de α-sinucleína y a disfunción mito-

condrial (Fornai et al., 2003; McNaught et al., 2002). Que la α-sinucleína sea un componente 

mayoritario de los LB parece sugerir que el proteasoma no es capaz de procesar correcta-

mente la degradación de las proteínas que los conforman. 

 Estrés oxidativo y disfunción mitocondrial: el papel que la disfunción mitocondrial podría 

tener en la EP se reforzó 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). Además, la inyec-

ción de rotenona (otro inhibidor del complejo I), reproduce varias características de la en-

fermedad, incluida la aparición de LB. El estrés oxidativo es característico de individuos con 

EP, incluso en etapas presintomáticas (Dexter et al., 1994). Las mitocondrias aparecen a me-

nudo contenidas en los LB (Gai et al., 2000), y su disfunción podría estar implicada en las al-

teraciones del proteasoma y la acumulación de agregados de α-sinucleína (Fornai et al., 

2005). 

3.1.4 El receptor de adenosina A2A en la enfermedad de Parkinson 

El receptor A2A está patológicamente sobreexpresado en el putamen de los pacientes de EP 

(Calon et al., 2004). El efecto inhibidor que el A2AR tiene sobre el D2R agrava así los efectos de la 

disminución de la señalización 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 A2AR puede rescatar la funcionalidad del D2R. Se trataría 

de una estrategia paliativa, pero de gran utilidad si permitiera reducir las dosis empleadas de 

levodopa, el fármaco más ampliamente utilizado en el tratamiento de la EP (figura 14, página 

47). Esta droga, que sustituye a la dopamina, induce a largo plazo la aparición de síntomas 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 clínica 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 hipometilación del A2AR en 

el estriado y su sensibilidad in vitro a tratamientos metilantes y desmetilantes (Buira et al., 

2010a; Buira et al., 2010b), sería el tratamiento adyuvante con S-adenosil metionina (SAM) 

(Barrachina et al., 2011). El SAM, donador habitual de grupos metilo en el organismo, está 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 clínica para el tratamiento de la de-

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Relevancia del A2AR estriatal en la etiología de la enfermedad de Parkinson. A: sobreex-

presión patológica del A2AR en la EP, que agrava la reducción de la señal dopaminérgica en el estriado 

debida a la muerte neuronal en la sustancia negra. Como consecuencia, la vía 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. Así se activa la vía directa y 

se inhibe la indirecta, promoviendo el movimiento. Los antagonistas del A2AR contribuyen por su 

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

La enfermedad de Huntington (EH) es un desorden genético autosómico dominante caracteri-

zado por el desarrollo progresivo de problemas motores, alteraciones psiquiátricas y declive 

cognitivo. Este conjunto de síntomas e debe a un proceso neurodegenerativo de muerte neuro-

nal selectiva y astrogliosis que afecta sobre todo a estriado y córtex, aunque hay una reducción 

general en el tamaño del cerebro de los enfermos (de la Monte et al., 1988). Suele aparecer en la 

madurez (a partir de los cuarenta, cincuenta años), existiendo formas tempranas que pueden 

manifestarse ya en la infancia. La enfermedad progresa durante quince o veinte años hasta con-

ducir, inexorablemente, a la muerte.  

3.2.1 Las alteraciones motoras en la enfermedad de Huntignton 

La EH constituye un ejemplo paradigmático de trastorno hipercinético asociado a una disfun-

ción de los ganglios basales. La corea es su alteración motora más característica, aunque este 

trastorno motor puede tener otras causas (por ejemplo, un daño tisular en el estriado debido a 

una lesión o a la aparición de un tumor). Se trata de un movimiento involuntario irregular rápi-

do, puntual, no rítmico que fluye de una zona del cuerpo a otra. Además, en la EH pueden dar-

se también otros trastornos motores, como la distonía (contracción involuntaria sostenida de un 

músculo, 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 fármacos hay muchos que bloquean el receptor de dopamina D2, y que han sido 

relacionados con el desarrollo de discinesias tardías (ver tabla 4, capítulo 3.3.1, página 53). 

 

 Ritmico Repetición 

de la postura 

Movimiento 

estereotipado 

Supresibilidad 

Corea No No Raramente No 

Distonía Raramente Sí A veces Parcial y limitada en el tiempo 

Tics No Sí Sí Generalmente sí 

 

Tabla 3. Trastornos hipercinéticos comunes en la EH. En las columnas de la derecha se indican las carac-

terísticas 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 Clínica 

El proceso neurodegenerativo afecta principalmente a las neuronas GABAérgicas del estriado, 

mostrando una sensibilidad mayor y más temprana las que contienen encefalina y expresan 

preferentemente los receptores de adenosina A2A y de dopamina D2 (Glass et al., 2000; Reiner et 

al., 1988). La enfermedad se divide a efectos clínicos en cinco estadios que van del 0 al 4. Esta 

clasificación considera el aspecto macroscópico 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 macroscópicamente 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 última fase, el cerebro está claramente atro-

fiado, la astrocitosis es generalizada y la pérdida neuronal en el caudado supera el 90% (Hodges 

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

3.2.3 Etiología 

La enfermedad es causada, a nivel molecular, por la expansión 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 polimórfica, pudiendo contener 

entre 6 y 36 repeticiones del triplete. La patología aparece cuando el triplete se expande por 

encima de (CAG)37-40. El desarrollo de la enfermedad tiene que ver con la magnitud de la expan-

sión: las formas adultas de EH suelen presentar (CAG)40-55, mientras que con (CAG)70-180 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 proteína, mucho más 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 está clara su función 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 vesículas y microtúbulos, lo que 

sugiere una función relacionada con el anclaje del citoesqueleto o al transporte de vesículas 

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

La forma mutada tiene actividad tóxica. La expansión de la poliQ conlleva un cambio confor-

macional de la proteína, que no se procesa correctamente y se acumula en agregados (Ross, 

2002). No obstante, no está claro cómo esta alteración 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.  

 La nueva conformación podría conllevar una ganancia o una pérdida de funcionalidad de la 

huntingtina (Cattaneo et al., 2001).  

 La proteína mutada o los productos de su procesado establecen interacciones aberrantes con 

otras moléculas. Este fenómeno podría suponer el secuestro de factores de transcripción 

(Chiang et al., 2005) o la aparición de una actividad microARN (Banez-Coronel et al., 2012), 

que afectarían a la correcta expresión genética y explicaría ciertos cambios en los perfiles de 

expresión proteica asociados a la evolución de la enfermedad (Glass et al., 2000).  

 El metabolismo energético es otra de las funciones básicas 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 liberación de citocromo c. El citocromo c constituye en sí un 

iniciador de la apoptosis, fenómeno responsable al menos en parte de la muerte celular en la 

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

 La función 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 ubiquitín-

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 acumulación de las formas mu-

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

3.2.4 El receptor de adenosina A2A en la enfermedad de Huntington  

Con la intención de buscar el mecanismo molecular en que se basa la acción de la huntingtina 

mutada, se han realizado diversas descripciones de los patrones de expresión de ARNm y pro-

teína 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 expresión 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 

A2A (figura 15A, página 52). Hay varios trabajos sobre la relevancia que el A2A puede tener en la 

etiología de la neurodegeneración típica de la enfermedad. Los niveles del factor neurotrófico 

derivado del cerebro (BDNF) están 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 
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del A2AR promueve la actividad del sistema ubiquitín-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 farmacológicas para la EH con el A2AR 

como diana (figura 15B, página 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 sobreexpresión o incremento de la actividad del receptor en las fases más tem-

pranas del trastorno, previas a cualquier tipo de muerte celular (Chou et al., 2005; Tarditi et al., 

2006; Varani et al., 2001). Esta sobreexpresión podría ser un mecanismo compensatorio que 

estimulase vías tróficas 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 prevención de la degeneración (Blum et al., 2003a; Fink 

et al., 2004) hasta el drástico incremento del daño estriatal (Domenici et al., 2007; Mievis et al., 

2011; Popoli et al., 2008). El análisis de esos resultados ha permitido la distinción entre los efec-

tos de la manipulación de los receptores según su localización celular. El bloqueo presináptico 

del A2AR sería protector, mientras que el postsináptico sería dañino. El efecto neuroprotector 

estaría relacionado con la prevención de la liberación de glutamato ya comentada en secciones 

anteriores. 

b) Uso de agonistas del A2AR en etapas avanzadas preferiblemente a nivel postsináptico en 

el estriado (Popoli et al., 2008).  

El efecto beneficioso de estas drogas y su capacidad para provocar una mejora de los síntomas 

han sido mostrados en modelos de ratón (Chou et al., 2005; Huang et al., 2011). Este efecto bene-

ficioso podría explicarse de distintas maneras. La activación del A2AR podría estar relacionada 

con la recuperación de la funcionalidad del proteasoma (Chiang et al., 2009). Considerando el 

antagonismo entre el A2AR y el receptor de dopamina D2, este tipo de tratamiento podría preve-

nir el potencial tóxico de una excesiva actividad dopaminérgica (Charvin et al., 2005), como de 

hecho hace con la glutamatérgica (Dunwiddie and Masino, 2001). La activación del A2AR pone 

en marcha vías de supervivencia celular como la del BDNF (Assaife-Lopes et al., 2013; Tebano 

et al., 2008), y la estimulación de la vía PKA podría 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 inequívocos.  
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Figura 15. Relevancia del A2AR en la EH. A: influencia del A2AR estriatal en la enfermedad de Hun-

tington. La actividad presináptica del receptor estimula la liberación de glutamato, cuya toxicidad 

contribuye a la degeneración del estriado. La vía indirecta pierde funcionalidad debido a la reducida 

expresión del A2AR en sus neuronas. Se pierde así la inhibición motora. B: estrategias terapéuticas 

relacionadas con el A2AR en la EH. El bloqueo presináptico del receptor reduciría la liberación de glu-

tamato, y con ello su toxicidad. El uso de agonistas postsinápticos recuperaría la funcionalidad del 

receptor en la vía indirecta, rescatando la inhibición motora.  
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3.3 La esquizofrenia 

La esquizofrenia es un desorden psicótico cuya etiología y categorización no están aún bien 

definidas. Pese a todo el esfuerzo invertido en la investigación de este trastorno, ni siquiera está 

claro que el término corresponda a una condición única o si se solapa o no con otros desórdenes 

similares. La heterogeneidad de los resultados de distintas investigaciones y la práctica clínica, 

que tiende a la definición de subgrupos fenotípicos de pacientes, apuntan a la idea de que la 

esquizofrenia se trata de un síndrome, un conjunto de síntomas 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 niños pequeños 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 síntomas 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 reaparición del trastorno infantil 

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

Tabla 4. Trastornos motores inducidos por fármacos antidopaminérgicos. Adaptado de Fahn et al., (2009). 

TRASTORNOS MOTORES INDUCIDOS POR FÁRMACOS ANTIDOPAMINÉRGICOS 

TRASTORNOS MOTORES SÍNDROMES TARDÍOS (persisten al menos un 
mes tras la retirada del fármaco causante) 

Parkinsonismo inducido por neurolépticos: rigi-
dez, bradicinesia, inestabilidad postural y todo el 

resto de síntomas de la EP relacionados con la 
dosis del fármaco. 

Discinesia tardía clásica: movimientos repetitivos 
de masticación y protrusión de la lengua. 

Acatisia aguda / tardía: inquietud aliviada por frecuentes movimientos como caminar en el sitio, cambiar 
el peso de pie, cruzar y descruzar las piernas (si está sentado) 

Reacción distónica aguda: contracciones anor-
malmente sostenidas de los músculos o de posturas 
forzadas, que suelen afectar a los ojos, el cuello, la 

cara o el tronco. 

Distonía tardía: contracción sostenida del cuello, el 
tronco, la zona oral o la cara. 
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En las personas que reciben tratamiento contra la esquizofrenia es muy frecuente además el 

desarrollo de alteraciones motoras relacionadas con la actividad de los fármacos antipsicóticos, 

que bloquean la actividad del receptor de dopamina D2 (ver tabla 4, página 53). Otro tipo de 

alteración motora muy común 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, estarían incluidos en esta categoría.  

3.3.2 Clínica 

El diagnóstico se apoya fundamentalmente en la sintomatología. Las personas afectadas presen-

tan, al menos, dos de los tres grupos de síntomas considerados característicos de la esquizofre-

nia: síntomas positivos (delirios, alucinaciones, excitación, grandiosidad, recelo...), síntomas 

negativos (apatía, abulia, depresión, falta de interacción social...) y síntomas generales (que 

afectan a capacidades cognitivas e incluyen trastornos motores) (tabla 5, página 55). Estos 

síntomas no son independientes entre sí, sino que pueden solaparse. Esto sucede especialmente 

entre los síntomas negativos y generales, que parecen tener evolución y respuesta a los trata-

mientos independientes de las de los síntomas positivos (Boison et al., 2012; Lang et al., 2007; 

Simpson et al., 2010). No existen tests objetivos para la evaluación de estos síntomas, sino que 

cada uno de ellos se valora en una entrevista personal con el paciente, mediante el uso de esca-

las de evaluación como la PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale) y la NES (Neurological 

Evaluation Scale). Esto es así porque se desconoce la patofisiología de la enfermedad y se carece 

por tanto de biomarcadores. Aunque existen algunas características biológicas comunes, como 

el incremento de tamaño de los ventrículos cerebrales o el incremento de los niveles de dopa-

mina, no son lo suficientemente sensibles o específicos como para ser útiles en el diagnóstico 

(Allen et al., 2009). Mientras no se esclarezca la etiología de la enfermedad, el diagnóstico se-

guirá basado en la evaluación de los síntomas eliminando los diferenciales más probables (abu-

so de drogas, contribución de otras condiciones neuropatológicas o enfermedades metabólicas) 

(van Os, 2009). 

3.3.3 Etiología 

Las hipótesis acerca de las causas de la esquizofrenia son varias, y no son excluyentes entre sí. 

Más bien se considera que la combinación 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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Tabla 5. Síntomas positivos, negativos y generales clasificados según los diferentes ítems de la escala 

PANSS (Kay et al., 1987). 

 

duda no es el único, como demuestra la existencia de gemelos monozigóticos que no comparten 

la enfermedad (Poltorak et al., 1997), o la asociación entre factores sociales e incidencia de la 

esquizofrenia (Selten and Cantor-Graae, 2005). Estos hechos hacen razonable pensar en la impli-

cación 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 podrían 

estar relacionados con las alteraciones morfológicas que a menudo se detectan en los cerebros 

de individuos afectados (ventrículos más amplios de lo normal, reducción del tamaño cerebral, 

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

Hay varias hipótesis centradas en el aspecto neuroquímico de la enfermedad, que cogieron 

fuerza a partir del descubrimiento en los años 60 de la actividad antipsicótica de los antagonis-

tas de los receptores de dopamina. La teoría hiperdopaminérgica propone una hiperactividad 

Síntomas positivos Síntomas negativos Síntomas generales 

Delirios 

Desorganización conceptual 

Conducta alucinatoria 

Excitación 

Grandiosidad 

Suspicacia  

Hostilidad 

Embotamiento afectivo 

Retracción emocional  

Pobre relación 

Retracción social, apatía  

Dificultad de pensamiento abs-

tracto 

Falta de espontaneidad y fluidez 

en la conversación 

Pensamiento estereotipado 

Preocupaciones somáticas 

Ansiedad 

Sentimiento de culpa 

Tensión motora 

Manierismos y posturas 

Depresión 

Retardo motor 

Falta de colaboración 

Contenidos inusuales del pen-

samiento 

Desorientación 

Déficit de atención 

Ausencia de juicio e introspec-

ción 

Trastornos de la volición 

Control deficiente de impulsos 

Preocupación 

Evitación social activa 
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del sistema dopaminérgico en los ganglios basales, relacionada con los síntomas positivos y una 

hipodopaminergia en el córtex, relacionada con síntomas negativos. Esta teoría se ve apoyada 

además por la inducción de síntomas psicóticos por el uso de anfetaminas, que estimulan la 

liberación de dopamina (Laruelle et al., 1999), y por la relación directa entre la efectividad del 

antipsicótico y su afinidad por los receptores de dopamina (Seeman, 2006). Además, 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 análisis, la teoría de la hiperdopaminergia es matizada poco a poco (Howes and Kapur, 

2009). La disfunción del sistema dopaminérgico ha sido enfocada también como subsidiaria a 

una disfunción del sistema glutamatérgico. La hipótesis de la hipoglutamatergia propone una 

hipofunción del glutamato en las proyecciones corticoestriatales que sería responsable de los 

síntomas psicóticos y del aumento de dopamina (Farber, 2003). Los antagonistas de los recepto-

res ionotrópicos de glutamato (NMDAR) inducen la secreción de dopamina, y provocan sínto-

mas psicóticos en humanos (Farber, 2003; Kafka and Corbett, 1996; Popoli et al., 1994). La acti-

vación de los NMDARs atenúa los síntomas negativos y generales en enfermos con esquizofre-

nia crónica (Black et al., 2009).  

Los primeros antipsicóticos descubiertos, gracias a los cuales se elaboró la teoría de la hiperdo-

paminergia, son conocidos como tratamientos de primera generación. El haloperidol o la clor-

promacina son bloqueantes de la señal dopaminérgica con elevada afinidad por los receptores 

de dopamina D2. Estos tratamientos mejoran los síntomas positivos de la enfermedad, pero son 

ineficaces contra los síntomas negativos y generales (Boison et al., 2012; Lang et al., 2007; 

Simpson et al., 2010). Además, su uso prolongado conlleva la aparición de síntomas secundarios 

graves de índole extrapiramidal (ver tabla 4, página 53), por lo que los esfuerzos por encontrar 

una mejor terapia condujeron a la segunda generación de antipsicóticos. Esta segunda genera-

ción de sustancias (clozapina, quetiapinas, olanzapina...), denominadas antipsicóticos atípicos, 

tienen una menor afinidad por el D2R, como se ha comprobado mediante tomografía por emi-

sión de positrones (PET) o tomografía computerizada de emisión monofotónica (SPECT). Algu-

nas de ellas actúan sobre los receptores de serotonina (Ossowska, 2002). El estudio de la induc-

ción génica promovida por estas sustancias indica que el efecto de los tratamientos de segunda 

generación afecta sobre todo al sistema límbico, mientras que los de primera actúan 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 años. 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 A2A en la esquizofrenia 

Considerando que el bloqueo de la hiperdopaminergia mitiga los síntomas positivos (psicóti-

cos) y la reactivación de la transmisión glutamatérgica mitiga los síntomas 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 liberación 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-

mentó, la estimulación del A2AR induce la liberación del glutamato (figura 16, página 58) 

(Ciruela et al., 2006; Li et al., 2001; Popoli et al., 1995). Además, este receptor forma heterómeros 

con los NMDARs, interacción que parece potenciar la actividad de ambos (Ferre et al., 2011). De 

hecho, el uso de agonistas de los receptores de adenosina contrarresta la inducción de síntomas 

psicóticos 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 

síntomas (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 aún múltiples evidencias experimentales (Boison et al., 2012). Como decíamos, la 

reducción de los niveles de adenosina podría inducir hiperdopaminergia (Lara et al., 2006; Lara 

and Souza, 2000). La idea de que los niveles de adenosina (cuya medida no es de fácil abordaje) 

están reducidos en esta enfermedad se ve apoyada por análisis de la expresión de enzimas im-

plicados en su metabolismo, que indican una hiperactividad de las vías que consumen adenosi-

na. Por ejemplo, la variedad de adenosín deaminasa de baja actividad ADA1*2 tiene escasa 

presencia entre los individuos con esquizofrenia (Dutra et al., 2010). Además, la actividad de 

dos ectonucleotidasas implicadas en la cascada de producción de adenosina extracelular (la 

ATPasa y la ADPasa) está 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 sobreexpresión 

de la adenosín quinasa (AdK) en el cerebro ha sido empleada para generar un modelo de esqui-

zofrenia en ratón, que presenta síntomas similares a los psicóticos y generales de la enfermedad. 

El aumento de los niveles de adenosina en el estriado de esos ratones reduce estos síntomas 

(Shen et al., 2012). La manipulación de las vías que afectan a los niveles de adenosina mediante 

la administración de alopurinol o dipiramidol ha sido evaluada en ensayos clínicos como tera-
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pia complementaria a los antipsicóticos, produciendo en algunos casos moderadas mejorías en 

los síntomas positivos y generales (Akhondzadeh et al., 2005; Akhondzadeh et al., 2000; 

Brunstein et al., 2005; Lara et al., 2001; Salimi et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 síntomas psicóticos 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). Está descrita una elevada expresión del A2AR en cerebros postmortem de 

enfermos de esquizofrenia (Kurumaji and Toru, 1998). Posteriormente este aumento ha sido 

relacionado con el uso de antipsicóticos (Zhang et al., 2012). El brazo corto del cromosoma 22, 

en concreto la zona 22q11.2, ha sido identificado como una región 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 región, en la posición 

22q11.23. Además, el gen de Golf, la proteína G a través de la que el A2AR ejerce su señalización 

en el estriado, ha sido relacionado también con el riesgo de sufrir psicosis (Schwab et al., 1998). 

Dopamina 

Glutamato 

Adenosina 

Figura 16. Interacciones del sistema adenosinérgico con el dopaminérgico y glutamatérgico en los 

ganglios basales. La falta de señal 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 A1R inhibe la liberación de glutamato). 

Golf 

A2A D2 

Neurona postsináptica estriatal 

Canal de K+ 

K+ 

K+ K+ 

A1 
Gi

D1 

Vía directa Vía indirecta 

Neurona presináptica 
cortical 

Neurona presináptica 
de la sustancia negra 

A1 
GiGe

A2A
A1 

GiGe

A2A



3.3 La esquizofrenia 

- 59 - 

El estriado ha sido implicado en la etiología de la enfermedad, llegando a sugerirse que tiene un 

papel central tanto en los síntomas positivos (ya que es en los ganglios basales donde la hiper-

dopaminergia tiene lugar) como en los generales (Simpson et al., 2010). Esta región es la que 

presenta una mayor expresión del A2AR en todo el cerebro (ver capítulo 2). 
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4. Regulación 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-

mación genética, como ocurre en las diferentes células de un mismo organismo o en organismos 

clonales como podrían ser los gemelos monozigóticos. Este concepto alude a un gran volumen 

de información que no está contenido en la secuencia de ADN y que define los patrones de ex-

presión génica. Esta información es potencialmente heredable y, lo que es de gran relevancia, es 

dinámica. Los cambios en la información genética se producen a largo plazo, mediante la com-

binación de la mutación y la deriva génica. La variación epigenética, sin embargo, es a medio 

plazo. Ocurre a lo largo de la vida del individuo, y es fundamental para su adaptación al am-

biente. Podría decirse que es la vía mediante la que los genes se comunican con el entorno.  

La regulación 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 

traducción. Se trata de mecanismos imprescindibles en procesos fisiológicos como la diferencia-

ción celular. Su desregulación conduce a situaciones patológicas, como en el caso más para-

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

4.1 Modificación química del ADN 

Se denomina “sitio CpG” al dinucleótido 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 químicamente, mediante metilación o hidroximetilación. 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 Metilación  

La adición de un grupo metilo al carbono 5 de la citosina es llevada a cabo por las ADN-

metiltransferasas (DNMTs). Las más 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 mutación provoca hipometilación y muerte en estadios em-

brionarios (Li et al., 1992; Okano et al., 1999). La metilación está estrechamente relacionada con 

la actividad transcripcional (Zilberman et al., 2007). Cuando una región del ADN está metilada, 

se unen a ella proteínas con una especial afinidad por esta marca química, las proteínas de 

unión a grupos metilo (MBDs). Este fenómeno ha sido comprobado mediante ensayos funciona-

les en el caso del ADORA2A (Buira et al., 2010a). Hay cinco miembros en esta familia, MeCP2 y 

MBD1-4. Estas proteínas reclutan a su vez enzimas que colaboran con la represión epigenética de 

la zona, como deacetilasas y metilasas de histona (figura 17, página 63) (Ballestar and Wolffe, 

2001; Lopez-Serra and Esteller, 2008). La formación de estos complejos impide la correcta unión 

de las polimerasas y los factores de transcripción a las regiones promotoras (Sunahori et al., 

2009; Yossifoff et al., 2008), bloqueando la transcripción del gen. Por el contrario, la metilación 

de regiones intragénicas es común en genes de expresión ubicua y está relacionada con trans-

cripción activa, asegurando el correcto seguimiento del patrón de lectura e impidiendo la inser-

ción de trasposones (Hellman and Chess, 2007).  

4.1.2 Hidroximetilación 

La oxidación del grupo metilo de la citosina produce hidroximetilcitosina. Esta modificación 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, planteándose la posibilidad de 

que pudiera estar implicada en algunas patologías neurodegenerativas (Song et al., 2011). Con-

secuentemente, las proteínas responsables de esta modificación, las proteínas de traslocación 

ten-eleven (TET1-3), se localizan también en el cerebro, especialmente la TET1 (Guo et al., 2011; 

Tahiliani et al., 2009; Zhang et al., 2013). La hidroximetilación ha sido propuesta como un meca-

nismo de reactivación de la expresión génica (Wu and Zhang, 2011), dado que promueve des-

metilación (Guo et al., 2011) y que las MBDs no se unen a la citosina hidroximetilada (figura 17, 

página 63) (Jin et al., 2010; Valinluck et al., 2004). 
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Figura 17. Modificación química del ADN y consecuencias funcionales. A: la citosina de un dinucleótido 

CG (o sitio CpG) puede ser modificada químicamente. Las ADN-metil transferasas (DNMTs) le añaden 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 metilación de estas islas CpGs “recluta” proteínas con afinidad por esta marca 

química (proteínas de unión a metilo o MBDs) que a su vez atraen más DNMTs así 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 hidroximetilación ha 

sido propuesta como potencial mecanismo de reactivación transcripcional. 
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4.2 Modificación química 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 proteínas (dos 

histonas de cada uno de los tipos H2A, H2B, H3 y H4) en torno a las cuales hay dos vueltas de 

ADN. La modificación química del extremo N-terminal de las proteínas en torno a las que se 

enrolla el ADN afecta al grado de compactación del nucleosoma. Distintos aminoácidos pueden 

ser modificados de diferente manera: acetilación de lisinas, ubiquitinación, fosforilación de seri-

nas o metilación 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 será 

más o menos estrecha en función de esta carga. La acetilación, que neutraliza las cargas positi-

vas, o la fosforilación, que añade 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 metilación ha sido relacionada tanto con activación como con represión transcripcio-

nal, según 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 modificación de histonas. A la izquierda, representación esquemática del nucleo-

soma, con las diferentes histonas y el ADN (línea negra) alrededor. A la derecha, efecto de la fosforilación 

(bolitas azules) y acetilación (bolitas rojas) de las colas de las histonas, que “abren” la hebra de ADN 

haciéndola más 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 represión post-transcripcional. Los miARNs tienen en torno a 20-28 pb, y se 

unen a la región 3’UTR de los ARNm por homología. Si la complementariedad es perfecta, el 

ARNm es digerido. Si no, su traducción es bloqueada (Kuss and Chen, 2008). Cada tipo celular 

tiene un perfil de expresión de miARNs propio, lo que refuerza su implicación en la regulación 

epigenética (Jovicic et al., 2013). 

 

 

 

Figura 19. Esquema representativo del procesado y funcionamiento de los miARNs. Los ARNs son 

tránscritos a partir del ADN en cadenas que contienen varias repeticiones. Este pri-miARN es digerido por 

el enzima Drosha a pre-miARNs, cada uno de los cuales originará una sola molécula de miARN. El pre-

miARN sale del núcleo al citoplasma con la ayuda de una exportina, y allí sufre una última digestión rea-

lizada por el enzima Dicer, obteniéndose el miARN maduro. Entonces puede unirse al complejo enzimáti-

co RISC y empezar a funcionar, uniéndose a los ARNm que tiene como diana. Si la homología entre el 

miARN y el ARNm es perfecta, se induce la digestión del ARNm. Si no, se bloquea su traducción. 
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Como representa la figura 19 de la página 65, el tránscrito primario del miARN es procesado en 

el núcleo por el enzima Drosha para generar el pre-miARN, que sale al citoplasma. Una vez allí, 

el enzima Dicer completa su digestión generando un dúplex capaz de reclutar el complejo RISC, 

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

4.4 Desregulación epigenética y neurodegeneración

El correcto funcionamiento de estos mecanismos es esencial para el desarrollo, puesto que son 

los responsables de guiar la expresión génica a lo largo de las distintas fases de ese proceso. La 

mutación de MeCP2, por ejemplo, es responsable del Síndrome de Rett, trastorno neurológico 

que aparece ya en etapas tempranas del desarrollo (Na et al., 2013). La mutación de las DNMTs 

es letal en fase embrionaria (Li et al., 1992). El resultado del knockeo en ratón de enzimas como 

Dicer, que participan en el procesado de los miARNs, implica también estos ARNs no codifican-

tes en el correcto desarrollo del SNC (Petri et al., 2014). El cerebro es especialmente rico en 

miARNs. Algunos de ellos sólo se expresan en este tejido. De hecho, se ha sugerido que el desa-

rrollo de este órgano estaría 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 básicos para el SNC como la plasticidad sináptica y la formación 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 dinámico que responde al 

entorno. 

En la misma línea, se destina un esfuerzo creciente al estudio de la posible relación entre altera-

ciones epigenéticas y enfermedades neurodegenerativas. La observación de patologías causadas 

por mutaciones de los enzimas responsables de la regulación epigenética, por un lado, y el de-

sarrollo de determinadas enfermedades por solo un individuo en parejas de gemelos homozigó-

ticos, por otro, proporcionan evidencias que refuerzan el potencial de las alteraciones epigenéti-

cas como agentes causales de determinadas patologías. La importancia de la epigenética en el 

desarrollo y funcionamiento del SNC y su evolución 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 señalan posibles relaciones entre las patolo-

gías tratadas en este trabajo y la epigenética serán 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 asociación con factores ambientales 

como la exposición a pesticidas llevan a plantearse la posible implicación de los mecanismos 

epigenéticos en el desarrollo de la enfermedad. Por otro lado, la terapia más 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 reducción de los niveles de 

SAM, el principal donador de grupos metilo en el organismo, podría inducir hipometilación 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 metilación en la EP 

La hipometilación de islas CpG en el intrón 1 de la α-sinucleína, y su consecuente sobreexpre-

sión ha sido descrita en múltiples áreas del cerebro en tejido postmortem de casos de EP es-

porádico (Jowaed et al., 2010). La α-sinucleína es capaz además de secuestrar en el citoplasma la 

DNMT1. Su presencia en el núcleo 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 

hipometilación (Desplats et al., 2011). Otros genes relevantes para la etiología de la enfermedad 

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

b) Alteraciones de los miARNs en la EP 

 El análisis de los niveles del hsa-miARN-133 muestra una reducción en cerebros postmortem 

de individuos afectados por la EP. Este miARN es específico de neuronas dopaminérgicas, pre-

cisamente las que degeneran en esta enfermedad, en las que regula la maduración y funcionali-

dad celular (Kim et al., 2007). Por otro lado se ha descrito una reducción 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 miARNs han sido relacionados con disfun-

ción mitocondrial (Miñones-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 desregulación trans-

cripcional en la enfermedad justifica el interés depositado en los mecanismos de regulación de 
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la expresión génica. La huntingtina mutada es capaz de secuestrar factores de transcripción y 

unirse al ADN, con lo que es potencialmente capaz de modificar los patrones de expresión géni-

ca por sí sola (Benn et al., 2008; Chiang et al., 2005). No obstante, los mecanismos epigenéticos 

han sido relacionados también con los patrones de expresión proteica en la EH. Su correcta de-

finición a lo largo del proceso neurodegenerativo ofrece no sólo una mejor comprensión de la 

enfermedad sino que podría descubrir dianas terapéuticas paliativas de utilidad en su trata-

miento.  

a) Alteraciones de los patrones de metilación en la EH 

Los trabajos que mejor relacionan la metilación del ADN con la enfermedad de Huntington son 

escasos, recientes y preliminares. Patrones de metilación aberrantes, así como una importante 

disminución de la expresión de la DNMT1 han sido descritos en líneas celulares transfectadas 

con huntingtina mutada (Ng et al., 2013). Estos resultados aún han de comprobarse en tejido 

humano. 

b) Alteraciones de las modificaciones de histonas en la EH 

Los modelos de EH suelen mostrar hipoacetilación de histonas que correlaciona con patrones de 

expresión génica reducida. Los resultados de este tipo de estudio en cerebro humano postmor-

tem difieren ligeramente. Por un lado, la inmunohistoquímica concuerda (Yeh et al., 2013). Sin 

embargo, el análisis de expresión de ARNm en tejido humano postmortem señala una sobreex-

presión de HAT (Anderson et al., 2008). La huntingtina mutada secuestra la proteína de unión a 

CREB o CBP, que actúa como acetil transferasa de histona (HAT), lo que podría estar facilitando 

esta hipoacetilación (Giralt et al., 2012). En cualquier caso, los inhibidores de las deacetilasas de 

histona (HDACi) han llegado a probarse en ensayos clínicos como terapia en casos de EH. En 

uno de ellos, el tratamiento con ácido valproico redujo problemas de hipercinesia en los indivi-

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

c) Alteraciones de los miARNs en la EH 

Las alteraciones de la vía de maduración de los miARNs pueden relacionarse con neurodegene-

ración y con la toxicidad de las proteínas poliglutaminadas, como la huntingtina (Bilen et al., 

2006). La propia huntingtina mutada ha sido sugerida como elemento con actividad miARN 

(Miñones-Moyano et al., 2011). Los trabajos más desarrollados en torno a una posible alteración 

de la funcionalidad de los miARNs en la EH tienen que ver con el factor represor de la trans-
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cripción REST. La proteína REST está normalmente presente en el citoplasma, unida a la hun-

tingtina. Esta unión se ve afectada por la mutación de la huntingtina. En esas circunstancias, 

REST migra al núcleo, donde reprime la expresión de determinados genes. Entre ellos, los hay 

que codifican para proteínas, pero también para miARNs, según 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 ratón se han descrito alteraciones en los niveles de deter-

minados miARNs cuyas dianas podrían 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 monozigóticos en las que sólo uno de ellos desarrolla la enfermedad (Poltorak et al., 

1997), o la asociación 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 metilación en la esquizofrenia 

Los genes de la reelina y la decarboxilasa del glutamato (GAD67), relacionados con plasticidad 

sináptica y neurotransmisión 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 expresión de estos genes se ve regulada por metilación de su 

promotor, que lleva a cabo la DNMT1 (Kundakovic et al., 2009; Noh et al., 2005). Este enzima 

está de hecho sobreexpresado en múltiples 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 hipermetilación descrita para el 

promotor de la reelina (Grayson et al., 2005). Además, los niveles de SAM son más elevados en 

el córtex en tejido postmortem de individuos afectados por la enfermedad que en controles 

(Guidotti et al., 2007). El SAM es el sustrato para las reacciones de metilación del ADN cataliza-

das por las DNMTs e inhibe la desmetilación, por lo que podría estar relacionado con la hiper-

metilación que estamos describiendo. Considerando estos datos, llama la atención que el SAM 

haya sido usado como terapia en pacientes con esquizofrenia con resultados positivos. En reali-

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

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

b) Alteraciones de las modificaciones de histonas en la esquizofrenia 

La expresión de la reelina puede ser rescatada también mediante el uso de inhibidores de las 

HDACs como el ácido valproico o la tricostatina A (Chen et al., 2002). El ácido valproico ha sido 

probado como terapia complementaria de los antipsicóticos, mejorando en algunos casos los 

síntomas positivos y negativos y ampliando el efecto de la terapia principal a individuos pre-

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

c) Alteraciones de los miARNs en la esquizofrenia 

Se está invirtiendo bastante esfuerzo en la investigación del papel que los miARNs podrían 

desempeñar en la esquizofrenia, ya que cada uno de ellos puede regular cientos de proteínas y 

parecen buenos candidatos para explicar una enfermedad con alta heredabilidad pero sin una 

clara asociación genética. Existen múltiples estudios realizados en tejido postmortem que apor-

tan datos prometedores, aunque no exentos de controversia, debido probablemente al uso de 

distintas aproximaciones o la selección de distintas regiones cerebrales para el estudio 

(Beveridge and Cairns, 2012; Kolshus et al., 2013). La desregulación de los patrones de expre-

sión de los miARNs ha sido relacionada con alteraciones en su biogénesis, pero también con 

estrés maternal durante la gestación (también relacionado con hipermetilación de GAD67 

(Matrisciano et al., 2013; Zucchi et al., 2013)) o con el tratamiento farmacológico (Beveridge and 

Cairns, 2012). 
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5. El trabajo con material procedente 

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 neurológicos del Hospital Universitario de Bellvitge, el Parc 

Sanitari Sant Joan de Déu y el Hospital Clínic. Los resultados obtenidos con este tipo de mate-

rial tienen una especial relevancia porque ofrecen una visión 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 Características limitantes del material procedente de los 

bancos de tejidos 

5.1.1 Estado de conservación 

A la hora de estudiar una determinada característica bioquímica 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 conservación 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 número RIN, que indica la integridad del ARN y permite seleccionar así 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 preservación de la muestra. La duración del estado agónico promueve el efecto 
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que el suministro de fármacos o las condiciones de hipoxia pueden tener sobre el tejido. 

b) Postmortem 

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

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

5.1.2 Escasez 

Las muestras de tejido cerebral humano son escasas y muy valiosas. No sólo son escasas, sino 

que los problemas asociados al estado de conservación 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 realización de estudios de 

gran potencia estadística, como los epidemiológicos. 

5.1.3 Heterogeneidad 

A diferencia de las muestras procedentes de modelos, obtenidas a menudo de individuos 

prácticamente clónicos y con unas condiciones de vida estandarizadas, las muestras de origen 

humano son intrínsecamente heterogéneas. Los hábitos y formas de vida de cada uno de los 

donantes constituyen toda una fuente de variabilidad, que puede empañar la significatividad 

de los resultados. Esto reviste especial relevancia por ejemplo a la hora de analizar regulación 

epigenética, estrechamente relacionada con la interacción 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 análisis neuropatológico postmortem 

de estos cerebros revela muy a menudo la presencia de marcas diagnósticas de enfermedades 

que pudieron no ser diagnosticadas en vida por no desarrollar ninguna sintomatología. Hasta el 

80% de las personas que superan los 65 años de edad presentan en el cerebro marcas diagnósti-

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 diseñar los grupos de comparación, añadiendo este factor a otros más habi-

tuales como la edad o el sexo. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. OBJETIVOS 
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Estudios previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado mediante ensayos funciona-

les cómo la metilación juega un papel fundamental en la expresión basal del receptor A2A en 

distintas líneas celulares. Esos trabajos han puesto de manifiesto además cómo este mecanismo 

estaba implicado en la regulación tejido específica del receptor, mediante la comparación de los 

perfiles de metilación en distintas zonas del promotor de ADORA2A y de los niveles de expre-

sión proteica entre el putamen y el cerebelo. 

Como continuación, este trabajo ha tratado de caracterizar la implicación de la metilación en las 

alteraciones patológicas de la expresión del receptor de adenosina A2AR 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 neurológicos 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 región cerebral en la que nos hemos centrado ha sido el putamen, dada la relevancia que los 

niveles de A2AR en este órgano tienen para el control motor.  

 

OBJETIVOS 

1. Determinar si la metilación del ADN juega un papel en la sobreexpresión patológica del 

A2AR en la enfermedad de Parkinson. 

2. Determinar si la metilación del ADN juega un papel en la reducción patológica de la expre-

sión del A2AR en la enfermedad de Huntington. 

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

paradigma de trastorno hiperdopaminérgico. 
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Artículo en revisión: El incremento de los niveles del receptor de 

adenosine A2A es un evento temprano en la enfermedad de Par-

kinson.  

Resumen El receptor de adenosine A2A (A2AR) es un receptor acoplado a proteína 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 están implicadas en el con-

trol del movimiento. La modulación farmacológica de los A2ARs es especialmente útil en la en-

fermedad de Parkinson (EP) debido a su capacidad de antagonizar la actividad del receptor de 

dopamina D2. Incrementos en los niveles de los A2ARs han sido descritos en la EP, aunque no 

está claro si son debidos al tratamiento con L-dopa o a la neurodegeneración de la sustancia 

negra. En el presente trabajo se muestra que el incremento en los niveles del A2AR se detecta en 

el putamen de personas en estadios de la EP presintomáticos (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 implicación de mecanismos re regulación postranscripcional en la 

regulación de la expresión del A2AR. La reducción de la expresión de los microARNs miR-34b/c 

ha sido descrita previamente como un evento temprano en pacientes de EP. Los niveles del 

miR-34b están significativamente reducidos en los putámenes de los estadios presintomáticos y 

sintomáticos analizados en el presente trabajo. Considerando que la región 3′UTR del ARNm 

del A2AR contiene una secuencia predicha como diana para el miR-34b, se comprobó el papel 

que este microARN podría tener en la regulación del A2AR. Los estudios in vitro realizados 

muestran cómo la expresión endógena del A2AR aumenta al bloquear la actividad del miR-34b 

mediante el uso de un anti-miR específico. Además, la mutación puntual en el lugar de unión 

predicho por las bases de datos en la región 3′UTR del ADORA2A elimina el efecto represor que 

una molécula análoga al miR-34b tiene sobre la luciferasa empleada como gen reportero. Por 

otro lado, se muestra una reducción en el porcentaje de metilación en la zona 5′UTR del ADO-

RA2A en los casos de EP sintomáticos. En conjunto, estos resultados que el incremento de los 

niveles del A2AR ocurre ya en etapas presintomáticas de la EP y proporciona información nueva 

acerca de los mecanismos responsables de la expresión del A2AR a lo largo de la progresión de 

esta enfermedad neurodegenerativa. 
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ABSTRACT 

Adenosine A2A 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 A2A 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 -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. -

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, A2B, and A3 (Fredholm et al., 2001). In the central nervous system (CNS), 

A1Rs 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; Rodríguez 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 Aβ-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 A2AR 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 A2AR 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 (Miñones-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 A2AR protein levels. 
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MATERIAL AND METHODS 

Human brain samples 

Tissue samples were provided by the Neurological Tissue Bank - Hospital Clínic 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 

(BNEII). 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 -80oC 

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-Klüver Barrera, and subjected to immunohistochemistry for Tau, β-A4 

Amyloid, α-Synuclein, α-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 5′UTR 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 μM 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% CO2. 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 μM 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). 2AR 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 μl. 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 TaqMan 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 μl TaqMan reaction, 9 μl of each 1/20 retrotranscribed 

RNA was mixed with 1 μl of 20x TaqMan Gene Expression Assays and 10 μl of 2x TaqMan 

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). The expression of ß-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 TaqMan 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 Vallès, Spain). For each 10 μl PCR reaction, 4 μl of retrotran-

scribed miRNAs was mixed with 5 μl of Master Mix and 1 μl 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 μg 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-β-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 A2AR 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 MgCl2, 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 μg 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 A2A 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 

A2AR 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 TaqMan 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. 



Artículo en revisión 

- 88 - 

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 (Miñones-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 A2AR 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). Miñones-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 μM 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 

A2ARs 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, 

A2ARs 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 (Miñones-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 5'UTR 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 5'UTR 

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 A2AR 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 

 

Case Disease Gender Age 
(years) Pm delay Braak PD 

stages

A2AR 
(Western 

Blot)

A2AR 
(Binding 
Assay)

A2AR 
(TaqMan)

DNA 
methylation

miR-34b/-34c 
(real time)

1 CONTROL F 73 7 0 √ √
2 CONTROL F 66 8 0 √ √ √
3 CONTROL M 67 5 0 √ √
4 CONTROL F 69 2,3 0 √ √
5 CONTROL F 46 9,35 0 √
6 CONTROL M 59 7 0 √ √
7 CONTROL M 61 2,45 0 √ √ √ √ √
8 CONTROL F 24 6 0 √
9 CONTROL M 56 5 0 √ √ √
10 CONTROL M 59 6,25 0 √ √ √
11 CONTROL M 43 6 0 √ √
12 CONTROL M 39 3,3 0 √
13 CONTROL M 56 3,5 0 √ √ √ √
14 CONTROL M 46 15 0 √ √
15 CONTROL F 81 4 0 √
16 CONTROL M 64 3,3 0 √
17 CONTROL F 64 5 0 √
18 CONTROL F 52 15,4 0 √ √
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 √
25 CONTROL F 52 5,45 0 √
26 CONTROL M 43 4,35 0 √
27 Prodromal PD M 72 8,56 1 √ √ √
28 Prodromal PD F 77 3,15 1 √ √ √
29 Prodromal PD M 83 4,3 2 √ √
30 PD M 78 10,45 3 √
31 PD M 57 11 3 √ √ √
32 PD F 79 3,3 3-4 √ √
33 PD F 65 4 3-4 √ √
34 PD F 78 27,3 3-4 √ √ √
35 PD F 70 4,3 3-4 √ √
36 PD M 79 9,15 4 √ √
37 PD M 85 3,15 4 √ √ √ √
38 PD F 70 5,15 4 √
39 PD F 70 4,4 4 √
40 PD M 83 4 4 √ √ √
41 PD M 50 9,15 4 √ √
42 PD M 76 4,25 4 √
43 PD F 85 6,15 5 √ √ √ √
44 PD M 76 21,45 5 √ √
45 PD M 84 16,3 5 √ √
46 PD F 86 4,1 5 √ √
47 PD M 71 5,3 5 √ √ √
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 A2AR 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 

de  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 TaqMan PCR and normalized 

with ß-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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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). 
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FIGURE 3 
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Figure 3 (page 95). The 3'UTR region of ADORA2A 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 β-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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Artículo publicado I: El aumento de los niveles de 5-Metilcitosina 

y la reducción de los niveles de 5-Hidroximetilcitosina están 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 proteína G muy expre-

sado en los ganglios basales. Sus niveles de expresión están fuertemente reducidos en la enfer-

medad de Huntington (EH), y varias terapias farmacológicas han mostrado su implicación en 

este trastorno neurodegenerativo. El principal objetivo de este estudio fue estudiar los meca-

nismos moleculares que regulan la expresión del gen del A2AR (ADORA2A) en la EH. Basándose 

en datos previos publicados por el grupo, medimos el contenido en 5-metilcitosina (5-mC) y 5-

hidroximetilcitosina (5-hmC) en la región 5'UTR del ADORA2A en el putamen de pacientes de 

EH y en el estriado de ratones R6/1 y R6/2 en fases tardías de la enfermedad. En esta zona 

genómica, 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 exón m2. Para analizar si este mecanismo aparece a lo largo de la progresión de la 

enfermedad, se analizaron los niveles de expresión 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 reducción de los niveles 

de 5-hmC en la región 5'UTR del ADORA2A. Cabe resaltar que el incremento en los niveles de 

5-mC y la reducción de los niveles de 5-hmC fueron detectados también en la región 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 patrón alterado de metilación del ADN de 

ADORA2A parece jugar un papel en el descenso patológico de la expresión del A2AR descrita en 

la EH. 
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Artículo publicado II: Niveles reducidos del receptor de adenosina 

A2A en el estriado definen un subgrupo molecular en esquizofre-

nia.  

Resumen La esquizofrenia es un trastorno mental de etiología desconocida. Algunas evidencias 

científicas parecen indicar que la esquizofrenia no es una única enfermedad, puesto que existen 

grupos de pacientes que muestran claras diferencias en cuanto a síntomas, evolución y marca-

dores de la patología. 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 nucleósido ampliamente distri-

buido en el organismo con actividad neuroprotectora y neuromoduladora en el sistema nervio-

so central. En el cerebro, los receptores de adenosina más abundantes son el A1R y el A2AR. En el 

presente trabajo, se ha caracterizado la presencia de ambos receptores en putamen humano 

postmortem de pacientes afectados por esquizofrenia mediante PCR en tiempo real (TaqMan), 

western blot y ensayos de unión de radioligando. Se muestra cómo los niveles del A1R no cam-

bian con respecto a los casos empleados como controles, mientras que aproximadamente el 50% 

de los pacientes presentan una reducción del A2AR a nivel tanto transcripcional como traduc-

cional. Además se describe, mediante tratamiento con bisulfito seguido de secuenciación, cómo 

la metilación del ADN juega un papel en la expresión patológica del A2AR. Los niveles de 5-

metilcitosina están aumentados en los pacientes con reducidos niveles de expresión del recep-

tor. Cabe resaltar la relación que se describe entre el cociente A2AR/β-actina y ciertos trastornos 

motores, al compararlo con las escalas de evaluación 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, acompañados de un fenotipo de alteración motora.   
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A lo largo de esta tesis se ha participado además 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, Martín-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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Este trabajo ha tratado de caracterizar la implicación de mecanismos epigenéticos en los cam-

bios de expresión del receptor de adenosina A2A (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 neurológicos de Hospital Univer-

sitario de Bellvitge, del Parc Sanitari Sant Joan de Déu y del Hospital Clinic. La región cerebral 

en la que nos hemos centrado ha sido el putamen, dada la relevancia que los niveles de A2AR en 

esta área tienen para el control motor y la presencia de síntomas motores en las tres enfermeda-

des estudiadas en este trabajo. El A2AR es capaz de modular la transmisión dopaminérgica me-

diante la formación de heterodímeros con el receptor de dopamina D2. En esta situación, la acti-

vación del A2AR inhibe el D2R (Ferre et al., 2008). Por eso sus niveles en patologías donde la 

transmisión dopaminérgica se ve alterada (como la EP o la esquizofrenia) revisten interés, pues 

podrían estar implicados en la etiología de la enfermedad o al menos ofrecer una diana para su 

tratamiento. 

Estudios previos del grupo han demostrado cómo la metilación constituye un mecanismo im-

portante de represión transcripcional del gen del A2AR, el ADORA2A, que determina en el cere-

bro su expresión tejido específica (Buira et al., 2010a; Buira et al., 2010b). Teniendo en cuenta 

esta información, se propuso como objeto de esta tesis la comprobación de si este mecanismo 

epigenético estaba implicado en las alteraciones de la expresión del A2AR estriatal descritas en 

determinados contextos patológicos. 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 más 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 envía aferencias nerviosas dopaminérgicas al estriado. Como consecuencia, 

los niveles de dopamina que alcanzan el estriado se reducen progresivamente y aparece la sin-

tomatología motora. Esta hipodopaminergia se ve además agravada por una sobreexpresión 

patológica del receptor de adenosina A2A, capaz de inhibir el receptor de dopamina D2 (figura 1, 
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página 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 neurodegeneración, o si 

era independiente de estos factores. El análisis realizado en este trabajo no sólo reproduce el 

aumento de expresión proteica del receptor en casos sintomáticos de EP (estadios de Braak 3-5), 

sino también en tres casos preclínicos, sin 

síntomas, tratamiento ni muerte neuronal 

significativa cuyo diagnóstico fue realiza-

do a nivel postmortem (estadios de Braak 

1-2). 

Este aumento de los niveles de expresión 

proteica en el putamen se ve acompañado 

por un aumento en los niveles de ARNm 

sólo en los casos sintomáticos (estadios 3-

5). Esto sugiere que en los casos tempranos 

(estadios 1-2) la desregulación de la expre-

sión podría ser a nivel postranscripcional, 

mientras que en los estadios 3-5 la regula-

ción es transcripcional, y la metilación 

podría estar implicada. 

El análisis de los perfiles de metilación de los casos en estadios 3-5 revela una bajada de metila-

ción en dos sitios CpG situados en el promotor del gen ADORA2A, que podrían contribuir a la 

sobreexpresión del receptor en estas etapas. 

Los microARNs son pequeños ARN no codificantes que pueden bloquear la traducción de 

ARNm con los que tienen cierta homología y que tienen como diana. Una reducción de los mi-

croARNs hsa-miR-34b y hsa-miR-34c ha sido descrita en determinadas áreas cerebrales de teji-

do humano postmortem procedente de personas con EP (Miñones-Moyano et al., 2011). 

Además, varias bases de datos proponen la región 3’UTR de ADORA2A como diana para estos 

microARNs, por lo que se seleccionaron como potenciales implicados en la sobreexpresión pa-

tológica del A2AR en esta patología. Los casos analizados con EP muestran niveles menores del 

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

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

ponsable del aumento en la expresión del A2AR, se ha empleado un ensayo funcional mediante 

D2R 

HIPOCINESIA 

Neurona  
dopaminérgica 

Neurona estriatal 

A2A
R 
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A2A
R 
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R 
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Figura 1. Representación esquemática de la 

sinapsis nigro-estriatal en la EP. 
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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 especí-

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

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

expresión del A2AR endógeno. 

Como resultado de este trabajo, consúltese el artículo en revisión. 

 

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

Huntington 

La EH es una enfermedad genética autosó-

mica dominante que se debe a la expansión 

de un triplete CAG en el gen de la hunting-

tina. La principal consecuencia es la degene-

ración del estriado, lo que deriva en una 

sintomatología motora característica. En este 

sentido podría verse también como una si-

tuación opuesta a la EP en la que la neuro-

degeneración 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, página 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 sintomatología psiquiátrica y motora. Además, en 

la EH se ha descrito una reducción importante de la expresión proteica del A2AR (Glass et al., 

2000) como la que describimos en la mitad de los casos de esquizofrenia.  

Figura 2. Representación esquemática de la 

sinapsis nigro-estriatal en la EH. 
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El análisis de las muestras de EH reproduce el descenso de expresión del A2AR previamente 

descrito. Esta disminución 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 más apropiados. En concordancia con la reducción de proteína 

y ARNm, hay un incremento en los perfiles de metilación del gen y una disminución en el con-

tenido de hidroximetilcitosina. La hidroximetilcitosina es una marca epigenética recientemente 

descrita que tiene que ver con la reactivación 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-

ción en un proceso patológico neurodegenerativo. 

Como resultado de este trabajo, consúltese el artículo publicado I. 

 

3. Resultados obtenidos del trabajo realizado relativo a la esquizofrenia 

Más que de una enfermedad, la esquizofrenia 

se trata de un síndrome, un conjunto de sínto-

mas cuyas causas en realidad son diversas. Los 

clínicos acostumbran de hecho a clasificar los 

pacientes en función de fenotipos basados en 

los síntomas o las respuestas a los tratamien-

tos. Una de las explicaciones más aceptadas 

para la etiología de este trastorno es la de una 

hiperdopaminergia en los ganglios basales. En 

este sentido, podría verse como una imagen 

especular de la EP, caracterizada a su vez por 

hipodopaminergia (figura 3). También ha sido 

propuesta una hipoglutamatergia en la esqui-

zofrenia. La capacidad de los receptores de 

adenosina de interactuar con las transmisiones 

dopaminérgica y glutamatérgica ha llevado a 

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

(Boison et al., 2012). Existen trabajos que describen la sobreexpresión del A2AR en el cerebro de 

personas con esquizofrenia, así como la mayor actividad del D2R en esos individuos (Deckert et 
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sinapsis nigro-estriatal en el putamen de 

los casos de esquizofrenia con niveles del 

A2AR educidos. 
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al., 2003; Howes et al., 2009; Kurumaji and Toru, 1998). Considerando esta información, se han 

analizado los niveles de A2AR, A1R y D2R en las muestras de putamen de personas con esquizo-

frenia con respecto a sus más apropiados controles. 

Contra lo que esperábamos, los niveles del D2R y el A1R no muestran alteraciones, mientras que 

los del A2AR no sólo no están incrementados sino que caen considerablemente en aproximada-

mente la mitad de las muestras analizadas correspondientes a personas con esquizofrenia. Esta 

disminución en los niveles de proteína del A2AR en el putamen se ve acompañada por una re-

ducción también en los niveles de ARNm y un incremento en los perfiles de metilación del 

promotor de ADORA2A en las mismas muestras. 

Disponemos de los registro de las escalas de evaluación de la esquizofrenia aplicadas a los indi-

viduos antes de su muerte. La regresión lineal cruzando los valores de esas escalas con los valo-

res relativos de expresión de A2AR muestra una correlación inversa entre los niveles de expre-

sión del receptor y la incidencia de síntomas motores, independiente del tratamiento recibido. 

Estos resultados han permitido la propuesta de caracterización de un subgrupo de individuos 

con esquizofrenia (en línea con los fenotipos con los que trabajan los clínicos) definido por una 

menor expresión del A2AR debida a hipermetilación y una mayor incidencia de síntomas moto-

res. Este subgrupo de pacientes podría 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 aún en desarrollo 

(Levenson, 2007). La asignación de los pacientes al subgrupo de bajos niveles de A2AR puede 

realizarse midiendo los niveles de expresión de la proteína mediante radioimagen o adoptando 

el trastorno motor como criterio diagnóstico. 

Como resultado de este trabajo, consúltese el artículo publicado II. 

 

En conjunto, estos resultados: 

 Refuerzan las evidencias en torno a una relación entre la expresión estriatal del A2AR y el 

control motor. 

 Muestran la implicación de mecanismos de regulación epigenética en la alteración de los 

niveles de expresión del A2AR en el estriado en diferentes contextos neuropatológicos. 

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

das en la modulación de la actividad o de la expresión del A2AR. Indican además un uso po-
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tencial para la medida de los niveles del A2AR en los pacientes con trastorno motor. Esta in-

formación permitiría una mayor personalización de los tratamientos y una mejora en la in-

terpretación de las respuestas individuales a los fármacos. 
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La adenosina juega un importante papel en el SNC como neuromodulador sináptico. Existen 

cuatro receptores de membrana a través de los cuales puede actuar: A1, A2A, A2B y A3, siendo los 

más expresados en el cerebro el A1 y el A2A. El receptor A2A (A2AR) está especialmente enrique-

cido en el estriado. Este tejido forma parte de los ganglios basales, conjunto de núcleos subcorti-

cales que se encargan, entre otros, de la selección 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 clásico (Albin et al., 1989; Alexander et al., 1990; Alexander et al., 1986; 

Blandini et al., 2000; DeLong, 1990), según el cuál el estriado es la estructura de entrada de in-

formación: recibe terminales glutamatérgicas procedentes de la corteza y terminales dopa-

minérgicas de la sustancia negra. Está 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 señalización: la vía directa, estimuladora de la 

actividad motora, y la vía indirecta, que inhibe la actividad motora. Del balance entre estos dos 

circuitos depende la mayor o menor activación de la estructura de salida de los ganglios basa-

les, que inhibe tónicamente el tálamo y está formada por la sustancia negra compacta y el globo 

pálido medio (SNc/GPm). La actividad de la sustancia negra reticulada, que libera dopamina en 

el estriado, descompensa la actividad entre las dos vías, activando la directa e inhibiendo la 

indirecta. Como resultado la actividad del conjunto SNc/GPm se ve inhibida, y la inhibición 

talámica se relaja. Las neuronas del tálamo se activan, liberando glutamato en la corteza motora. 

De esta manera se cierra el circuito corteza-ganglios basales-tálamo-corteza y se inicia el movi-

miento. La dopamina tiene un efecto diferencial sobre las vías estriatales gracias a que las dos 

poblaciones neuronales difieren en su patrón de expresión proteica.  

Las neuronas de la vía indirecta expresan el receptor de dopamina D2 (D2R) y encefalina. Son 

estas células las que concentran elevados niveles del A2AR, que forma heterodímeros 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 integración de los movimientos voluntarios me-

diante la modulación de la señal dopaminérgica.  

La enfermedad de Parkinson (EP) ofrece un ejemplo paradigmático de trastorno motor asociado 

a una disfunción de los ganglios basales. La degeneración de la sustancia negra que ocurre en 

esta patología conduce a una reducción de la señal dopaminérgica en el estriado. Como conse-

cuencia, se desarrolla un trastorno hipocinético. Se ha descrito en la EP una sobreexpresión pa-
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tológica del A2AR estriatal que agrava la hipodopaminergia bloqueando el D2R. Esta sobreexpre-

sión del A2AR correlaciona con la gravedad de la sintomatología motora (Casetta et al., 2013; 

Varani et al., 2010).  

El trabajo realizado en este laboratorio en los últimos años demuestra cómo la metilación es 

responsable de la expresión basal del A2AR en líneas celulares y de su regulación tejido específi-

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 están implicados en las alteraciones de la ex-

presión del A2AR en distintos contextos neuropatológicos, 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 neurológicos 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 región cerebral en la que nos hemos centrado ha 

sido el putamen, la zona del estriado más 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 conservación de la muestra, la heterogeneidad de 

los casos o la comorbilidad. Por poner el caso más claro, hasta un 80% de las personas que su-

peran los 65 años presentan marcas diagnósticas de la enfermedad de Alzheimer en el análisis 

neuropatológico postmortem, hayan o no desarrollado síntomas clínicos (Ferrer, 2012). Para  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Representación esquemática de la sinapsis nigro-estriatal en la enfermedad de Parkinson, la 

enfermedad de Huntington y la esquizofrenia. La neurodegeneración se representa mediante una mem-

brana celular discontinua y una mayor transparencia del soma. La mayor transparencia de los receptores 

indica su expresión reducida. El grosor y continuidad de la línea que indica las interacciones entre los 

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

resultados, se consideró 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 teórico 

como imágenes especulares unas de otras. Tal y como refleja esquemáticamente la figura 1 de la 

página 144, la EP se caracteriza por una hipodopaminergia en el estriado, mientras que la esqui-

zofrenia ha sido relacionada con una hiperdopaminergia en esa región. 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 manipulación del perfil de metilación del 

ADORA2A 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 aparición 

de efectos secundarios. Por mencionar un ejemplo, los agonistas del A2AR tienen efecto vasodi-

latador y antiinflamatorio (Barraco and Phillis, 1991; Spremulli et al., 1983); (Cronstein, 1994). 

La modulación de los niveles de expresión de un determinado receptor podría constituir una 

estrategia alternativa a la hora de implementar una terapia cuya diana sea la señalización ade-

nosinérgica. Las sustancias metilantes y desmetilantes del ADN tienen un potencial traslacional 

como agentes terapéuticos capaces de modular la expresión génica, y por lo tanto la expresión 

del ADORA2A.  

Como se ha comentado, el A2AR tiene un perfil de expresión particularmente enriquecido en el 

estriado en comparación con otras regiones cerebrales. Trabajos previos realizados en este labo-

ratorio han puesto en relación esta elevada expresión tejido específica con el grado de metila-

ción de la región 5'UTR del gen ADORA2A. Para ello, se compararon los perfiles de metilación 

en distintos locus del gen en muestras de ADN extraído a partir de putamen y cerebelo. Como 

muestra la figura 2 de la página 146, los bajos niveles de expresión basal tanto a nivel de proteí-

na como de ARNm (la figura del ARNm no se muestra) correlacionan en el cerebelo con un 

perfil de metilación elevado. El estriado, en cambio, muestra unos niveles elevados de expresión 

del A2AR tanto a nivel de proteína como de ARNm, que se corresponden con un perfil de meti-

lación más bajo. El grado de metilación de muchos de los sitios CpG analizados dobla en el 

cerebelo el descrito en el putamen. 
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Figura 2. Regulación tejido específica de la expresión del A2AR mediante metilación. A, comparación de 

los niveles de expresión proteica del receptor mediante western-blot en el tejido postmortem de putamen y 

cerebelo de cuatro individuos. Se observa claramente la expresión tejido específica del A2AR, muy enrique-

cido en el putamen. B, perfil de metilación de un locus en la región 5'UTR de ADORA2A en putamen y 

cerebelo. Hay una relación inversa entre el grado de metilación y la expresión del receptor en los dos teji-

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

Estos trabajos comprobaron además cómo el uso de sustancias metilantes induce cambios en la 

expresión del receptor sólo en líneas celulares cuyo perfil basal es bajo. El uso de sustancias 

desmetilantes en líneas celulares sigue un comportamiento similar, induciendo cambios sólo en 

aquéllas cuyo perfil basal de metilación es elevado. Extrapolando a nivel teórico este resultado 

puede sugerirse que el patrón de metilación tejido específico del gen del A2AR podría propor-

cionar una cierta especificidad tisular al efecto de estos fármacos sobre la metilación del ADO-

RA2A. A unas determinadas dosis, el SAM no reprimiría la expresión del A2AR más que allí 

donde es elevada: especialmente en la vía indirecta estriato-pálida (Barrachina et al., 2011). La 

aplicabilidad de sustancias desmetilantes para aumentar los niveles de expresión del receptor 

en el estriado sería por el contrario limitada.  
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Este tipo de fármacos que modulan los perfiles de metilación cuentan con una importante limi-

tación, 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 cánceres, mientras 

que el SAM (sustancia metilante) ha sido empleado en el tratamiento de la depresión sin efectos 

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

 

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

actividad transcripcional 

Los cambios en los perfiles de metilación afectan a la unión al ADN de dos tipos de moléculas 

importantes para la transcripción génica, los factores de transcripción y las proteínas de unión a 

grupos metilo (MBDs).  

Experimentos in vitro demuestran que la metilación puede reducir la eficiencia de la unión de 

un factor de transcripción 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 cómo el tratamiento con SAM en distintas líneas celulares 

incrementa la presencia de estas proteínas unidas a la región 5'UTR del ADORA2A, al tiempo 

que incrementa la metilación en esa zona y reduce la expresión 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 además recluta otros enzimas 

implicados en la represión génica, como las HDACs (Portela and Esteller, 2010). El efecto global 

es un cambio en la conformación de la cromatina que impide el acceso de factores de transcrip-

ción 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 MeCP2 (Chahrour et al., 

2008). Lamentablemente, la técnica de ChIP es de difícil implementación en tejido postmortem, 

por lo que la alteración del patrón de unión de las MBDs a la región 5'UTR del ADORA2A 

según el perfil de metilación en las muestras analizadas se mantiene a un nivel teórico (Huang 

et al., 2006). De momento no disponemos de herramientas que permitan evaluar funcionalmen-

te el impacto de la metilación de un sitio CpG específico, ni la magnitud mínima necesaria de 

un incremento de metilación para que tenga un impacto en la transcripción. 
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3. Discusión de los resultados obtenidos en cada contexto patoló-

gico 

3.1 La enfermedad de Parkinson  

La sobreexpresión patológica del A2AR estriatal en la EP y su relación con la gravedad de la 

sintomatología 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 

proteína, o si el aumento guarda relación con el tratamiento o la muerte neuronal son cuestiones 

aún por resolver.  

Los resultados obtenidos en este trabajo revelan que el aumento de la expresión del A2AR es 

previo a la sintomatología y al inicio de cualquier tratamiento, aunque no se descarta que los 

fármacos empleados en el tratamiento de la EP puedan agravarlo. Las etapas iniciales de la en-

fermedad según Braak son asintomáticas. 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 

expresión del A2AR afecta a los niveles de proteína pero no a los de ARNm, lo que permite pro-

poner la implicación de un mecanismo de regulación postranscripcional en la sobreexpresión 

del A2AR. En las etapas sintomáticas (estadios de Braak 3-5), el aumento ocurre tanto a nivel de 

proteína como de ARNm, lo que sugiere además la participación de un mecanismo de regula-

ción transcripcional.  

3.1.1 El papel del microARN hsa-miR-34b en la regulación de la expresión del A2AR en la EP 

La reducción 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 (Miñones-Moyano et al., 2011). Además, las 

bases de datos disponibles recogen la posible existencia de dianas de unión para ambos micro-

ARNs en la región 3'UTR del ARNm del A2AR, por lo que surgió la cuestión de una posible rela-

ción entre sus niveles en el putamen y la sobreexpresión patológica del receptor. 

El análisis de los niveles de estos dos microARNs en el putamen de los casos analizados permi-

tió la detección de una reducción 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 reducción en los niveles del microARN detec-
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tada en el estriado de los enfermos de EP participa en la sobreexpresión patológica del receptor 

en todas las etapas de la enfermedad. 

3.1.2 El papel de la metilación en la regulación de la expresión del A2AR en la EP 

Se analizaron además, en las muestras correspondientes a etapas sintomáticas de la EP, los per-

files de metilación en distintas zonas del promotor del gen ADORA2A, con la intención de ex-

plicar el aumento de los niveles de ARNm observado en esos casos. Se identificó así una pérdi-

da de metilación en dos sitios CpG en las muestras patológicas al compararlas con las muestras 

control. Aunque estas dos CpGs no se encuentran en una secuencia predicha como diana para 

ningún factor de transcripción, la hipometilación puede afectar a la unión de MBDs indepen-

dientemente de la secuencia en que se localice. Por lo tanto, puede sugerirse en este caso una 

relación entre la hipometilación y el aumento de expresión del receptor en etapas sintomáticas 

de la EP.  

3.1.3 Potencial traslacional de estos resultados el la EP 

El incremento temprano de los niveles del A2AR podría estar relacionado con la menor inciden-

cia de la EP entre consumidores habituales de cafeína, un antagonista del receptor (Palacios et 

al., 2012). El bloqueo del A2AR permite la recuperación de la funcionalidad del D2R y aumenta 

por tanto la sensibilidad de la señalización por dopamina. El uso de antagonistas del A2AR (por 

ejemplo, la istradefilina) como estrategia terapéutica en la EP está actualmente en fase clínica, 

con la intención 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 más 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-

ción de ensayos clínicos con istradefilina, como comentábamos. Los perfiles de metilación tejido 

específicos descritos para el promotor de ADORA2A en el putamen y el cerebelo abren una vía 

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 expresión del A2AR en el cerebro (particular-

mente enriquecido en el estriado) conferiría una relativa especificidad a un tratamiento con 

SAM. Esta sustancia sólo induciría metilación del ADORA2A sobre aquellas células con un per-

fil de metilación bajo. En el caso del cerebro, las neuronas GABAérgicas de la vía indirecta. Evi-

dentemente el SAM carece de especificidad y afectaría 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 está 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). 

Además, el SAM ha sido empleado en el tratamiento de la depresión (muy común, 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 además en un estudio colaborati-

vo en el que se comprueba que la inyección intraperitoneal de SAM en ratas induce metilación 

del ADORA2A en el estriado, al tiempo que reduce la expresión del A2AR tanto a nivel de pro-

teína como de ARNm en ese tejido (artículo en revisión). En conjunto, estos resultados apoyan 

la propuesta del potencial uso del SAM como terapia complementaria a la levodopa (Barrachina 

et al., 2011). 

3.2 La enfermedad de Huntington  

La EH afecta directamente al estriado, induciendo muerte celular especialmente entre las neu-

ronas GABAérgicas medianas de la vía indirecta. Como consecuencia, se pierde la inhibición 

motora ejercida por esta vía en condiciones basales (en ausencia de un estímulo dopaminérgico) 

y se desarrolla el trastorno motor más característico de la enfermedad, la corea de Huntington. 

Se ha descrito, en la EH, una reducción patológica de los niveles del A2AR (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 reducción de los niveles del A2AR disminuye el efec-

to represor que este receptor tiene sobre el D2R. Como consecuencia, la vía indirecta es más 

sensible a la señal dopaminérgica. De esta manera esta vía, ya deteriorada de por sí 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 vía 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 introducción, 

apartado 2.1.5)  

3.2.1 Mecanismos de represión transcripcional en la EH 

La huntingtina mutada (Httm) establece toda una nueva serie de interacciones celulares que 

tienen un efecto sobre la regulación transcripcional. Estas interacciones implican, entre otros 

fenómenos, el secuestro de factores de transcripción 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 sólo un 10% del descenso de los niveles del receptor in vitro (Marti et al., 

2010). En primer lugar, se procedió al análisis de los niveles de expresión del A2AR en las mues-
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tras de que disponíamos. Tanto los niveles de proteína como de ARNm mostraron una reduc-

ción al compararlos con los de las muestras control, incluso en una muestra correspondiente a 

un estadio 0 de Vonsattel. Esto nos llevó a plantear la posible implicación de un mecanismo de 

regulación transcripcional en el descenso patológico de la expresión del A2AR.  

3.2.2 Las modificaciones químicas del ADN participan en la represión transcripcional en la 

EH 

En esta ocasión, además de analizar los perfiles de metilación, se comprobó 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 oxidación por las TETs de 

las citosinas metiladas. Se cree que constituye un mecanismo de reactivación transcripcional, 

previo a la desmetilación (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 oxidación 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 metilación e hidroximetilación. Debido 

a esta limitación técnica nos apoyamos en este estudio también en el uso de MeDIPs, inmuno-

precipitaciones de ADN en las que empleamos anticuerpos dirigidos específicamente contra 

metil o hidroximetilcitosina.  

El análisis 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 

metilación, se observa cómo el aumento no es homogéneo, sino que cubre diferentes áreas del 

promotor según el individuo. Esto concuerda con la idea de la metilación como un proceso 

dinámico, especialmente en el cerebro, donde ha sido relacionada con plasticidad neuronal y 

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

Por su parte, el análisis del contenido en hidroximetilcitosina muestra una reducción 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 alteración en los niveles de esta modifi-

cación química y una patología neurodegenerativa. 

Un argumento en contra de estos resultados es la posibilidad de que todos ellos, desde el cam-
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bio en los niveles de expresión 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 vía indi-

recta. No obstante, existen trabajos que demuestran que la reducción de la expresión de los re-

ceptores no es sólo 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 metilación y el contenido en hidroxime-

tilcitosina, el resultado se ve reforzado por el análisis realizado en paralelo en los modelos mu-

rinos R6/1 y R6/2, que no sufren pérdida neuronal pero sí que muestran alteraciones en los pa-

trones de modificación química del ADN. Por otro lado, no se observó relación entre los cam-

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

Las zonas analizadas incluyen sitios de unión para los factores de transcripción Sp1 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 metilación recluta 

MBDs y HDACs, que dificultan la unión de los factores de transcripción 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 proteínas 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 reducción de los niveles de hidroximetilcitosina 

y el secuestro de factores de transcripción por la Httm constituyen mecanismos relacionados 

que cooperan en la represión transcripcional del ADORA2A en la EH.  

3.2.3 Potencial traslacional de estos resultados el la EH 

La descripción detallada de todos los mecanismos moleculares implicados en las alteraciones 

transcripcionales que ocurren en la enfermedad ofrece un mayor número de potenciales dianas 

terapéuticas. El A2AR ha sido planteado como diana terapéutica en la EH, con la propuesta del 

uso de antagonistas presinápticos en etapas tempranas y agonistas postsinápticos en etapas 

avanzadas (ver introducción, apartado 3.2.4). La descripción de una hipermetilación del promo-

tor del receptor en la enfermedad podría abrir paso al uso de DNMTi como tratamiento en es-

tadios avanzados. La efectividad de estas sustancias para modificar los niveles de metilación en 

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

La recuperación de los niveles del A2AR no sólo podría contribuir a la funcionalidad de las neu-

ronas de la vía indirecta, las más afectadas por la neurodegeneración, sino que podría favorecer 

el efecto sobre ellas de factores de crecimiento como el BDNF. La producción y señalización de 

este factor trófico, promotor de la supervivencia celular, ha sido relacionada con  la activación 
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del A2AR (Tebano et al., 2008).  

3.3 La esquizofrenia  

La etiología de la esquizofrenia es aún objeto de investigación. Está por definir incluso si el 

término designa una sola enfermedad o más bien un síndrome, o si se solapa con otros trastor-

nos psiquiátricos similares. Los clínicos acostumbran a trabajar con subgrupos fenotípicos, 

apuntando a la idea del síndrome (Lang et al., 2007; Takahashi, 2013; Tsuang and Faraone, 1995; 

van Os, 2009). La clasificación de los pacientes en subgrupos fenotípicos, apuntando a la idea de 

síndrome, es una práctica clínica habitual.  

3.3.1 La teoría de la hipoadenosinergia. El estudio del receptor de adenosina A2A en la esqui-

zofrenia 

La teoría más aceptada a la hora de explicar la etiología de la esquizofrenia es la de la hiperdo-

paminergia. Se ha descrito, en tejido postmortem, cómo los receptores de dopamina están más 

activos en el caso de las personas diagnosticadas para esquizofrenia (Howes et al., 2009; Howes 

and Kapur, 2009). También ha sido propuesta una hipofunción del sistema glutamatérgico 

(Farber, 2003; Farber et al., 1998). La teoría de la hipoadenosinergia, por último tiene el poten-

cial de integrar las dos anteriores (Boison et al., 2012): mientras que la interacción entre los re-

ceptores A1 y A2A en la neurona presináptica controla la liberación de glutamato y dopamina 

(ver introducción, 1.2.2 y 2.1.4), la interacción de estos mismos receptores con los receptores de 

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

La hipoadenosinergia podría tener al menos dos orígenes. Por un lado, la reducción de los nive-

les de adenosina en el cerebro de las personas con esquizofrenia. Como se mencionó en la in-

troducción, existen varios trabajos que apoyan esta idea (Aliagas et al., 2013; Dutra et al., 2010). 

Un déficit de adenosina alteraría el equilibrio entre la activación del A1 y el A2A en favor de la 

actividad del A1, provocando una reducción de los niveles de glutamato secretados. Aunque 

esto disminuiría también la cantidad de dopamina liberada en la sinapsis, provoca por otro lado 

una hipersensibilidad del receptor de dopamina D2, ya que el A2AR no llegaría a activarse. La 

elevada activación del receptor de dopamina D2 podría ser primaria a una sobreactivación 

talámica, mediante una reducción de la actividad de la vía indirecta estriato-pálida. Esta falta de 

inhibición 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 reducción en los niveles o 
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en la actividad de los receptores de adenosina, por lo que procedimos a su caracterización en las 

muestras de las que disponíamos. Dos trabajos previos, también a partir de tejido postmortem, 

describen una sobreexpresión del A2AR en el cerebro de personas con esquizofrenia (Deckert et 

al., 2003; Kurumaji and Toru, 1998). En nuestro caso, y contra estos resultados previos, el análi-

sis de las muestras de putamen de personas con esquizofrenia con respecto al de personas em-

pleadas como casos control muestra cómo aproximadamente un 50% de los casos con esquizo-

frenia muestra una importante reducción de los niveles del A2AR. El A1R, por el contrario, no 

presenta cambios significativos de expresión. La disminución de la expresión del A2AR tendría 

un efecto análogo al de la reducción de los niveles de adenosina. Conduciría a una sobreactiva-

ción del D2R y una pérdida de la actividad de la vía inhibidora. Además, la disminución de los 

niveles del A2AR podría estar relacionada con una pérdida de la señalización por BDNF. Ésta, a 

su vez, podría estar detrás de la reducción del tamaño del estriado descrita en algunos trabajos 

(Ballmaier et al., 2008). 

3.3.2 La hipermetilación está implicada en la reducción de la expresión del A2AR 

La disminución de la expresión del A2AR en el subgrupo de pacientes identificado se produce 

tanto a nivel de proteína como de ARNm, y va acompañada por un aumento en los perfiles de 

metilación del promotor del ADORA2A, el gen del A2AR. En la bibliografía hay ejemplos de 

cómo los tratamientos inducen cambios en los perfiles epigenéticos (Dong et al., 2008; Kim et al., 

2012), pero de tipo hipometilante. En nuestro estudio, la hipermetilación observada en el pro-

motor de ADORA2A de aquellos casos con niveles reducidos del A2AR no mostró correlación 

alguna con el tipo de tratamiento recibido.  

La esquizofrenia ha sido relacionada previamente con alteraciones epigenéticas, especialmente 

considerando la existencia de gemelos monozigóticos discordantes para la patología (Poltorak 

et al., 1997). Algunos genes cuya expresión se ve alterada en la enfermedad han sido relaciona-

dos, como en este caso, con hipermetilación (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 

están sobreexpresadas en varias regiones cerebrales de personas con esquizofrenia, pudiendo 

ser responsables de la represión de algunos genes en la enfermedad (Veldic et al., 2005; Veldic 

et al., 2007). El gen ADORA2A está en la región 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 región está 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 podría estar relacionada con estos fenómenos de hipermetila-
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ción en algunos pacientes. Tanto los antipsicóticos de primera como de segunda generación se 

muestran ineficaces con los síntomas cognitivos y producen efectos secundarios indeseados, por 

lo que se mantiene el esfuerzo en la búsqueda de tratamientos alternativos para la esquizofrenia 

(Hasan et al., 2013). Algunos tratamientos basados en la manipulación de la epigenética están 

hoy en fase clínica, como el ácido valproico (Sharma et al., 2006), un inhibidor de las HDAC que 

promueve desmetilación recuperando la expresión de algunos genes (Guidotti et al., 2011). El 

resultado de este trabajo apoyaría la validez de estas estrategias.  

3.3.3 La clasificación de los pacientes en subgrupos siguiendo como criterio una alteración 

motora 

La definición de un subgrupo de personas con esquizofrenia caracterizado por unos niveles 

reducidos del A2AR estriatal y unos mayores índices de alteración motora refuerza la idea de 

que la esquizofrenia no es una enfermedad simple sino más bien un síndrome. Las alteraciones 

motoras constituyen un síntoma habitual entre las personas con esquizofrenia que cuenta con 

ítems propios para su valoración en las escalas de evaluación empleadas en el ámbito clínico. 

Estas alteraciones pueden ser secundarias, debidas al tratamiento antipsicótico. No obstante, 

existen evidencias de que los síntomas hiper e hipocinéticos aparecen antes de cualquier tipo de 

medicación (Pappa and Dazzan, 2009; Peralta et al., 2010). Por otro lado, el uso de la actividad 

motora como criterio de clasificación de los pacientes relacionado con la prognosis está siendo 

estudiado en el tratamiento de los delirios (Meagher et al., 2012). En la esquizofrenia, se ha pro-

puesto la inclusión de los síntomas motores entre los criterios fundamentales de diagnóstico 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 basándose en rasgos fenotípicos que incluyen excitación (Takahashi, 2013), 

rasgo que podría relacionarse con una hipercinesia como la registrada en nuestro trabajo. Alte-

raciones motoras de tipo hipercinético (atetoides1) en la infancia han sido relacionadas con un 

mayor riesgo de sufrir la enfermedad, y su manifestación en individuos con esquizofrenia se ha 

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

En nuestro trabajo se describe una correlación inversa entre los niveles de expresión del A2AR y 

las alteraciones de la actividad motora registradas por los ítems PG4 y PG5 de la escala PANSS. 

Estos valores podrían emplearse para la clasificación de los pacientes en dos subgrupos: pacien-

tes con niveles normales y pacientes con niveles reducidos del A2AR. El PG4 y PG5 registran  

                                                           
1 Movimientos atetoides: movimientos involuntarios, lentos y sinuosos, que afectan especialmente a las 
extremidades. 
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“tensión 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 somática (Fahn et al., 2009), secundarias a un estado de ansiedad o a un 

delirio, por ejemplo. No obstante, su asociación con un rasgo molecular puede estar revelando 

esa base somática. Ya se ha desarrollado en la introducción cómo la actividad del A2AR 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 locomoción y la 

ansiedad (El Yacoubi et al., 2000).  

3.3.4 Potencial traslacional de estos resultados el la esquizofrenia 

La clasificación 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 diagnóstico. Aunque los antipsicóticos inducen alteraciones motoras, los valores de las 

escalas de evaluación motora de los casos analizados correlacionan con los niveles del A2AR y 

no con los tratamientos recibidos por cada paciente. Además, los ítems de la escala PANSS que 

han mostrado esa relación parecen ser resistentes, al menos, a algunos tratamientos (Kozielska 

et al., 2013). Saber a qué grupo pertenece cada paciente permitiría el diseño 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 etiología de la enfermedad, el tratamiento con agonistas de ese 

receptor sería una posible estrategia terapéutica complementaria al uso de antipsicóticos, ya que 

rescatando la actividad del A2AR se ejerce un efecto inhibidor sobre la transmisión dopaminér-

gica. La medida de los niveles del receptor proporcionaría una valiosa información para la in-

terpretación de los resultados obtenidos en ensayos clínicos 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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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 aparición de la sintomatología motora empleada en el diagnóstico de 

la enfermedad. 

2. el hsa-miR-34b regula los niveles de expresión del A2AR al menos in vitro, gracias a la exis-

tencia de una secuencia en la región 3′UTR del gen ADORA2A que constituye una diana de 

unión para este microARN. 

3. el aumento de A2AR el putamen de personas con EP coincide con una reducción del miR-

34b en esta misma región. 

En la enfermedad de Huntington 

4. la hipermetilación participa como mecanismo de represión transcripcional del A2AR en el 

putamen en las personas con EH. 

5. la pérdida de hidroximetilcitosina participa como mecanismo de represión 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. la reducción del A2AR estriatal en los pacientes es debida a la hipermetilación en la región 

5′UTR de su gen, el ADORA2A. 

8. la reducción del A2AR en el subgrupo está relacionada con un trastorno hipercinético. Este 

trastorno puede usarse como criterio diagnóstico para clasificar a los pacientes en dos sub-

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