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Discurso de Presentación 
de la Excma. Sra. Doña Mª Teresa Miras Portugal

Presentada por la Excma. Sra. Doña Mª José Alonso Fernández

Acto de Ingreso como Académica Correspondiente 
en la Academia de Farmacia de Galicia
Santiago de Compostela, 14 de marzo de 2018

Excelentísimo Sr. Presidente de la Academia de Farmacia de Galicia, 
Excelentísimos Académicos/as, autoridades, señoras y señores, 

Es para mi todo un honor participar en este solemne acto, presen-
tando a la Exma. Sra. Doña María Teresa Miras Portugal, por quien 
siento un sincero afecto y una gran admiración. Cuando María Tere-
sa me lo pidió, y el Sr Presidente me concedió este privilegio, me sentí 
emocionada porque María Teresa ha sido para mí un referente como 
cientí�ca, como académica y como mujer. 

Por todo ello, quiero agradecer en primer lugar a los Excmos. 
Señores Académicos, Don Manuel Puga Pereira, Don Jesús Izco Se-
villano y Don Isaac Arias, por proponer su ingreso en esta Academia. 
Agradezco igualmente al conjunto de académicos que acogieron la 
propuesta con gran entusiasmo, entendiendo así que con el ingreso 
de la Dra. Miras Portugal, esta Real Academia se enriquece de su 
sabiduría y adquiere una mayor proyección internacional. Por últi-
mo, quiero agradecer a los familiares y amigos de María Teresa y a 
los amigos de esta Academia, que se han desplazado desde diferentes 
lugares para acompañarnos en este acto.
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Conocí personalmente a María Teresa hace 12 años en una 
mesa redonda sobre la investigación en España y unos meses más tar-
de en la Real Academia de Farmacia, donde tuve el honor de impartir 
una conferencia. En estos momentos fugaces pero intensos, surgió 
una gran empatía entre nosotras, lo que me hizo muy feliz ya que, sin 
haberla tratado, yo sentía por ella una gran admiración. Sentía una 
gran admiración no sólo por su reconocido papel en la vanguardia de 
la ciencia en España, sino también por el hecho de haber conseguido 
ser la primera mujer en la Historia que ocupa el cargo de Presidenta 
de una Real Academia Española (RANF). Este es, sin duda, un logro 
extraordinario si tenemos en cuenta la representación testimonial que 
la mujer tenía en las reales academias cuando María Teresa ingresó 
en la RANF (2001). Desde entonces, María Teresa ha sido para mí 
un modelo a seguir, alguien que me hace sentir que la mujer ha de 
ocupar el papel que le corresponde en la sociedad y que es el de dar 
lo mejor de si misma por los demás. Prueba de esa especial sintonía 
fue su petición memorable de que realizara su semblanza cuando en 
el acto de entrega, en el año 2008, del premio “Josefa Wonenburger” 
concedido por la secretaría de Igualdade de la Xunta de Galicia. Éste 
es un recuerdo inolvidable por el que le estoy muy agradecida pues 
marca una década a lo largo de la cual hemos forjado una amistad 
que me ha permitido disfrutar de su sabiduría, compromiso y entu-
siasmo. Como tal entusiasta de Maria Teresa, he seguido con agrado 
su trayectoria curricular, a la vez que me he interesado por sus opinio-
nes y su visión sobre temas de la vida en general o de la universidad 
y la ciencia en particular. Cuando uno recurre a la web se da cuenta 
que el número de referencias sobre Maria Teresa no pasa inadvertido. 

Estamos hablando de una mujer con una personalidad arrolla-
dora, de una chica que allá por los comienzos de los 70 termina sus 
estudios de Farmacia y decide trasladarse a Estrasburgo para realizar 
allí sus estudios de doctorado. Estamos hablando de un momento 
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histórico en el que la práctica totalidad de los estudiantes de Farma-
cia orientaban su actividad a la o�cina de Farmacia y de un momento 
en el que la presencia de la mujer en el cuerpo de profesorado de la 
universidad era simbólica. Pero, Maria Teresa tenía la energía y sentía 
una inquietud y una curiosidad por la investigación que la llevaría a 
realizar un doctorado en neurociencias en la Universidad de Estras-
burgo y a su vuelta a España un segundo doctorado en la misma línea 
en la facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Ma-
drid. A partir de ahí, y a pesar de las di�cultades de �nanciación de la 
investigación que se daban en aquél momento, María Teresa sale ade-
lante porque su capacidad de lucha, su interés por enseñar y su curio-
sidad ante el descubrimiento son de tal magnitud que en pocos años 
se convierte en líder indiscutible de la investigación en neurociencias. 
Con tan sólo 34 años y después de un largo recorrido por varias uni-
versidades españolas (Universidad Complutense de Madrid, Univer-
sidad Autónoma de Madrid y Universidad de Oviedo), María Teresa 
consiguió la plaza de Catedrática de Bioquímica en la Universidad de 
Murcia y años más tarde en la Universidad Complutense de Madrid, 
donde ha nucleado uno de los más importantes equipos investigado-
res en Neurociencias en España. Esta trayectoria de persona amante 
de los cambios y de los retos ha sido una nota dominante en su reco-
rrido profesional. De hecho, además de su paso por varias universida-
des españolas Maria Teresa ha trabajado en varios centros europeos 
(Universidad de Dusseldorf, Universidad Goethe, Instituto de Cien-
cias de Kiev, Royal free hospital de Londres, Instituto Gulbenkian) 
y americanos, como el Instituto de Salud Americano (NIH). Since-
ramente creo que Maria Teresa es única en su bagaje multicultural y 
cientí�co y que es esa gran experiencia la que le da esa sabia visión de 
la vida y del mundo cientí�co-académico. 

El per�l curricular de María Teresa habla de una gran cientí-
�ca, una gran docente y sobre todo una gran persona. Esta manera 
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de ser ha tenido sus consecuencias lógicas en la formación de sus 
discípulos, quienes la reconocen por su saber cautivar, comunicar, 
liderar y gestionar. Todo esto con su sentido del humor y su carac-
terística sonrisa. En cuanto a mi experiencia personal reitero mis 
palabras recogidas en una semblanza que hice sobre María Teresa 
en el diario El País: “Cuando estás con ella, se establece de inmediato 
una comunicación franca y afable, sabes que recibes de ella mucho más 
de lo que expresan sus palabras. Al tratarla te das cuenta de lo que hay 
detrás de esa gran mujer que sabe compaginar con delicia la autoridad 
y el afecto. Un carácter así solo se con�gura con una trayectoria excep-
cional; o mejor dicho, una trayectoria así no es fruto de un carácter 
conformista y pasivo, sino de alguien que no deja pasar una oportuni-
dad en su vida, que la vive siendo consciente de que tiene mucho por 
lo que esforzarse”.

Simplemente con el ánimo de arrojar unas cifras objetivas 
ilustrativas de su per�l biográ�co, cabe destacar el hecho de haber 
dirigido 40 proyectos de investigación, asociados a los cuáles se 
han formado 24 doctores, además de un amplio número de in-
vestigación de formación. Esta labor investigadora se ha traducido 
además en 258 artículos cientí�cos publicados en revistas presti-
giosas en su ámbito, además de 45 ejemplares de libros, monogra-
fías y discursos. La atención suscitada por estas publicaciones se 
re�eja en el número de citas de que han sido objeto, que se cifra 
en 8.843 (Índice H = 53) a fecha de 21 de febrero, 2018 (Google 
Académico).

Con esta trayectoria es fácilmente comprensible que Maria Te-
resa sea llamada continuamente a impartir conferencias en todo el 
mundo (131 ponencias pronunciadas en congresos) y también para 
la organización de numerosos eventos cientí�cos (30 eventos cientí�-
cos, incluyendo congresos, seminarios y talleres de trabajo).
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Asimismo, su capacidad de liderazgo y de gestión la ha llevado 
a puestos electos de dirección en numerosas sociedades cientí�cas 
entre las que destaca su responsabilidad como Presidenta del Comité 
cientí�co de la International Society for Neurochemistry (ISN) y a 
su participación en varios comités editoriales, como es el del Journal 
of Neurochemistry. 

Sobresaliente es el hecho de que Maria Teresa haya sido capaz de 
combinar toda esta actividad docente e investigadora con la importan-
te responsabilidad que ha tenido como presidenta de la Real Academia 
de Farmacia (la única presidenta de una Academia en España). Los 
que procedemos del mundo de la farmacia reconocemos que el trabajo 
realizado por ella ha contribuido notablemente al acercamiento de la 
Academia a la sociedad y a su internacionalización. Ello lo consiguió 
no solo atrayendo a excepcionales académicos, sino también a través de 
la organización de debates cientí�cos del más alto nivel y estableciendo 
relaciones con las academias europeas y americanas más activas. En 
conjunto, Maria Teresa contribuyó al esplendor de la Academia apor-
tándole un ambiente afable pincelado del sentido del humor que la 
caracteriza, siempre con su entrañable sonrisa. 

A su actividad de gestión hay que añadir además su participación 
en los comités cientí�cos y jurados de las distinciones más notables en 
España como son el Premio Príncipe de Asturias o el Premio Jaume I. 
Particularmente relevante ha sido también su papel como Presidenta del 
Comité Ministerial para la reforma y mejora de la calidad y e�ciencia 
del sistema universitario español 2012-2013. Fruto de este trabajo ha 
sido la elaboración de un informe llamado a tener un gran impacto en 
la transformación tan ansiada como necesaria de nuestra universidad.

Esta extraordinaria actividad se ha visto reconocida de diver-
sas formas. Por ejemplo, en su curriculum vitae constan 16 premios 
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y reconocimientos, entre los que me parece importante destacar la 
Medalla Castelao, máxima distinción de la Xunta de Galicia, en el 
año 2016.

Además de sus cargos en la RANF, desde 2001 como Acadé-
mica y entre 2007-2012 como presidenta de dicha academia, ha sido 
nombrada Académica de la Real Academia de Ciencias Veterinarias 
de España, de la Real Academia de Farmacia de Cataluña y de la 
Academia de Ciencias de Murcia. En un contexto internacional des-
taca su nombramiento como miembro de la Academia de Ciencias 
de la URSS, de la Academia Nacional de Farmacia y Bioquímica de 
Argentina, de la “European Academy of Arts, Sciences and Huma-
nities », de la “European Academy / Academy of Europe. Section C3 
Physiology and Medicine” y de “L’Academie Nationale de Pharmacie 
de France”. Además ha sido Miembro de la Junta Rectora del Insti-
tuto de España.

En de�nitiva, estamos ante una no excelente sino excelentísima 
–como corresponde a su cargo– profesional y también excelentísima 
persona. Es todo un honor para esta Academia que haya accedido a 
formar parte de la misma. Estoy convencida de que su pertenencia 
a esta Academia contribuirá a ampliar su esplendor, no solo por su 
sabiduría, sino también por su personalidad y extraordinaria proyec-
ción internacional. Y me gustaría terminar con unas sencillas, pero 
cargadas de signi�cado, palabras recogidas en un documento publi-
cado por la unidad de Mujer y Ciencia de la Secretaría de Igualdade 
de la Xunta de Galicia: MARIA TERESA MIRAS PORTUGAL, 
UN EJEMPLO DE SABIDURÍA Y COMPROMISO 

HE DICHO.
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PREÁMBULO 

Excmo. Sr. Presidente de la Academia de Farmacia de Galicia
Excmos. e Ilmos. Señores y Señoras Académicos.
Excmas. e Ilmas. Autoridades
Señoras y Señores,
Queridos Amigos.

Sean mis primeras palabras en este discurso de entrada como Aca-
démico Correspondiente de la Academia de Farmacia de Galicia de 
agradecimiento. En primer lugar, supone un gran honor ser presen-
tada en esta Academia por una excepcional investigadora, a quien 
además considero compañera y amiga, la Excma. Señora Doña Mª 
José Alonso Fernández, por ello quiero dejar constancia de mi admi-
ración hacia su trabajo pionero en la ciencia farmacéutica, mi sincero 
agradecimiento por su amistad y afecto, que es sin duda reciproco y 
haciendo notar que su afecto y cariño han sin duda exagerado mis 
méritos.

Agradecimiento al Excmo. Sr. Don Manuel Puga Pereira, Pre-
sidente de la Academia de Farmacia de Galicia, por quien siento una 
profunda admiración por su labor continuada y exitosa al frente de 
esta noble institución, en estas épocas tan difíciles de navegar para las 
instituciones comprometidas con la cultura y la ciencia. Añadiré que 
a su gran calidad humana se debe que me haya brindado su amistad, 
lo que agradezco emocionada, pues Galicia es mi tierra y gallega soy.

 Agradecer sinceramente a los Excmos. Señores Académicos de 
Número Don Jesús Izco Sevillano, Don Isaac Arias, anterior presi-
dente de esta Academia y de nuevo a Don Manuel Puga Pereira por 
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haber presentado mi candidatura. Agradecimiento que hago exten-
sivo a todos los Académicos de esta noble Institución, que me han 
aceptado en su seno. 

Entrar en La Academia de Farmacia de Galicia supone reen-
contrarme con mis años de estudiante en la Facultad de Farmacia de 
Santiago, cuando aún habitábamos el Palacio de Fonseca. Allí hemos 
dejado algo de nosotros mismos y de ello darán cuenta los arcos del 
claustro plateresco, cuando empiecen a contar sus historias. 

En el largo viaje emprendido durante mi trayectoria cientí�ca 
y docente, desde hace casi 40 años, pasando por países y ciudades, 
he tenido la suerte de compartirlos con mi esposo, Fernando Varela, 
gran matemático y gallego en fondo y forma, y con nuestros hijos 
Fernando y Alberto. En el periplo de mi vida, como buena gallega, 
me acompañaba, en el sentir, el paisaje y aroma de esta tierra. Estu-
diando en Compostela comprendí que lo universal en el conocimien-
to tiene un componente peregrino y que ser un ciudadano del mun-
do, supone ser capaz de absorber y comprender lo que hay de bueno 
en cada lugar que nos acoja. Hoy, vuelvo aquí, al inicio, y descubro 
entusiasmada que estoy en casa.

Gracias por acogerme.

Santiago de Compostela,  14 de marzo de 2014.

Mª Teresa Miras Portugal.
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1. INTRODUCCIÓN HISTÓRICA A LOS COMPUESTOS 
PURINÉRGICOS Y NUCLEÓTIDOS EN SEÑALIZACIÓN 
EXTRACELULAR

Los estudiantes de ciencias de la vida, desde hace más de un siglo, 
hemos crecido considerando al trifosfato de adenosina o adenosín 
trifosfato, por sus siglas ATP, como un prodigioso compuesto capaz 
de ser el árbitro de la bioenergética y del metabolismo celular, siendo 
además el sillar esencial, junto con sus derivados, de nuestro material 
genético y su expresión, todo ello dentro de las células vivas. Tan 
importantes son sus funciones intracelulares que se consideró como 
grave heterodoxia cualquier posibilidad de acción fuera de la célula. 
Todas las evidencias cientí�cas sobre sus capacidades de señalización 
extracelular se rechazaban de plano, o eran tergiversadas, por ello el 
esclarecimiento de sus importantes acciones �siológicas y la caracte-
rización de sus receptores de membrana necesitaron vencer una ardua 
resistencia entre la comunidad cientí�ca. La existencia de dogmas 
inamovibles es contraria a la ciencia, pero muchas veces está enraiza-
da profundamente y es necesario esperar hasta que la evidencia expe-
rimental acumulada se impone, es una cuestión de tiempo. Quizás, 
por ello, las acciones extracelulares del ATP y otros nucleótidos son, 
hoy en día, un campo extraordinariamente fértil donde está casi todo 
por descubrir.

En sus inicios, los que trabajábamos en el área de la señaliza-
ción mediada por los nucleótidos y nucleósidos de purina, conocidos 
como purinérgicos, éramos conscientes de que poco a poco, estaba 
empezando a abrirse camino, siendo el Profesor Bertil Fredholm el 
más visible de los investigadores en las acciones de señalización por 
adenosina y el Professor Geo�rey Burnstock la cabeza más visible de 
la función de los nucleótidos extracelulares. 
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En el año 1989 la New York Academy of Sciences, da un ro-
tundo respaldo a esta nueva área de investigación, organizando un 
congreso titulado ‘Biological Actions of Extracellular ATP’. Los par-
ticipantes éramos gente muy ilusionada, conscientes de estar en la 
línea de partida. La ocasión fue celebrada por uno de los asistentes, el 
profesor Samuel C. Silverstein, leyendo el siguiente poema: 

Oh tell me Lord how could it be,
�at though our cells make ATP,
It’s not all used for energy,
But sometimes is secreted free.
It puzzles you, it puzzles me,
While Geo�rey Burnstock smiles with glee
At the many roles of ATP.

Sirvan las acciones extracelulares del ATP como ejemplo para 
los investigadores en ciencias de la vida, que necesitan del convenci-
miento de que en todo proceso creativo el cambio de paradigma es 
una de sus premisas y la puerta a lo desconocido se abre derribando 
los dogmas.

Otro gran dogma con el que hemos crecido los estudiantes de 
ciencias de la vida y neurociencias, fue el de la ausencia de neuro-
génesis en el adulto. Cuando Altman y su grupo en 1965, publican 
tímidamente el primer trabajo, al que no se prestó atención y perma-
neció ignorado durante mucho tiempo (Altman and Das, 1965). En 
la actualidad ese dogma también ha sido derribado.

Nos proponemos en este discurso poner al día y evaluar la im-
portancia del sistema purinérgico en sus diversas etapas del desarrollo 
del sistema nervioso, la neurogénesis y neuroprotección y la repara-
ción del sistema nervioso, mediante sus acciones extracelulares. 
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1.1 El esquivo y largo camino de la señalización por nucleótidos 
en una ameba social.
Incomprensiblemente el rechazo al ATP y otros nucleótidos como 
moléculas de señalización extracelulares tenía un punto de cabezone-
ría cientí�ca. En ciencia siempre han sido necesarios los modelos de 
estudio y desde la humilde bacteria, Escherichia coli, al eucariota más 
pequeño, la levadura de cerveza, Saccharomyces cerevisiae, han servido 
para comprender los mecanismos comunes a todos los seres vivos, 
independientemente de su tamaño y complejidad. 

En nuestro caso la historia surge de los estudios de John Tyler 
Bonner, quien en 1947 describe que el Dictyostelium discoideum, un 
protista ameboide, organismo unicelular en condiciones favorables, 
era capaz de agregarse en condiciones adversas formando los cuerpos 
fructíferos, que generaban las esporas de supervivencia esperando las 
siguientes lluvias. Esta ameba social, fue un modelo muy utilizado 
para comprender los mecanismos implicados en la formación del 
trombo plaquetario en las hemorragias y la importancia del citoes-
queleto para el movimiento e interacciones de las células del sistema 
inmune. 

Veintitrés años más tarde, en enero de 1970, el mismo J.T. Bon-
ner, después de un intenso trabajo cientí�co, descubre que el respon-
sable de la agregación de estas amebas sociales es el AMP cíclico, 
cAMP, un derivado mucho más estable y resistente que el ATP o el 
ADP a las hidrólisis extracelulares. Estos descubrimientos son pu-
blicados en los Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America, PNAS. La liberación de este nucleótido se 
producía por oleadas, creando un gradiente de concentración cuando 
escaseaban las bacterias que estaban en el medio, que constituían su 
alimento. Era evidente que el nucleótido cíclico tenía que ser detec-
tado de algún modo mediante receptores, y que la señal generada 
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les indicaba que era necesario cooperar y formar esporas para la su-
pervivencia. Todas estas suposiciones requerían de la existencia de 
receptores de membrana. 

No fue hasta mucho más tarde, en el año 1992, en que se iden-
ti�caron 3 de los 4 receptores de membrana para el AMPc, eran 
los clásicos de siete hélices transmembrana acoplados a proteínas G 
(Johnson et al. 1992). Curiosamente un año más tarde, en 1993, se 
clonaron los primeros receptores de nucleótidos de tejidos animales, 
el P2Y1 de cerebro de pollo y el P2Y2 de un neuroblastoma de ratón 
(Lustig et al. 1993, Webb et al. 1993). Es como si la identi�cación 
de los receptores de nucleótidos hubiera estando esperando a que el 
organismo más primitivo, evolutivamente hablando, fuera el primero 
en ser identi�cado. Posteriormente se caracterizaron las cascadas de 
señalización que llevaban a los cambios dinámicos de la geometría 
del Dictyostelium (Dormann et al. 2001; Raisley et al. 2004). Final-
mente en el año 2005 se concluyó la secuenciación del genoma del 
Dictyostelium discoideum permitiendo entender la complejidad del or-
ganismo que reúne a sus células y fructi�ca, para no morir (Eichinger 
et al, 2005). Sabemos además que la señalización por nucleótidos y 
nucleósidos de purina se encuentra entre las más primitivas desde el 
punto de vista evolutivo (Burnstock and Verkhratsky, 2009).
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1.2. Compuestos purinérgicos y pirimidinérgicos, el gran avance 
de la química.
El primer compuesto con la estructura del anillo de la purina, puri-
nérgico, fue aislado por el farmacéutico sueco Carl Wilhelm Scheele 
el año 1776 a partir de cálculos renales, que es el ácido úrico. (Schee-
le, V. Q. Examen Chemicum Calculi Urinari, Opuscula, 1776, 2,73). 
Los humanos carecemos del enzima uricasa y excretamos el anillo de 
purinas como ácido úrico. El incremento de este ácido en sangre, al 
ser muy poco soluble, produce precipitaciones en las articulaciones 
causando la artritis aguda, también conocida como gota. 

El ácido úrico, causante de la gota bien merece una historia, 
absolutamente aleccionadora, con 100 años de horizonte en ciencia. 
Entre todos los mamíferos solamente los humanos y los primates ex-
cretamos ácido úrico, el resto de los mamíferos lo excretan como 
alantoina que es un compuesto mucho más soluble, lo que fue descri-
to por Hunter & Givens en una época tan temprana como 1914. La 
explicación de esta singularidad necesitó casi 100 años en ser com-
prendida. Sabemos hoy día que el enzima uricasa se encuentra en los 
peroxisomas hepáticos, a donde el ácido úrico tiene que entrar para 
ser metabolizado a alantoina (Vitart et al., 2008). Desde hace unos 
60 millones de años, los peroxisomas del antepasado común, en el 
árbol evolutivo de humanos y primates, carecen de actividad uricasa, 
también denominada urato oxidasa. Ello se debe a mutaciones en el 
gen ancestral que codi�ca por el enzima (UOX), conduciendo a su 
silenciamiento (Safra et al 2005). 

Para compensar la mala prensa del ácido úrico, algunos inves-
tigadores, basándose en sus propiedades antioxidantes, lanzaron la 
hipótesis de que fue un factor esencial durante la evolución de los 
primates (Ames et al. 1981). Siendo un factor de defensa contra el 
envejecimiento y el cáncer, capaz de proteger las células de los en-
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dotelios del estrés oxidativo externo y el sistema nervioso central del 
daño oxidativo en condiciones extremas (Sautin and Johnson, 2008).

Una sorprendente coincidencia en estos compuestos es la identi�-
cación del transportador del ácido úrico presente en la membrana plas-
mática del hepatocito y de las células de los túbulos renales. El primero 
identi�cado fue el SLC2A9 y fue clonado en 2008. Este transportador 
está codi�cado en el gen SLC22A12, actualmente se han caracterizado 
otras variantes, SLC22A11, etc, cada una con localización y función 
especí�ca (Bannasch et al. 2008). El mismo año el grupo de Moriyama 
en Japón clonó y caracterizó el VNUT, transportador de nucleótidos 
vesicular, producto del gen SLC17A9 esencial para el almacenamiento 
en vesículas secretoras del ATP, lo que permite su secreción cuantal por 
exocitosis en tejidos neurales y neuroendocrinos (Sawada et al. 2008). 
El metabolismo y la señalización también avanzan a la par, señalar que 
actualmente la farmacología de este transportador está en el punto de 
mira de las compañías farmacéuticas, como veremos en el desarrollo de 
esta historia (Moriyama and Nomura, 2017).

A �nales del siglo XIX un gran número de compuestos púricos 
y pirimidínicos habían sido identi�cados y Emil Fisher recibió el Pre-
mio Nobel de química en 1902, en gran medida gracias a sus estu-
dios sobre las estructuras purínicas de las bases xánticas (Fisher 1881; 
1907) La cafeína es una de ellas y fue de vital importancia, ya que 
es el antagonista natural, para diferenciar los receptores de adenosi-
na de los receptores de nucleótidos. El gran potencial farmacológico 
de los antagonistas de los receptores de adenosina debe sus inicios a 
comprender las acciones de la cafeína a nivel del Sistema Nervioso 
Central (Fredholm 2003). 

La adenosina monofosfato, AMP, aislado del musculo esquelé-
tico fue el primer nucleótido descrito (Embden and Zimmermann 
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1927). La adenosina 5’-trifosfato, ATP, fue descubierto en 1929 y dos 
grupos independientes se disputan su descubrimiento el de Karl Loh-
mann en Alemania y el de Cyrus Hartwell Fiske y Yellagaprada Su-
bbaRow en Estados Unidos (Fiske and SubbaRow 1929; Lohmann 
1929). Su excepcional relevancia seria puesta de mani�esto cuando 
Fritz Lipman introduce el concepto de enlace fosfato de alta energía, 
abriendo el horizonte para comprender el excepcional papel del ATP 
en la bioenergética celular y la estrecha conexión entre la bioquímica 
metabólica y la biofísica (Lipman 1941).

La relevancia de los nucleótidos de adenina, fundamentalmen-
te el ATP, en el metabolismo y como componentes estructurales de 
partida para los ácidos nucléicos, apantallaron durante casi un siglo 
la importancia como mensajero extracelular y sus mecanismos de 
señalización. 
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1.3. Tradición y osadía: ensayos en humanos de los efectos de la 
adenosina y el ATP.
Con el desarrollo inicial de la química orgánica muchos productos 
naturales fueron identi�cados y otros muchos sintetizados. Entre 
ellos compuestos de gran valor farmacológico, que siguen teniendo 
uso en la actualidad. Lo que sorprende es como llegaron a tener 
evidencia de su valor terapéutico y la ingenua osadía con que pro-
cedieron a evaluarlos. Citaremos un par de ejemplos. El primero 
el del ácido salicílico aislado en 1853 el químico francés Charles 
Frederic Gerhardt y acetilado para formar la aspirina en 1897 por 
el químico alemán Felix Ho�mann trabajando para la empresa Ba-
yer, quien lo administra a su padre que sufría de fuertes dolores 
de artritis, los resultados fueron excelentes y sigue siendo utilizada 
desde entonces. 

El segundo ejemplo es el ácido barbitúrico sintetizado en 1894 
por Adolf von Bayer. En 1903 dos químicos de la Compañía Bayer, 
Emil Fischer y Joseph von Mëring, descubrieron que el barbital era 
muy e�caz para dormir a su perro de compañía y sin duda experi-
mentado por ellos mismos, ya que tanto Fischer como Mëring, mu-
rieron siendo adictos a dicho barbitúrico. El empleo del fenobarbi-
tal como anticonvulsivante en las crisis epilépticas fue descubierto 
de modo casual por el médico alemán Alfred Hauptmann, cuando 
lo administró a los pacientes del hospital psiquiátrico de Friburgo 
para tranquilizarlos y dormirlos. A la mañana siguiente, observó 
que en aquellos internados por crisis epilépticas disminuían sus cri-
sis y en muchos casos podían volver a una vida normal (Haupt-
mann 1912). Publica sus resultados en 1912, bajo el título: Luminal 
bei epilepsie. Se inicia con este descubrimiento una nueva era para el 
tratamiento exitoso de la epilepsia y el descubrimiento de múltiples 
familias de fármacos actuando sobre canales iónicos.
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Los ejemplos anteriores nos permiten entrever que el modus 
operandi para los compuestos purinérgicos debió de ser similar, en 
sus inicios. El descubrimiento de la adenina fue muy temprano y lo 
realizo el químico alemán Albrecht Kossel en 1885. La presencia en 
sangre de la adenosina fue descrita en 1914. La primera descripción 
de su administración data de 1920, como era de esperar, en volunta-
rios humanos. La adenosina fue inyectada directamente en sangre y 
se descubre que tiene efectos cardiovasculares disminuyendo la pre-
sión sanguínea, aunque de modo fugaz. (Freund 1920).

En 1929, el mismo año que se publica la estructura del ATP, 
Drury y Szent-Györgyi realizan sus primeros estudios sobre las ac-
ciones �siológicas de los nucleótidos de adenina, ATP, con especial 
énfasis sobre su efecto sobre el corazón humano, sin duda con volun-
tarios del propio laboratorio (Drury & Szent-Györgyi, 1929; Drury, 
1936). Aunque los primeros resultados parecían satisfactorios, la falta 
de pureza de las preparaciones, la ausencia de análogos sintéticos es-
tables y su rápido metabolismo extracelular, una vez inyectados en 
el torrente sanguíneo, frenaron los avances en el campo purinérgico. 
Experimentos similares, aplicando sistémicamente ATP, en la época 
inmediata a la �nalización de la Segunda Guerra Mundial, se hi-
cieron frecuentemente con ancianos voluntarios, sufriendo de pro-
blemas circulatorios y/o cardíacos, sobre todo en centros geriátricos. 
Eran otros tiempos… y nunca cualquier tiempo pasado fue mejor.

El desarrollo de modelos y preparaciones más simples y fáciles de 
manipular permitió, a partir de 1960, diferenciar las acciones debidas 
a la adenosina de las que correspondían al ATP y otros nucleótidos, 
gracias al empleo de la cafeína. Este antagonista natural de gran a�-
nidad, pero baja especi�cidad, de todos los receptores de adenosina, 
fue la herramienta poderosa para comenzar la historia divergente de 
los receptores de ATP a partir de 1963 (Berne 1963; Fredholm 2003, 
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Fredholm et al. 2005). Sin olvidarnos de que la cafeína es la droga 
psicoactiva más consumida en el mundo y que el comercio del café 
es el segundo más importante mundialmente después del petróleo.
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1.4. La neurogénesis del adulto sus primeros balbuceos. 
Comprender como se forma el cerebro durante el desarrollo embrio-
nario, necesita responder a muchas preguntas, entre ellas: como se 
diferencian los diversos tipos de células, cuales son los genes de la 
familia de los homeoboxes que se requieren en cada caso y que fac-
tores guían su migración hasta las posiciones especi�cas del cerebro 
adulto. En todas ellas se han producido signi�cativos avances, pero 
siempre generando nuevas preguntas dada la complejidad del sistema 
nervioso adulto, sobre todo en los mamíferos. 

Importancia excepcional en la arquitectura cerebral y cerebelo-
sa es el ejercido por la glía radial durante el desarrollo. Estas células 
tapizan la corteza de las estructuras primigenias, son de naturaleza 
bipolar, se comportan como progenitoras y además forman el anda-
miaje que dirige la migración hacia el interior de las estructuras cere-
brales. Los estudios histológicos de Cajal de gran precisión y �nura, 
indican de modo preciso que las células de la glía radial se parecen 
más a la glía que a las neuronas (Ramón y Cajal, 1897; 1913-a; 1913-
b). Actualmente se caracterizan con el marcador típico de glía, que es 
la GFAP, que son las siglas en ingles de la proteína acídica �brilar de 
glía, siendo fácilmente identi�cables mediante inmunohistoquímica 
con el anticuerpo �uorescente especí�co.

Uno de los investigadores que más aportaciones ha hecho al 
conocimiento de la glía radial es Magdalena Götz, en su laborato-
rio se identi�caron los marcadores que la situaban a medio camino 
entre glía y neuronas, y la tecnología por “cell sorting” que permitió 
separar los linajes de los progenitores neurales. Identi�cando además 
del Pax6, los factores de transcripción Neurogenina y Reelina, este 
último implicado en la maduración de la glía radial (Malatesta et al. 
2003; Götz, 2003; Götz et al, 1998, 2015).
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 Recientemente con mi grupo de investigación hemos puesto de 
mani�esto la presencia y abundancia de transportadores vesiculares 
de nucleótidos, VNUT, en la glía radial del cerebelo, previa al desa-
rrollo de las neuronas granulares. Volveremos sobre este aspecto en 
epígrafes posteriores (Menéndez-Méndez, Tesis doctoral, 2017, Me-
néndez-Méndez et al 2017). 

La gran cuestión es si en el cerebro del adulto los precursores 
neurogliales se comportan del mismo modo y necesitan la activación 
de los mismos factores transcripcionales que el cerebro en desarrollo. 
¿En qué situaciones se inicia el proceso de neurogénesis? ¿Qué nece-
sita para desencadenarse? ¿Por qué, cuándo, dónde, cómo y para qué 
es necesaria la neurogénesis en el adulto? 

El freno a la investigación sobre neurogénesis del adulto tiene 
sus raíces en una referencia parcial de un texto de Cajal, del cual dejé 
constancia en el discurso de apertura de la Real Academia Nacional 
de Farmacia de 2017 (Miras-Portugal, 2017). 

 “Pero la especialización funcional del cerebro impone a las neu-
ronas dos grandes lagunas: la incapacidad proliferativa y la dife-
renciación intraprotoplásmica irreversible. Esa es la razón por la 
cual, una vez �nalizado el desarrollado del sistema nervioso, las 
fuentes de crecimiento y regeneración de los axones y dendritas se 
secan irrevocablemente. En los centros adultos las vías nerviosas 
están ya �jas, acabadas e inmutables. Cualquiera de ellas puede 
morir, ninguna puede ser regenerada.”

Ramón y Cajal era un gran cientí�co, y jamás dejaría cerrada 
una vía por difícil, o casi imposible que le pareciera, con�aba en la valía 
y el esfuerzo de los cerebros jóvenes que en tiempo futuro tendrían sus 
mismas ambiciones y sueños, y unos párrafos más adelante escribe:



25

 “Será para la ciencia del futuro cambiar, si es posible, este duro 
decreto. Inspirado con grandes ideales, se debe de trabajar para 
impedir o moderar el decaimiento gradual de las neuronas, para 
salvar la casi invencible rigidez de sus conexiones y para restable-
cer los caminos normales de los nervios, cuando la enfermedad ha 
cercenado los centros que estaban íntimamente asociados”
 Ramón y Cajal (1913-c).  
Estudios sobre la Degeneración y Regeneración del sistema nervioso.

Así pues el escrito en que se basaba el dogma era solo parte de 
un texto mucho más esperanzador y casi visionario. Todo un ejemplo 
y una lección de nuestro gran cientí�co. Con la coletilla añadida de 
la escasa lectura completa de sus textos…

Como hemos ya mencionado en párrafos anteriores, el traba-
jo de Altman de 1965, sobre la neurogénesis en ratas jóvenes, pasó 
totalmente desapercibido. Unos 25 años más tarde Álvarez-Buylla y 
su grupo demostraron que existía una migración radial de neuronas 
jóvenes en la zona ventricular del cerebro de las aves adultas (Alva-
rez-Buylla and Nottebohm 1988; Alvarez-Buylla et al 1990).

 Posteriormente, utilizando como modelo el canario, que es un 
pájaro cantor, demostraron que estaba relacionado con el aprendizaje 
del canto en la época del apareamiento y dependía de los niveles de 
testosterona (Alvarez-Buylla and Kirn 1997). Para excluir que fuera 
un proceso exclusivo de las aves, realiza experimentos similares en 
pequeños mamíferos y con�rma plenamente la existencia de nichos 
neurogénicos en el cerebro adulto el artículo publicado en PNAS en 
el año 1993 llevaba por título: “Proliferating subventricular zone cells 
in the adult mammalian forebrain can di�erentiate into neurons and 
glia” (Lois and Álvarez-Buylla 1993). Este título en sí mismo es ac-
tualmente un dogma.
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Lo importante, además, es que los primeros trabajos con�rman 
que en los nichos neurogénicos se generan neuronas y glía y que por 
el camino desde la zona subventricular se van diferenciando en dos 
tipos de células especiales, los neuroblastos y una especie de células 
gliales que los van protegiendo durante la migración, hasta que al-
canzan su localización de�nitiva en el bulbo olfativo. Un poco intri-
gante es el hecho de que no parecen estar guiados por ninguna de las 
vías descritas en el cerebro en desarrollo, ya que no intervienen, ni 
la glía radial, ni los haces de axones (Lois and Alvarez-Buylla 1994; 
Lois et al. 1996). 

¿Cómo se guían los axones, cuales son los mecanismos? Ve-
remos que algunos de estos aspectos tienen respuesta en el sistema 
purinergico, sobre todo en los receptores de nucleótidos y en sus enzi-
mas de degradación (Díaz-Hernández et al. 2008; Sebastian-Serrano 
et al. 2016; Miras-Portugal et al. 2017).

Otro de los dogmas en neurociencia era el considerar a las célu-
las de glía como productos neurales de diferenciación especializada y 
como células soporte con un origen muy diferente del de las neuro-
nas. Actualmente, aceptamos que la glía radial puede originar neuro-
nas mediante división asimétrica, y que subpoblaciones especí�cas de 
astrocitos pueden funcionar como progenitores primarios de células 
madre neurales (Kriegstein y Alvarez-Buylla (2009). Esto indica que 
el sistema nervioso posee una gran capacidad para originar una ex-
traordinaria diversidad celular, pero desconocemos los mecanismos 
requeridos para su activación. 
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2. ASPECTOS GENERALES DE LA SEÑALIZACIÓN 
PURINÉRGICA Y LA RAZÓN DE SU COMPLEJIDAD.

Cuando analizamos los distintos tipos de compuestos que actúan como 
neurotransmisores o como hormonas, acostumbramos a pensar que se 
liberan de modo controlado, actúan sobre uno o un pequeño grupo de 
receptores, son posteriormente eliminados mediante transporte directo 
altamente especí�co, o degradados de modo sencillo por un enzima hi-
drolítico. Hasta hace poco tiempo se les estudiaba como entes aislados 
y casi sin hablarse con otros sistemas de señalización. Nada más alejado 
de la realidad y los nucleótidos son un buen ejemplo de ello.

La señalización y neurotransmisión purinérgica se desarrolla en 
un espacio temporal mucho más complejo. Veamos un panorama de 
la situación: 

Todos los aspectos que veremos a continuación han sido objeto 
de excelentes revisiones, en donde se constata la impronta del Profe-
sor Geo�rey Burnstock y que pueden aportar una visión completa de 
un área tan compleja (ver revisiones Burnstock 2006a; 2006b; 2007; 
2008; 2015; 2016; 2017a; 2017b).

1. El ATP es almacenado en vesículas de secreción por el trans-
portador, VNUT, que es muy promiscuo, es decir, que transporta 
todos los nucleótidos presentes en el citosol celular, ya sean nucleó-
tidos de purina o de pirimídina, trifosfato, difosfato o monofosfato, 
incluso sin grandes cambios en la a�nidad. 

2. En las mismas vesículas existe un segundo neurotransmisor 
o neurohormona co-almacenado, Los más frecuentes son la acetilco-
lina, catecolaminas, serotonina, e incluso generalmente con péptidos, 
etc… Todos ellos van a ser liberados conjuntamente al espacio extra-
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celular o intersináptico, mediante exocitosis regulada. De la salida 
conjunta de lo almacenado en la vesícula, y la presencia de receptores 
para los varios compuestos almacenados, Burnstock acuño el térmi-
no de co-transmisión. 

3. Fuera de la célula los nucleótidos actúan sobre los receptores 
P2 (purinérgicos, pirimidinérgicos). De los que existen dos grandes 
familias: La de los metabotrópicos P2Y acoplados a proteínas G y la 
familia de los ionotrópicos P2X, son canales operados por ligando, que 
al unirse el agonista despolarizan la membrana ya que permiten el paso 
de iones, en este caso cationes, permeando el calcio mejor que el sodio.

4. Los nucleótidos extracelulares son rápidamente degradados 
por enzimas asociadas a las membranas plasmáticas, con el centro 
catalítico hacia el espacio extracelular, �nalizando de este modo su 
posible acción como agonistas de los receptores P2. Estos enzimas se 
denominan ecto-nucleotidasas son capaces de hidrolizar los enlaces 
fosfato de todos y cada uno de los nucleótidos, algunas con alta espe-
ci�cidad por uno de los nucleótidos trifosfato, difosfato o monofosfa-
to. Otras que pueden defosforilar todos los nucleótidos, e incluso las 
fosfoproteínas extracelulares. Son al menos seis familias de ecto-en-
zimas, algunas de ellas con varios subtipos, con localización espacio 
temporal diferente. El producto �nal más abundante es la adenosina, 
sin olvidar que los nucleótidos de guanina, inosina o pirimidinas 
también originan sus correspondientes nucleósidos. 

5. Me extenderé un poco más en este apartado, pues no será 
posteriormente desarrollado. La adenosina es el último metabolito 
extracelular, y tienen sus propios receptores antes denominados P1, 
pero hoy día como familia de receptores tipo A, que consta de 4 
subtipos, todos metabotrópicos, A1, A2a, A2b y A3. Generalmente 
acoplados a la adenilato ciclasa, para los A1 y A3 con efecto inhibi-
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dor mediado por las proteínas Gi. En el caso de los receptores A2a 
y A2b activan la adenilato ciclasa por estar acoplados a proteinas Gs 
(International Union of Adenosine Receptors Nomenclature, 2011).

 La adenosina es nuestro tranquilizante natural, tiene una amplí-
sima farmacología, destacando su empleo en el tratamiento de la taqui-
cardia supraventricular. La aceptación por parte de la FDA en 2008 del 
análogo, conocido como regadenoson, para sustituir a la adenosina en 
los estudios para evaluar la función cardiaca y sus ventajas por los me-
nores efectos secundarios, abrió nuevas expectativas a la farmacología 
de la adenosina y sus derivados (Buhr, 2008; �ompson 2008; Müller 
and Jacobson 2011). Igualmente la existencia de receptores de adeno-
sina como receptores homodiméricos y heterodiméricos con los de do-
pamina, incrementó el interés de las grandes compañías farmacéuticas 
por esta nueva farmacología. En este caso los antagonistas del receptor 
A2a, formando receptores diméricos ofrecen nuevas perspectivas en el 
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Jenner 2014) y en otras 
enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer (Cunha 2016). 

 Finalmente la adenosina es eliminada de la sangre mediante 
transportadores de membrana que son de muy diversa naturaleza, 
ya que en algunas células están acoplados al gradiente de sodio y en 
otros casos a un transporte equilibrativo. Tienen diversas a�nidades 
por los distintos transportadores de nucleótidos purínicos o pirimidí-
nicos e incluso las bases correspondientes y análogos, por lo que son 
dianas muy relevantes en el tratamiento del cáncer y como antivíricos 
(Cano-Soldado and Pastor-Anglada 2012; Molina-Arcas et al. 2009).

Procederemos a analizar sucintamente estos apartados, para 
ponerlos posteriormente en el contexto de los modelos de estudio 
que han permitido una aproximación a los diferentes aspectos de la 
neurogénesis, neuroprotección y reparación del sistema nervioso.
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2.1. Almacenamiento vesicular de los nucleótidos y su liberación 
El primer apartado como hemos mencionado estará dedicado al al-
macenamiento del ATP y nucleótidos en general. Antes de entrar 
en materia es necesario resaltar que el transportador vesicular está 
causando una auténtica revolución en la señalización purinérgica y 
en un reciente trabajo, Moriyama, quien identi�có el gen de VNUT 
en 2008, reivindicaba ese papel en el título: Vesicular nucleotide trans-
porter (VNUT): appearance of an actress on the stage of purinergic sig-
naling. El transportador vesicular de nucleótidos (VNUT): aparición 
de un actor en la escena de la señalización purinérgica (Moriyama et 
al. 2017).

Una gran variedad de nucleótidos son almacenados en vesícu-
las de secreción por el transportador, VNUT. Tiene poca selectividad 
por sus sustratos, ya que es promiscuo, transporta todos los nucleó-
tidos presentes en el citosol celular, ya sean nucleótidos de purina o 
de pirimídina, trifosfato, difosfato o monofosfato, incluidos los dia-
denosina polifosfatos (ApnA) compuestos descubiertos por nuestro 
grupo en el año 1988 y que pueden ser considerados neurotransmi-
sores o señalizadores a todos los efectos (Rodríguez del Castillo et al. 
1988). En estudios clásicos de transporte con gránulos croma�nes de 
la medula adrenal observamos y describimos esa escasa selectividad 
por el sustrato. Un detallado estudio con análogos de nucleótidos 
�uorescentes, los eteno derivados de los nucleótidos de adenina, nos 
permitió demostrar que el mecanismo del transporte poseía una ci-
nética mnemónica, que se caracteriza por transiciones lentas de las 
hélices de la proteína dentro de la bicapa lipídica, lo que permitía el 
reconocimiento de otras estructuras nucleotídicas similares. Hasta 
aquel momento ese tipo de cinética solamente había sido descrita en 
los enzimas Las características cinéticas han sido corroboradas en 
gránulos croma�nes, vesículas sinápticas del cerebro, e incluso con 
estudios en citometría de �ujo mediante nucleótidos �uorescentes de-
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rivados del ATP, como es el caso del eteno –ATP, e-ATP (Gualix et 
al., 1996; 1997; 1999a; 1999b).

Hasta la fecha, se han identi�cado diez transportadores vesi-
culares de neurotransmisores, VNTs, que se han clasi�cado en tres 
subclases en función de la similitud de sus secuencias aminoacídicas 
y la especi�cidad de sustrato: las familias SLC17, SLC18 y SLC32, 
responsables de la acumulación de transmisores aniónicos, catiónicos 
y neutros, respectivamente. La familia SLC17 incluye las tres isofor-
mas del transportador vesicular de glutamato (VGLUT, del inglés 
Vesicular Glutamate Transporter), el transportador vesicular de ami-
noácidos excitatorios/sialina (VEAT, del inglés Vesicular Excitatory 
Amino Acid Transporter) y el transportador vesicular de nucleótidos 
(VNUT, del inglés Vesicular Nucleotide Transporter). Además de es-
tos transportadores vesiculares de neurotransmisores, cuatro trans-
portadores de fosfato dependientes de Na+ (NPT1, NPT3, NPT4 y 
homólogo NPT) se incluyen también dentro de esta familia (Anne 
and Gasnier 2014). 

El transportador vesicular de nucleótidos fue el último de los 
transportadores vesiculares en ser clonado (Sawada et al. 2008) y se 
consiguió tras la exploración de las bases de datos del genoma huma-
no, identi�cándolo como un nuevo gen de la familia SLC17. El gen, 
SLC17A9, codi�ca una proteína de 430 aminoácidos con 12 hélices 
transmembrana. El análisis por Northern blot reveló que el gen SL-
C17A9 se expresa en varios órganos pero es especialmente abundante 
en el cerebro, la glándula adrenal y la glándula tiroidea. Además, 
en la glándula adrenal, la proteína SLC17A9 es expresada especí�-
camente en la médula y está asociada con los gránulos croma�nes, 
como se reveló por ensayos de inmunohistoquímica, microscopía in-
munoelectrónica y Western blot. Estos datos son consistentes con la 
hipótesis de que SLC17A9 codi�ca el transportador de nucleótidos 
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de los gránulos (Sawada et al.2008).Los requerimientos para el trans-
porte son la necesidad de una ATPasa vesicular que genera un gra-
diente electroquímico de protones y carga y la presencia del ion Cl-.

Se ha descrito que los cuerpos cetónicos, como el acetoacetato, 
compiten con el Cl- en el lugar de reconocimiento en transportado-
res vesiculares y, por tanto, inhiben reversiblemente el transporte del 
neurotransmisor. Esta inhibición por acetoacetato fue demostrada 
por primera vez con los transportadores de glutamato, pero una in-
hibición similar se observa también en otros miembros de la familia 
SLC17, como el VNUT lo que plantea la posibilidad de que la neuro-
transmisión purinérgica pueda ser también controlada por los cuer-
pos cetónicos, lo que aportaría un dato relevante para comprender la 
diabetes no controlada. El efecto inhibitorio del acetoacetato sobre el 
VNUT se previene completamente por la incubación con una eleva-
da concentración (100 mM) de Cl-. El glioxilato, un metabolito de 
la glicina, se ha descrito recientemente como un inhibidor selectivo 
de VNUT, lo que también ayudaría a comprender el efecto toxico 
descrito para un exceso de alimentación con colágeno. 

Más recientemente se han descrito los bisfosfonatos, que se em-
plean en el tratamiento de la osteoporosis como potentes modulado-
res alostéricos del transportador VNUT, con un mecanismo similar, 
es decir se unen al sitio regulador al que se une el Cl-. En esta familia 
de los bisfosfonatos, el clodronato es el que inhibe más selectivamen-
te el transportador y ya ha sido empleado con éxito en el tratamiento 
del dolor neuropatico (Hiasa et al. 2014; Kato et al. 2017; Moriyama 
and Nomura, 2018).

En humanos el gen SLC17A9 se localiza en el cromosoma 20 
y contiene 14 exones y 13 intrones Muestra una homología de se-
cuencia de aminoácidos de la proteína entre el 23-29% de identidad 
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y un 41-48% de similitud con otros miembros de la familia SLC17 
(Sawada et al. 2008). En el reino animal, incluyendo vertebrados, 
insectos, ascidias, hidras y nematodos aparecen ampliamente distri-
buidas secuencias ortólogas. En los VNUT de mamífero, la mayor 
variabilidad se da en la secuencia de aminoácidos de la región amino 
terminal, mientras que las regiones restantes, en particular las regio-
nes transmembrana, están más conservadas (83% de identidad).

El VNUT humano también puede ser procesado de modo al-
ternativo, y es en la región amino terminal donde se ha descubierto. 
Existen pues dos posibilidades de la proteína de VNUT una de 436 
y otra de 430 aminoácidos. Se desconoce si esto implica una locali-
zación especí�ca en el tejido, o en los orgánulos subcelulares. (Sesma 
et al. 2013) 

Figura 1. Estructura de los principales sustratos utilizados en la caracterización del 
transportador vesicular de nucleótidos (J. Gualix 2017).
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Figura 2. Estructura de los principales inhibidores del transportador vesicular de nu-
cleótidos (J. Gualix 2017).
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2.2. Presencia de VNUT en tejidos neurales: su relación con el 
desarrollo del cerebelo.
En el sistema nervioso central del individuo adulto, en este caso 
ratones, la distribución de VNUT es bastante amplia, pero dista 
mucho de ser homogénea. Destacan con localizaciones bien de�-
nidas la zona del hipocampo, el bulbo olfativo y el cerebelo. La 
maduración postnatal del cerebelo, ya descrita por Cajal, es de es-
pecial relevancia para estudiar la evolución de la distribución de 
los componentes celulares y moleculares en cada una de sus estruc-
turas. Además en estas etapas tempranas desde el día 1 postnatal, 
P1, hasta el P5 o el P7 se pueden cultivar las neuronas, siendo las 
granulares las que más éxito han tenido como modelo de cultivos 
neurales primarios. Las granulares han sido de gran utilidad para la 
caracterización de los receptores de nucleótidos P2, con gran diver-
sidad tanto de los P2X, como P2Y. Han sido igualmente un modelo 
muy valioso para descubrir las cascadas de señalización acopladas, 
donde nuestro grupo ha hecho aportes muy signi�cativos (Hervás 
et al, 2003; 2005; Ortega et al., 2008; 2009; 2010; 2011; Morente 
et al. 2014; Pérez-Sen et al. 2017).

En células de línea tumoral neuroblastoma, N2a, transfectadas 
con el transportador VNUT, demostramos su implicación en la neu-
ritogénesis necesaria para la diferenciación neural y la elongación de 
las prolongaciones axonicas. (Menendez-Mendez et al. 2015; 2017)) 
En fecha reciente hemos puesto de mani�esto el importante papel del 
transportador de nucleótidos (VNUT) en las células granulares ais-
ladas del cerebelo de ratón en el día postnatal 5, en donde es funcio-
nal desde el primer momento del cultivo y disminuye con el tiempo, 
en contraposición con el transportador vesicular de glutamato que 
aparece más tardíamente y se incrementa de modo notable (Menen-
dez-Mendez et al., 2015; 2017). La funcionalidad del VNUT fue 
medida mediante liberación de ATP por la acción de los ionóforos 
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de calcio, que son esenciales para la liberación exocitótica La técnica 
empleada fue la de medida de luminiscencia mediante luciferin /luci-
ferasa. La liberación de ATP se redujo drásticamente al añadir al cul-
tivo los inhibidores del transportador, el Evans blue y el clodronato. 

La naturaleza glutamatérgica de las neuronas granulares cere-
belosas, permite medir la liberación del glutamato por estímulos que 
despolarizan la membrana plasmática. La abundante presencia de re-
ceptores inotrópicos de nucleótidos, los P2X3 y P2X7, son capaces de 
inducir la liberación de glutamato, demostrando que son funcionales 
(Leon et al., 2006; 2007; 2008). También estos mismos receptores 
pueden inducir la propia liberación del ATP vesicular y para demos-
trarlo es necesario utilizar la técnica de vertido de las vesículas carga-
das con quinacrina y su apagamiento al fusionarse con la membrana 
plasmática (Sanchez-Nogueiro et al. 2009; Gutierrez-Martin et al. 
2011).

Un hecho peculiar radica en la distribución subcelular del 
VNUT dentro de la célula nerviosa, que se localiza en vesículas tan-
to en zona pre- como post-sináptica, mientras que el transportador 
vesicular de glutamato se localiza de modo altamente preferencial en 
la zona presináptica. Otro aspecto singular, pero trascendente, es la 
presencia del VNUT en estructuras subcelulares colocalizando con 
el marcador lisosomal LAMP-1. La cuestión es que actualmente se 
considera la actividad lisosomal y de autofagia, como una etapa nece-
saria para la diferenciación y evolución de los progenitores neurales, 
lo que estaría de acuerdo con su función en la neurogénesis.

En los cultivos de células granulares, obtenidas de una etapa 
postnatal temprana, están presentes en los primeros días (entre los 
días 1 y 4 in vitro) células progenitoras no diferenciadas. En el cere-
belo en su conjunto tenemos una evolución similar, siendo el VNUT 
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muy abundante en etapas embrionarias y los primeros días postnata-
les, cuando el cerebelo no está plenamente desarrollado. 

La presencia de VNUT en células progenitoras se demuestra me-
diante doble marcaje con inmuno�uorescencia, utilizando anticuerpos 
anti-VNUT y los diferentes marcadores de las células progenitoras. 
Uno de los más utilizados es la nestina. Por otra parte el marcaje nes-
tina positivo desaparece gradualmente conforme madura el cultivo, ya 
que es necesario incluir un anti mitótico que es el AraC, para evitar 
la proliferación de los astrocitos y microglia. Estos resultados sugieren 
que el VNUT puede estar presente en las etapas más tempranas de 
desarrollo del cerebelo. Para con�rmar esta posibilidad, se realizaron 
cortes del cerebelo de ratones fetales, e inmaduros post-natales y se 
realizaron los estudios de colocalización del VNUT con los diversos 
marcadores de células madre y linajes celulares ya comprometidos me-
diante inmuno�uorescencia (Menendez-Mendez et al. 2017). 

Los resultados en cortes de cerebelo con�rmaron plenamen-
te la evolución de la expresión del VNUT desde la etapa inmadura 

Figura 3. Localización del transportador vesicular de nucleótidos, VNUT,  y de la pro-
teína �brilar ácida de glía, GFAP,  en el córtex  del cerebelo de ratón.  Micrografía  de 
microscopia confocal representativa  de una sección del cerebelo  en el día 15 postnatal, 
inmunolocalización en rojo para el VNUT, panel izquierdo;  en verde para la GFAP, 
panel central y  superposición de ambos marcajes en el panel derecho. (Micrografía ob-
tenida por la Dra. Aida Menéndez-Méndez)
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post-natal P5 hasta el P15 (Figura 3). Al comienzo las capas de la ar-
quitectura cerebelosa no están bien de�nidas y las células granulares 
están todavía migrando de la capa externa a la interna. Por ello es un 
buen modelo para correlacionar la expresión del VNUT con la de 
otros factores especí�cos de diferenciación de células progenitoras, 
como son el Math 1 y el DCX. El factor Math 1 es un gen esencial 
que especi�ca el linaje de las neuronas granulares cerebelosas, y se 
expresa en las células que ya están comprometidas en su programa-
ción, GCPs, para convertirse en neuronas granulares (Ben-Arie et al., 
1997; Srivastava et al., 2013). El marcador de doble cortina, DCX, es 
una proteína asociada a los microtúbulos que sirve para identi�car los 
precursores neurales y las neuronas inmaduras (Brown et al., 2003).

En la fase temprana postnatal P5, El VNUT se expresa abun-
dantemente y colocalizado con ambos marcadores, el Math 1 y el 
DCX, lo que sugiere que se expresa en las neuronas inmaduras que 
están migrando desde la capa externa hasta la capa granular interna 
del cerebelo. En los días siguientes hasta P15 se produce un decai-
miento paulatino de los marcadores, Math 1 desaparece y DCX se 
reduce dramáticamente. Los niveles de VNUT se mantienen en la 
capa granular y molecular del cerebelo en el adulto (Figura 4). 

La glía de Bergman, que es la organizadora de la migración ra-
dial de las neuronas en el desarrollo también expresa VNUT, habien-
do sido propuestas como posibles células progenitoras remanentes del 
desarrollo embrionario y fetal (Herndon 1964). En recientes experi-
mentos en nuestro laboratorio hemos observado que los cultivos de 
cerebelo de ratón adulto originan neuroesferas, de las cuales se origi-
nan células de naturaleza glial y neural. Esta es una primera demos-
tración de que en ratón además del giro dentado del hipocampo y de 
la zona subventricular, existe otra zona neurogénica, que podría par-
ticipar en la regeneración del cerebelo (manuscrito en preparación). 
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2.3. Los receptores de nucleótidos, familias P2X y P2Y, 
generalidades.
Los receptores de nucleótidos o receptores P2, se dividen en dos gran-
des familias de acuerdo a su estructura molecular y a los mecanismos 
de transducción de la señal acoplados a su activación: los receptores 
ionotrópicos P2X y los receptores metabotrópicos P2Y. Mientras que 
los primeros son canales iónicos activados por ligando, los segundos 
son receptores acoplados a proteínas G (Abbracchio & Burnstock 
1994, Burnstock 2007b, Coddou et al. 2011, von Kugelgen & Har-
den 2011). En mamíferos se han clonado y caracterizado las propie-
dades farmacológicas de las distintas subunidades de los receptores 
P2X y P2Y (Burnstock 2007b, Burnstock 2011, Burnstock 2013). 
La nomenclatura utilizada para designar los diferentes subtipos de 
receptores, sigue las directrices recomendadas por el Comité de No-
menclatura de receptores y clasi�cación de fármacos de la Unión In-
ternacional de Farmacología (IUPHAR) (Collingridge et al. 2009, 
Coddou et al. 2011). No obstante, nuevos subtipos de receptores po-

Figura 4. Localización  del transportador vesicular de nucleótidos, VNUT, y de la pro-
teína marcadora de progenitores neurales, Nestina, en el córtex del cerebelo de ratón. 
Micrografía  de microscopia confocal representativa  de una sección del cerebelo  en el 
día 3 postnatal, inmunolocalización en rojo para el VNUT, panel izquierdo;  en verde 
para la Nestina, panel central y  superposición de ambos marcajes en el panel derecho. 
La presencia de Nestina indica que en esa fecha el cerebelo es plenamente inmaduro y 
los progenitores neurales están todavía presentes. (Micrografía obtenida por la Dra. Aida 
Menéndez-Méndez)
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drían agregarse a esta clasi�cación, puesto que su identi�cación y 
caracterización farmacológica no resulta sencilla. Ello se debe a que 
no existen agonistas y antagonistas que sean altamente especí�cos y 
que permitan una clara diferenciación en el tipo de respuesta obteni-
da, produciéndose un solapamiento de la misma en aquellos sistemas 
que coexpresan varios subtipos de receptores. Además, las ectonu-
cleotidasas presentes, pueden degradar o transformar los compuestos 
utilizados, falseando el resultado obtenido. Por esta razón, no se ha 
podido establecer una correspondencia inequívoca entre los recepto-
res identi�cados en los tejidos nativos y algunos de los receptores P2 
clonados. Por ello, en muchos casos se utiliza el su�jo anglosajón -like 
para cali�car a los receptores endógenos, hasta que posteriormente se 
apliquen criterios que corroboren su identi�cación. 
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2.3.1. Receptores metabotrópicos P2Y
Los receptores metabotrópicos P2Y son miembros de la superfamilia 
de receptores acoplados a proteínas G, cuyo efecto es mediado intra-
celularmente por la acción de segundos mensajeros, presentando por 
ello una respuesta lenta tras la unión de su ligando. Su estructura 
consta de siete hélices transmembrana hidrofóbicas conectadas por 
tres lazos extracelulares y tres intracelulares, quedando sus extremos 
amino y carboxilo terminal en el lado extra- e intracelular respecti-
vamente. La tercera, sexta y séptima hélices transmembrana han sido 
identi�cadas como potenciales sitios de unión de sus agonistas. Su 
tamaño molecular varía entre 41 y 53 KDa antes de ser glicosilados 
y el número de aminoácidos oscila entre 328-377 aminoácidos (Bur-
nstock 2017.
 

Hasta ahora en humanos y mamíferos, han sido clonados y 
caracterizados ocho miembros de la familia P2Y: P2Y1, P2Y2, P2Y4, 
P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14 (Abbracchio et al. 2006, Burns-
tock 2007b). A su vez, estos receptores se dividen en tres grupos en 
función de su a�nidad por los nucleótidos de adenina y/o uridina. El 
primero contiene los receptores P2Y1, P2Y11, P2Y12 y P2Y13, los cuales 
son activados por nucleótidos de adenina como el ADP, siendo el 
P2Y11 el único que responde a ATP. El segundo lo integran los re-
ceptores P2Y2 y P2Y4, los cuales son activados por los nucleótidos de 
adenina y de uracilo. El último grupo está constituido únicamente 
por el receptor P2Y6, que es especí�co para las pirimidinas. Un caso 
especial es el del receptor P2Y14, que se activa por UDP-glucosa u 
otros azucares activos (Abbracchio et al. 2006, von Kugelgen 2006, 
Burnstock 2007b, von Kugelgen & Harden 2011, Weisman et al. 
2012). Además de los receptores identi�cados hasta la fecha, pueden 
existir otros subtipos P2Y (von Kugelgen 2006) como el GPR17, que 
se describió primero como un receptor de cisteil-leucotrienos y pos-
teriormente se observó que también respondía a UDP. El grupo de 
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la Dra. Maria Pía Abbracchio ha demostrado su importancia en la 
diferenciación a oligodendrocitos y reparación en el sistema nervioso 
(Ciana et al. 2006 ; Fumagalli et al. 2017). 

Los receptores P2Y, cuya expresión es ubicua, regulan o mo-
dulan diversas funciones �siológicas (Fischer & Krugel 2007). En el 
SNC en particular, participa en fenómenos de plasticidad sináptica, 
liberación de neurotransmisores y en la regulación de procesos de 
neurodegeneración y neurorregeneración. Como es habitual en este 
tipo de receptores, su señalización está acoplada a proteínas de mem-
brana como la fosfolipasa C (PLC) y la adenilato ciclasa, o a canales 
iónicos a través de la interacción con subunidades especí�cas de las 
proteínas G. Por otra parte, estos receptores de forma constitutiva o 
bajo determinadas circunstancias forman homo- o heterodímeros, 
dicha agregación podría ser esencial para su correcto trá�co desde 
el retículo endoplasmático rugoso y las cisternas del Golgi, hasta su 
expresión en la membrana plasmática. 
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2.3.1.1 Importancia de los Receptores P2Y12 y P2Y13
La familia de receptores metabotrópico sensibles a ADP cuenta además 
con el P2Y12, que es sin duda el receptor más importante desde el 
punto de vista farmacológico. Fue identi�cado por el grupo de David 
Julius en California, que lo clonó de células derivadas de la medula ósea 
y posteriormente lo identi�có en plaquetas sanguíneas, en donde se es-
tableció que era necesario para cambiar la morfología de las plaquetas y 
ayudar a formar el trombo plaquetario. Está acoplado a la inhibición de 
la adenilato ciclasa, a través de una proteína Gi (Hollopeter et al. 2001). 
Al mismo tiempo que se describía su presencia y función, se descubrió 
la primera enfermedad hereditaria asociada a un receptor purinérgico, 
la de un paciente con defecto en la coagulación sanguínea. Esto facili-
tó el desarrollo de una amplia farmacología de agentes anti agregantes 
para tratar las enfermedades cardiovasculares. El clopidogrel siendo el 
primero de la larga serie desarrollado por la industria farmacéutica y 
recetado para evitar el ictus cerebral. La existencia de polimor�smos 
genéticos también es tenida en cuenta actualmente para evaluar la resis-
tencia a la administración del clopidogrel (Cui et al. 2017). 

El clopidogrel, conocido comercialmente como Plavix supuso 
todo un reto a la química médica y la farmacocinética, ya que es 
un profármaco, que necesita metabolizarse en el hígado y después, 
ya como metabolito activo, se une al receptor P2Y12 plaquetario de 
modo irreversible. La vida media del metabolito activo es muy corta 
y con estabilidad limitada, por lo que no se ha empleado como fár-
maco, pero si ha sido útil como radioligando para identi�car pobla-
ciones celulares expresando el receptor. Debido a esas complicaciones 
y a su importancia en clínica, como antitrombótico, se desarrollaron 
otros muchos compuestos de diversa naturaleza. Entre los nuevos 
compuestos, el que más se usa actualmente es el Ticagrelor que es 
el primer antagonista competitivo del P2Y12 y ampliamente usado 
como fármaco (Jacobson and Müller 2016).
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 El P2Y12 fue el primer receptor de la familia P2Y en ser cris-
talizado y su estructura tridimensional resuelta por difracción con 
rayos-X. La estructura tridimensional se obtuvo, tanto en presencia 
de agonista, como de antagonista. El agonista empleado se corres-
ponde con el de máxima actividad, agonista total, 2MeSATP, y se 
empleó con una muestra de proteína reconstituida en fase cubica li-
pídica, LCP. De modo similar se realizó el estudio en presencia de 
un antagonista con actividad antitrombótica, que es el diadenosina 
tetrafosfato, Ap4A, compuesto natural contenido en las vesículas de 
secreción y cuya presencia en gránulos croma�nes fue descubierta en 
nuestro laboratorio (Rodríguez del Castillo et al., 1988). 

El conocimiento en profundidad de la estructura espacial del 
receptor P2Y12, ha permitido establecer analogías con otros recepto-
res y es un gran avance en el desarrollo de nuevos agonistas y antago-
nistas de los receptores de la familia P2Y. La estructura del receptor 
en presencia de agonista, o de antagonista cambia drásticamente su 
con�guración en reposo, en ausencia de los efectores, sobre todo en la 
parte del receptor expuesta al medio extracelular (Zhang et al. 2014a; 
2014b). 

Para nuestro grupo tiene especial relevancia el receptor P2Y13 
ya que hemos descubierto que controlan cascadas que regulan los 
procesos de defosforilación, para volver al estado de partida y que la 
célula sea sensible a una nueva señalización por nucleótidos. Estas 
funciones son realizadas por las familias de fosfatasas, siendo las fos-
fatasas duales, DUSP, que pueden defosforilar ambos tipos de enlaces 
fosfato, los unidos a fosfotirosinas y los unidos a los grupos alcohol 
de la fosfoserina y fosfotreonina. Entre los receptores más importan-
tes en este tipo de señalización y control está el P2Y13, que protege 
de este modo del estrés genotóxico, inducido por el tratamiento con 
Cis-platino, al aumentar la expresión de la fosfatasa dual, DUSP2, lo 
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que permite la recuperación de la cascada de las MAP quinasas vía 
P38 (Morente et al., 2014; Pérez-Sen et al 2016; 2017; Miras-Portu-
gal et al. 2016). 

El receptor P2Y13 carece por el momento de agonistas o anta-
gonistas altamente selectivos, siendo dependiente de la farmacología 
desarrollada para el P2Y12. Actualmente se considera como antago-
nista selectivo al Díazo derivado del pyridoxal fosfato, PSB-0739, y 
al ticagrelor en preparaciones donde la presencia del P2Y12 esté au-
sente. El conocimiento de la estructura espacial del receptor P2Y12, 
está sirviendo de molde en química médica para desarrollar mejores 
agonistas y antagonistas del P2Y13 (Jacobson and Müller 2016).

Es importante destacar que el cromosoma 3 humano, contiene 
en su brazo largo, en una región muy reducida y de modo consecuti-
vo, los receptores P2Y12, P2Y13 y P2Y14, lo que explica su homolo-
gía de secuencia y su posible origen por duplicación y ampli�cación 
(Pérez-Sen et al. 2017).
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2.3.2. Receptores ionotrópicos P2X
Los receptores ionotrópicos P2X son canales iónicos, operados por 
ligando, insertados en la membrana plasmática, que se activan por la 
acción del agonista, que mayoritariamente suele ser el ATP. La unión 
del agonista permite el paso selectivo de cationes de pequeño tamaño 
(Na+, K+, Ca2+), siendo la permeación para Ca2+ más elevada que para 
Na+ (North 2002, Khakh & North 2012). Hasta la fecha, se han clo-
nado y caracterizado siete subunidades P2X distintas, desde P2X1 a 
P2X7, que se ensamblan como homo- o heterotrímeros. 

Los receptores P2X presentan unas características estructurales 
que les hacen ser una familia bien diferenciada dentro del grupo de 
canales iónicos activados por ligando (North 1996). Parecen muy 
simples, ya que cada subunidad tiene solamente dos hélices trans-
membrana (TM), cuyos extremos amino y carboxilo terminal se lo-
calizan en el lado intracelular, y el dominio extracelular es de gran 
tamaño y múltiples enlaces por puentes disulfuro para mantener la 
estructura. Estas subunidades P2X varían desde los 379 aminoácidos 
del receptor P2X6 hasta los 595 del P2X7. La apertura del canal 
requiere que el agonista se una a la zona especí�ca entre las entre las 
subunidades de los receptores P2X, este modo de apertura es común 
a todos los receptores operados por ligando, desde los de Acetilcolina 
a los de GABA, que tienen los sitios de unión en las zonas donde 
interaccionan las subunidades que conforman el canal. Parece lógi-
co, si queremos forzar una estructura a abrirse, que empleemos una 
molécula a modo de cuña que fuerce el cambio de estructura y en los 
lugares de interacción, ya que así actúan sobre las dos subunidades 
adyacentes. 
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2.3.2.1. Estructura de los Receptores ionotrópicos P2X
 Mediante la microscopia de fuerza atómica, el grupo del Profesor 
Inoue, consiguió imágenes en donde se podían observar directamen-
te los cambios conformacionales inducidos por el agonista, ATP, en 
un único receptor aislado, en este caso el homotrímero del receptor 
P2X4. Se aprecia claramente que la acción del agonista obliga a abrir-
se los dominios extracelulares, replegándose “como los pétalos de la �or 
de loto”, es una metáfora muy poética, muy japonesa, pero también 
muy real y que da cuenta exacta de cómo se abre el receptor (Shino-
zaki et al. 2009).

La estructura exacta de los receptores P2X mediante difracción 
por rayos X la consiguió el grupo de Eric Gouaux, trabajando pri-
mero con el receptor P2X4. Este investigador tenía una amplia expe-
riencia en el estudio estructural de otros canales, algunos mucho más 
primitivos, como el sensor de ácidos bacteriano y los más complejos 
ionotrópicos de glutamato, los de AMPA y Kainato (Jin et al. 2003; 
Jasti et al.2007). 

Resulta lógico que su siguiente movimiento fuera interesarse 
por los receptores ionotrópicos de ATP, los P2X, aparentemente tan 
simples. Curiosamente su estructura resulto muy semejante a la de 
los receptores sensores de ácido, que se supone que son los más pri-
mitivos en la evolución de los receptores ionotrópicos (Gonzales et al, 
2009; Baconguis et al., 2013).

Finalmente la estructura de los receptores P2X se resolvió em-
pleando como modelo un homotrímero del P2X4, al que se habían 
acortado los extremos amino y carboxilo intracelulares para más 
simplicidad. Las tres subunidades están asociadas en el espacio ex-
tracelular girándose en torsión lo que origina una estructura muy 
resistente. En un principio se pensaba que el ATP se unía a un sitio 
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del agonista ortostérico en la zona extracelular de las subunidades 
(Kawate et al., 2009; Gonzales et al., 2009). No obstante al conse-
guir resolver la estructura con el agonista, ATP, unido, la disposición 
de las subunidades en el espacio cambia de con�guración y el lugar 
de unión del nucleótido se sitúa en la interfase de las subunidades. El 
receptor tiene tres sitios de unión equidistantes entre si 40 Å a nivel 
de la membrana plasmática y al unirse el ATP fuerza los dominios 
externos a desenrollarse y abrirse con “una �or de loto”. (Shinozaki 
et al. 2009; Hattori and Gouaux 2012), Tal como había predicho el 
equipo del Profesor Inoue, unos años antes (Shinozaki et al. 2009). 

Un nuevo hito ha sido alcanzado con el receptor homotrímero 
del P2X3 nativo. Este receptor es extraordinariamente importante ya 
que se sitúa en las terminales de las �bras sensitivas, junto con canales 
TRP, y es actualmente una poderosa diana para el tratamiento del 
dolor neuropático. El grupo de Eric Gouaux ha sido capaz de de�nir 
como ocurre el disparo del receptor con el agonista y la acción del an-
tagonista (Mansoor et al. 2016). Es de esperar que permita sintetizar 
mejores agonistas, algunos nuevos nucleótidos y otros de naturaleza 
no nucleotídica , asi como antagonistas e�caces y especí�cos, entre 
los que deberíamos de considerar los diadenosina tetra y penta fosfa-
to, ApnA y los diinosina tetra y pentafosfato, IpnI (Pintor et al. 1995; 
1996; 1998; 1999).
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2.3.2.2. Agonistas y antagonistas de Receptores ionotrópicos P2X
Las herramientas farmacológicas disponibles para poder distinguir 
los distintos receptores P2X son muy limitadas, y en muchos casos 
los mismos agonistas y antagonistas pueden actuar tanto en los re-
ceptores P2X como en los P2Y. Siguiendo criterios estrictamente far-
macológicos se pueden distinguir dos grupos dentro de los receptores 
P2X. El primero de ellos lo forman los receptores P2X1 y P2X3 de 
elevada a�nidad por el ATP (EC50 ≈ 0,1�M) y por su análogo sin-
tético �,�-meATP. Estos receptores se desensibilizan rápidamente e 
inactivan en menos de 1 segundo de exposición al ATP, recuperán-
dose de forma muy lenta. El segundo grupo, que engloba al resto de 
receptores (P2X2, 4, 5, 6 y 7), se caracteriza por una menor a�nidad 
al ATP, insensibilidad al �,�-meATP (salvo el receptor P2X6) y una 
desensibilización menor, o totalmente ausente, como es el caso del 
receptor P2X7 (Coddou et al. 2011). La gran mayoría, sino todos, 
los agonistas son moléculas altamente cargadas, como corresponde a 
los nucleótidos, lo cual implica una escasa o nula biodisponibilidad 
oral. El sitio ortostérico de los receptores P2X está bien conservado 
entre los diferentes subtipos. Contiene cinco cargas positivas de los 
residuos de los aminoácidos, una arginina y cuatro lisinas, que inte-
raccionan con la cadena del trifosfato. El ATP exhibe una potencia 
de micro molar en todos los subtipos, excepto en el P2X7, que requie-
re concentraciones del mM para ser activado (Miras-Portugal et al. 
2003; Jacobson and Müller, 2016).

El desarrollo de ligandos alostéricos positivos para los recep-
tores P2X se realizó imitando los ya conocidos para los receptores 
ionotrópicos de GABA. El primero descrito fue la Ivermectina, que 
es una lactona macrocíclica empleada en medicina veterinaria como 
antiparasitaria, que se une al receptor P2X4 favoreciendo la apertura 
del canal y retrasando el cierre del mismo. Este compuesto actúa 
además sobre muchos otros canales, como los de cloruro, abiertos 
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por glutamato que se encuentran en el musculo y células nerviosas de 
organismos primitivos parasitarios, entre ellos el gusano nematodo, 
Onchocerca volvulus, responsable de la oncocercosis, que causa la mi-
tad de los casos de ceguera en el mundo (Omura and Crump, 2004). 
La campaña de prevención de la ceguera en África se está realizando 
administrando ivermectina a las poblaciones afectadas.

 Los antagonistas de los receptores P2X, han sido ampliamen-
te desarrollados, aunque los primeros utilizados no eran especí�cos, 
suramina, también conocida como germanina y empleado como 
antiparasitario en las colonias germanas de África, el Azul reactivo, 
PPADS etc. Actualmente se dispone de algunos altamente selectivos, 
como el derivado del ATP, el trinitrofenil ATP, TNP-ATP, que es 
muy potente sobre el P2X1 y P2X3. Mención especial de los diinosi-
na polifosfatos, que son poderosísimos antagonistas de los receptores 
P2X1 y P2X3, con a�nidades en el rango del nano molar muy bajo, 
que fueron sintetizados en nuestro laboratorio por Javier Gualix (Pin-
tor et al.1997; King et al. 1999).
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2.3.2.3. ¿Los diadenosina y diinosina polifosfatos cuál es su 
función sobre los receptores P2X?
Los diadenosina polifosfatos son compuestos naturales presentes en 
vesículas secretoras neurales y neuroendocrinas de diversa natura-
leza. Fueron identi�cados por primera vez en los granulos croma-
�nes junto con adrenalina y noradrenalina en nuestro laboratorio, 
el Ap4A y Ap5A eran los más abundantes (Rodríguez del Castillo 
et al. 1988). Estos compuestos eran liberados de modo dependiente 
de calcio, a partir de vesículas sinápticas, lo que indicaba que eran 
funcionales fuera de las células, también se podían cuanti�car en el 
medio extracelular después de perfusión in vivo mediante la técnica 
de push-pull en el cerebro consciente (Pintor et al. 1992a; 1993; 1995 
c). El siguiente ApnA descubierto fue el Ap6A (Pintor et al 1992b). 
Mucho más tarde estudiando la encefalopatía hepática, causada por 
hiperamónemia, estudiamos los perfundidos del cerebro de rata y 
además del Ap4A, en las muestras del micro dializado cerebral, pu-
dimos medir el Ap3A (Gualix et al. 2014). 

En un principio, propusimos a los diadenosina polifosfatos 
como agonistas de nuevos receptores ionotrópicos de nucleótidos, los 
receptores dinucleotídicos. En ese momento los P2X no habían sido 
estudiados, ni clonados. Actualmente ya plenamente caracterizados 
los P2X, sus características se corresponden con los P2X1 y P2X3 y 
con algún heterotrímero P2X2/P2X3. Sus altísimas a�nidades para 
los receptores en terminales sinápticas de cerebro en ratones, cobayas 
y humanos, y la capacidad de modular la secreción de los transmi-
sores clásicos, como GABA, Glutamato y Acetil-colina, así como las 
a�nidades de los receptores de GABAb en las terminales GABAér-
gicas del cerebro y los nicotínicos en las terminales colinérgicas, in-
dicaban un papel muy relevante en la �siología y �siopatología del 
Sistema Nervioso, sobre todo teniendo en cuenta que la acción se 
efectúa a concentraciones de nano Molar bajo, e incluso de pico Mo-
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lar (Pintor et al. 1997; 1999; Miras-Portugal et al. 1998; King et al. 
1999; Gómez-Villafuertes et al. 2001; 2003; Gualix et al. 2003).

 
Años más tarde, Javier Gualix en nuestro laboratorio sintetizó 

los diinosina polifosfatos mediante una técnica enzimática, transfor-
mando el grupo amino de la adenosina en inosina. El enzima era una 
AMP desaminasa aislada de un hongo. Los Ip4I e Ip5I, obtenidos a 
partir del Ap4A y del Ap5A, son poderosísimos antagonistas de los 
receptores P2X1 y P2X3, con a�nidades en el rango del nano molar 
muy bajo o pico molar, toda una proeza (Pintor et al.1997; King et al. 
1999). Actualmente se ha demostrado que son poderosos analgésicos 
in situ en el dolor neuropático (Artalejo et al. en preparación 2018)
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2.3.2.4. Importancia de los inhibidores del Receptor P2X7
Haremos una mención especial a los inhibidores del receptor P2X7, ya 
que este receptor está implicado en procesos de neurogénesis, neuro-
protección y diferenciación que serán objeto, más adelante, de aparta-
dos especí�cos, en enfermedades neurodegenerativas cómo el Alzhei-
mer y Huntington, en epilepsia y en regeneración axonal. El primer 
antagonista muy empleado aunque no totalmente especí�co es el Bri-
lliant Blue G, o Azul Brillante G, por sus siglas BBG. Se trata de un 
colorante alimentario aceptado por la FDA desde hace un siglo, cuya 
a�nidad por el P2X7 es mil veces superior que la que presenta por el 
P2X4 en el modelo experimental de la rata (Jiang et al., 2000). 

Como anécdota destacar que el BBG, se utiliza en todo tipo de 
caramelos, piruletas bebidas isotónicas, merengues y tartas azules, 
además de algunas mermeladas. En ratoncillos blancos a los que se 
administra en gran cantidad aparecen coloreados el pelo, los bigotes 
sensoriales, las patitas y las orejas. A este ratoncillo le han denomina-
do el ratón pitufo. 

 En trabajos de nuestro laboratorio el antagonista BBG, que 
puede ser administrado por vía intraperitoneal, ha resultado e�caz 
en la mejora de enfermedades hereditarias neurodegenerativas, como 
el Huntington y Alzheimer, en las cuales aparece una sobreexpre-
sión e incremento de la actividad de los propios receptores P2X7. En 
el caso de la enfermedad de Huntington, su administración atenúa 
los síntomas, mejorando los temblores y aumentando el peso del ra-
tón transgénico que expresa la huntingtina mutada, con gran núme-
ro de residuos de glutamina, una poly-Q, de un modo condicional 
(Díaz-Hernández et al. 2009).

En el caso de la enfermedad de Alzheimer, el modelo fue el 
J20, un ratón transgénico que expresa la APP humana mutada. La 
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inhibición del receptor P2X7, administrando intraperitonealmente el 
BBG, aunque ahora existen otros antagonistas más e�caces, pero más 
tóxicos, resultó en una clara disminución de las placas de amiloide en 
el hipocampo, tanto en número como en tamaño. Esta reducción la 
correlacionamos con una disminución de la actividad de la glucóge-
no sintasa quinasa-3, GSK-3, de los ratones J20, lo que incrementaba 
el proceso proteolítico de la proteína precursora de amiloide, APP, 
a través de la �-secretasa. Estos datos demostraron fehacientemente 
que los antagonistas del receptor P2X7 pueden ser muy útiles en el 
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y suponen una esperanza 
para esta dolorosa enfermedad neurodegenerativa (Díaz-Hernández 
et al. 2012).

 Otros autores han implicado al receptor P2X7 en gran número 
de procesos in�amatorios, siendo muy importantes los trabajos reali-
zados por el Dr. Pablo Pelegrin en Murcia (Baroja-Mazo A, Pelegrín 
P. 2012; Barberà-Cremades et al. 2017).

La implicación de este receptor en múltiples patologías movi-
lizó muchos recursos para el desarrollo de inhibidores selectivos del 
P2X7 por parte de las grandes compañías farmacéuticas. El primer 
problema es que las diferencias entre especies son muy acusadas y 
los compuestos que actúan bien sobre los ratones, no son ideales en 
los humanos. Uno de los inhibidores muy usado, tanto en humanos 
como en roedores con a�nidad nano Molar, es el A438079, que es 
un antagonista competitivo. Este compuesto ha resultado e�caz en el 
tratamiento de las crisis epilépticas refractarias (Jiménez –Pacheco et 
al. 2013). Otros antagonistas del receptor P2X7 han sido ensayados 
en humanos, uno de ellos para el tratamiento de la artritis reumatoi-
de (Jacobson and Müller, 2016).
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2.3.2.5 Cascadas de señalización de los receptores ionotrópicos 
P2X.
 En neuronas, la entrada de calcio mediada por los receptores P2X 
produce una despolarización que induce a su vez la apertura de 
canales de calcio dependientes de voltaje, lo que incrementa sig-
ni�cativamente los niveles de calcio citosólico libre. Dicho incre-
mento activa distintas cascadas de señalización que, en función 
del tipo neuronal, pueden estar implicadas en la regulación de 
proteínas quinasas como la Ca2+-calmodulina quinasa II (CaM-
KII) (Díaz-Hernández et al. 2004, Díaz-Hernández et al. 2006, 
Leon et al. 2006), las proteínas quinasas activadas por mitógenos 
(MAPK), la proteína quinasa C (PKC) o la glucógeno sintasa qui-
nasa 3 (GSK-3) (Díaz-Hernández et al. 2008, Gómez-Villafuertes 
et al. 2009, Ortega et al. 2009), así como en la liberación de neu-
rotransmisores como la acetilcolina (Díaz-Hernández et al. 2002), 
el glutamato (Gualix et al. 2003) o el GABA (Gómez-Villafuertes 
et al. 2001).

La señalización mediada por el P2X7, tiene la peculiaridad 
de que no se desensibiliza y permite el paso de una gran cantidad 
de ion Ca2+, lo que puede llevar incluso a la muerte celular. Pero 
no todas las células responden del mismo modo, ya que la presen-
cia masiva del receptor se observa sobre todo en células sanguí-
neas como los macrófagos y en células de microglía activada. En la 
gran mayoría de las células nerviosas este receptor está localizado 
en zonas muy especí�cas, sobre todo cuando el tejido está intacto. 
Volveremos sobre este tema pues es esencial para comprender como 
puede el sistema nervioso utilizar sin peligro el receptor P2X7 para 
funciones tan relevantes como el crecimiento axonal y la reparación 
de lesiones que inducen crisis epilépticas (Díaz-Hernández et al., 
2008; Gómez-Villafuertes et al. 2009). 
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No podemos olvidar que el receptor P2X7, fue caracterizado 
en astrocitos por la Dra. Esmerilda Delicado, manteniendo todas 
las características electro�siológicas. La abundancia depende de las 
especies, en astrocitos de rata son escasos, mientras que en astro-
citos de ratón son muy numerosos, como se puede observar en la 
(Figura 5). 

La expresión del receptor P2X7 está controlado por el factor 
transcripcional Speci�city Protein 1, SP1. Este factor está implicado 
en funciones �siológicas y patológicas de procesos cerebrales. El pro-

Figura 5. Micrografía de microscopia confocal representativa  de un astrocito cerebeloso 
en cultivo primario. En rojo presencia del receptor ionotrópico de ATP, P2X7. En verde 
marcador de la proteína �brilar ácida de glía. Destacar la gran abundancia del receptor 
P2X7, ya que se han obtenido de ratón. Estos receptores son plenamente funcionales. 
(Micrografía obtenida por la Dra. Esmerilda García-Delicado)
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motor del receptor murino del P2X7 contiene al menos cuatro sitios 
de unión para el factor SP1, que están muy conservados en todos los 
mamíferos estudiados hasta el momento. La mitramicina A, un anti-
tumoral empleado en el tratamiento del cáncer, inhibe la activación 
transcripcional mediada por Sp1 y en consecuencia reduce los niveles 
endógenos del receptor P2X7, tanto en neuronas corticales como as-
trocitos y líneas de neuroblastoma.

El modelo del ratón transgénico, P2rx7-EGFP, que expresa la 
proteína verde �uorescente bajo el control del promotor del P2rx7, es 
una herramienta que permite conocer cómo se expresa este receptor 
durante el desarrollo y que sucede cuando ocurren lesiones cerebrales. 
La Doctora Maiken Nedergaard nos cedió amablemente el ratón con 
el que hemos podido realizar estudios in vivo de la regeneración del 
hipocampo dañado en el estatus epilepticus experimental. Este ratón 
pertenece a la colección de Je� Lichtman, en la que se marcaron los 
promotores de múltiples genes para conocer su expresión en la etapa 
embrionaria, fetal y adulta. De estos ratones el más conocido es el 
denominado como Brainbow, ratón con cerebro arcoiris. Este es un 
ratón transgénico multicolor conseguido mediante una estrategia de 
recombinación estocastica de expresion entre varias proteínas �uores-
centes. El resultado fue un sorprendente marcaje de las neuronas del 
ratón con múltiples colores diferentes. 

El ratón transgénico, P2rx7-EGFP, ha sido un poderoso aliado 
para conocer la importancia del P2X7 en el desarrollo cerebral y la 
total correlación con el factor de transcripción Sp1. Este ratón trans-
génico ha sido un excelente modelo para comprender la evolución 
del P2X7 durante el periodo fetal y postnatal hasta maduración total 
(García-Huerta et al., 2012; Gómez-Villafuertes et al., 2015). 
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2.4. Degradación extracelular de los nucleótidos por ecto-
nucleotidasas.
Es de destacar, que por esos caprichos de la investigación, antes de 
estudiar los receptores de nucleótidos y sus cascadas de señaliza-
ción, estudiamos los enzimas que los degradaban, concretamente 
las ectonucleotidasas capaces de hidrolizar los nucleótidos de adeni-
na, como el ATP, y los dinucleótidos, del tipo ApnA, descubiertos 
en nuestro departamento (Rodríguez del Castillo et al.1988). Las 
técnicas iniciales de estudio se realizaban con compuestos radioac-
tivos, entre los años 1987 y 1992, (Rodríguez-Pascual et al. 1992; 
Torres et al. 1990). 

 
En año 1991, el Dr. Rotllán desarrolló una nueva técnica me-

diante derivados �uorescentes, los eteno derivados de nucleótidos de 
adenosina, acoplados a la cromatografía liquida de alta resolución, 
HPLC, lo que nos permitió evaluar la degradación de estos compues-
tos, por los enzimas presentes en células neurales, neuroendocrinas 
y en células de endotelios vasculares, con gran precisión. Cada tipo 
celular presentaba un patrón diferente de hidrólisis lo que indicaba 
que existían diferentes ecto-nucleotidasas. En aquel momento las ec-
to-nucleotidasas no estaban clonadas y nuestros resultados y técnicas 
supusieron un gran avance en su identi�cación (Rotllán et al. 1991; 
Mateo et al.1966; 1997a; 1997b; Miras-Portugal et al. 1999).

Todos los nucleótidos utilizados en la señalización extracelular 
se degradan por una batería de ecto-nucleotidasas, que pueden degra-
dar los nucleótidos eliminando los grupos fosfatos de muy diversos 
modos. Estos enzimas están localizados en la membrana plasmática 
con el centro catalítico hacia el espacio extracelular. Existen varias 
familias y se denominan genéricamente ecto-nucleotidasas. Los nu-
cleótidos trifosfato, ATP o UTP, son hidrolizados gradualmente ori-
ginando los nucleótidos difosfato, como el ADP y UDP, que tienen 
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sus propios receptores de la familia metabotrópica (P2Y1, P2Y12, 
P2Y13), al �nal de la cascada se forma adenosina o el correspondien-
te nucleósido. Las diferentes familias de ecto-nucleotidasas presen-
tan propiedades moleculares y funcionales y distintas, destacando 
la localización tisular, modo de anclaje a la membrana plasmática y 
características de la cinética enzimática, como especi�cidad, a�nidad 
por los sustratos, producto formado, pH óptimo, dependencia de ca-
tiones etc… Cada una de las familias de ecto-nucleotidasas, contiene 
un número de isoenzimas variables. También se han descrito formas 
solubles liberadas al medio extracelular a partir de vesículas sinápti-
cas o por hidrólisis de su anclaje a la membrana, pudiendo medirse 
su actividad en el plasma, en algunos casos existen isoformas con 
anclaje de membrana y con un procesamiento alternativo del RNA 
mensajero para la forma soluble. 

Las ectonucleotidasas se clasi�can en cuatro subfamilias:

a) Ectonucleósido trifosfato difosfohidrolasas (E-NTPDasas): 
hidrolizan nucleósidos tri- y difosfato, produciéndose la formación 
de los correspondientes nucleósidos monofosfato, aunque los ratios 
de hidrólisis varían considerablemente entre las cuatro enzimas que 
constituyen esta familia (Kukulski et al. 2005). También se las co-
noce como ecto-ATPasas, ecto-ADPasas, ectoapirasas o CD39. En 
nuestro laboratorio, en las membranas aisladas de las sinapsis mus-
culares y en la placa motora del pez torpedo es donde hemos encon-
trado una mayor actividad hidrolítica de los nucleótidos, ya sea ATP, 
ADP o AMP. Es de destacar que en las sinapsis de la unión neuro-
muscular, los nucleótidos se liberan conjuntamente con acetilcolina 
y la actividad de la acetilcolinesterasa, está igualmente localizada y 
muy abundante en este tipo de hendiduras sinápticas (Mateo et al 
1997a; 1997b).
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b) Ectonucleótido pirofosfatasa/fosfodiesterasas (E-NPP): sus 
tres miembros, NPP1, NPP2 y NPP3, pertenecen a la superfamilia 
de las fosfatasas alcalinas, cuyo pH óptimo ha de ser alcalino. Hi-
drolizan enlaces 5́ -monodiéster en nucleótidos y sus derivados, ge-
nerando la liberación de un nucleosido 5́ -monofosfato, AMP, UMP, 
GMP (Goding et al. 2003, Stefan et al. 2005). También hidrolizan 
otros compuestos como los dinucleósidos polifosfato (ApnA), liberan-
do AMP y el correspondiente nucleótido Apn-1 (Mateo et al. 1997a, 
Mateo et al. 1997b, Vollmayer et al. 2003). Debido a que los dia-
denosina polifosfatos habían sido caracterizados por primera vez en 
nuestro grupo de investigación, los enzimas capaces de hidrolizar-
los recibieron especial atención. Recientemente Javier Gualix y Rosa 
Gómez-Villafuertes, han demostrado que la diferenciación neural en 
algunos modelos implica un cambio en la actividad y distribución to-
pográ�ca en la super�cie de la neurona de esta familia de hidrolasas: 
ectonucleotido pirofosfatasa/fosfodiesterasa, E-NPP; principalmente 
de los subtipos NPP1 y NPP3 (Gómez-Villafuertes et al. 2014).

c) Fosfatasas alcalinas: forman homodímeros con tres cationes 
en el sitio catalítico (dos átomos de Zn2+ y uno de Mg2+), liberando el 
fosfato inorgánico de una gran variedad de compuestos e hidrolizan-
do además los nucleótidos 5́ tri-, di- y monofosfato, �nalizando con 
la formación de los correspondientes nucleósidos precursores (Millan 
2006). 

Nuestro grupo ha realizado importantes aportaciones revelan-
do que la fosfatasa alcalina no especi�ca de tejido, TNAP, es esencial 
en el desarrollo y crecimiento de los axones, tanto en cultivos de 
neuronas de hipocampo, como in vivo, en el desarrollo embrionario y 
fetal del cerebro de mamíferos (Díez-Zaera et al. 2011; Sebastián-Se-
rrano et al.2016)
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d) Ecto- 5́ -nucleotidasa o CD-73: cataliza la etapa �nal de la 
cadena hidrolítica de los nucleótidos, generando los respectivos nu-
cleósidos. Se trata de una proteína dimérica de unión a zinc anclada 
a la membrana por un glicosilfosfatidil inositol (GPI) con una amplia 
distribución tisular (Zimmermann 1996, Zimmermann 2000).

El resultado �nal de la acción de la cascada extracelular de ec-
tonucleotidasas es, que el ATP y cualquier otro nucleótido, son rápi-
damente degradados una vez que son liberados por exocitosis al es-
pacio extracelular, o inyectados directamente al torrente sanguíneo.

Nuestros resultados en el sistema nervioso demuestran que las 
ecto-nucleotidasas son un elemento esencial en las acciones �sioló-
gicas de los nucleótidos y forman parte del conjunto denominado 
señalización purinérgica. 
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3. IMPLICACIÓN DE LOS NUCLEÓTIDOS EN LA 
FISIOPATOLOGÍA DEL SISTEMA NERVIOSO.

El sistema nervioso de los mamíferos contiene una gran abundan-
cia y variedad de receptores P2X y P2Y, los cuales presentan una 
distribución precisa según las regiones y el tipo de célula, tenien-
do en cuenta además la localización subcelular. Trataremos en este 
apartado de analizar en qué situaciones patológicas juegan un papel 
relevante, teniendo en cuenta que el ATP es liberado de neuronas y 
astrocitos y funciona en las conexiones sinápticas con otros trans-
misores en el proceso conocido como cotransmision. Los nucleóti-
dos están implicados en el aprendizaje y la memoria, la actividad 
locomotora y otras muchas actividades cerebrales (Burnstock Review 
2015). Su participación en procesos tan relevantes hace que altera-
ciones en la señalización a través de los P2X y P2Y pueda ser el ori-
gen de diversas patologías, o una consecuencia de ellas. Sabemos hoy 
día que los receptores P2X y P2Y son esenciales en la formación y 
maduración del sistema nervioso y que alteraciones de su funciona-
miento originan graves patologías a nivel central y periférico. Basten 
algunos ejemplos, la actividad in�amatoria donde juegan un papel 
las células de la microglía. Las cuales al transformarse en microglía 
reactiva incrementan en gran medida el número de receptores, P2X4 
y P2X7. La capacidad del receptor P2X7 de introducir gran cantidad 
de ion calcio al activarse, ya que no se desensibiliza, puede producir 
la muerte neuronal, lo que ha sido demostrado en neuronas dopami-
nérgicas de la substantia nigra, pudiendo estar en el origen de algunos 
tipos de Parkinson. De modo similar se ha argumentado en otras 
enfermedades como Alzheimer, esclerosis múltiple y la esclerosis la-
teral amiotró�ca, donde en algunos casos están incrementados los 
receptores P2X7 (Burnstock, 2015). Analizaremos algunas patolo-
gías en las cuales hemos tenido una experiencia directa, como son la 
enfermedad de Alzheimer familiar, ligada a hiper producción de las 
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formas mutadas de la proteína precursora de amiloide, APP; y la de 
Huntington, de las que hemos dejado ya constancia en el apartado 
de la farmacología del receptor P2X7. El descubrimiento por nuestro 
grupo de la presencia del receptor P2X3 en terminales colinérgicas 
del sistema nervioso central, ha servido para postularlo como una 
diana en el tratamiento de la migraña (Díaz-Hernández et al. 2001; 
Hullugundi et al., 2013).
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3.1. Receptores P2Y2 y P2X7, el ying y el yang en las placas de 
� amiloide.
Las enfermedades neurodegenerativas, en este caso la de Alzheimer, 
han sido analizadas desde muchos puntos de vista. En este caso con-
creto, la descripción de Alois Alzheimer de la presencia de acúmulos, 
a los que denominó, placas de amiloide, fuera y de los ovillos neuro-
�brilares dentro de la neurona, daban por sentado que esos acúmulos 
eran los responsables de la enfermedad. La investigación se orientó 
hacia dilucidar su composición y explicar cómo se originaban en el 
tejido in vivo. Sabemos hoy día que el Alzheimer temprano familiar, 
que quizás solo representa un escaso 1-3%, del total de los casos, está 
asociado con mutaciones de la proteína precursora de amiloide, APP, 
o implicadas en su procesamiento, las preselininas 1 y 2. Enzimas 
que se encuentran en las membranas de la neurona y también se 
denominan � secretasas, produciendo el corte de�nitivo, que origina 
el péptido de 40 aminoácidos que no es amiloidogénico, o el de 42, 
que sí lo es. El péptido de 42 aminoácidos se origina por el corte 
inicial con la � secretasa seguido de la � secretasa. El péptido de 40 
aminoacidos procede por el corte inicial de la � secretasa, seguido 
por la � secretasa. 

Un aspecto muy relevante, descubierto por nuestro grupo, fue 
que en células neurales en cultivo, la actividad de la � secretasa, esta-
ba regulada positivamente por el receptor P2Y2 y negativamente por 
el P2X7. Lo que resultaba en una disminución de la producción de 
� amiloide con la activación del P2Y2, o un incremento de la pro-
ducción del � amiloide al activar el P2X7 (León-Otegui et al. 2011). 
Este hecho implicaba un cambio del paradigma, ya que a través de 
receptores e membrana podría iniciarse una nueva terapia, reducien-
do los niveles de producción del péptido amiloidogénico. Como to-
das las hipótesis, sería necesario con�rmarlo y tratamos de validarlo 
en el modelo transgénico de ratón, el J20, que se considera un buen 
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modelo para estudiar el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Es 
importante destacar que en el Alzheimer esporádico, que son más del 
90% de los casos, no se comprende bien como se produce ese cambio 
en el procesamiento de APP y como es el turnover de las placas en su 
fase inicial de acúmulo.

Los ratones no desarrollan Alzheimer, es decir no desarrollan 
placas de amiloide. Para que eso suceda se necesita un ratón que, 
además de expresar su propia proteína, la APP-murina, expresase 
una forma mutante de la proteína precursora de amiloide humana, 
conteniendo las mutaciones Swedish (K670N/M671L) y la Indiana 
(V717F) mutations (APPSwInd). A este modelo de ratón se le conoce 
como J20 y desarrollan las características placas de amiloide entre los 
6 y los 8 meses de edad. (Díaz-Hernández et al. 2012).

¿Cómo consigue el receptor P2Y2 activar la � secretasa? Si-
guiendo la lógica, la activación de este receptor induce la interacción 
con una proteína G, de tipo Gq, que activa a la fosfolipasa C, PLC, 
de la membrana plasmática. Esto produce la hidrólisis del fosfatidil 
inositol trifosfato, generando el inositol trifosfato, IP3, y el diacilgli-
cerol. La movilización de calcio de los almacenes internos de la célula 
es activada por el IP3, abriendo los canales de calcio del retículo lo 
que incrementa el calcio en el citosol (Harden et al. 1995; Schachter 
et al. 1997; Paniagua-Herranz et al. 2017). El calcio y el diacilglicerol 
activan la proteína quinasa C que va a fosforilar la � secretasa. Este 
es un enzima de membrana, por lo que la proteína APP, que también 
es de membrana será procesada en mayor medida del modo no ami-
loidogénico. 

 Lo ideal para evitar acúmulos de � amiloide sería poder tratar 
a los ratones modelo con agonistas del receptor P2Y2, lo que es muy 
fácil en cultivos celulares, con ATP, o UTP, o el dinucleótido de uri-
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dina, el Up4U, pero ninguno de ellos se puede administrar al animal 
entero, ya que es metabolizado de modo inmediato y no existe por 
el momento ningún agonista, o efector alostérico descrito, y todavía 
menos que se pueda administrar por vía oral. 

Este contratiempo hizo pensar en la alternativa, que sería blo-
quear el efecto negativo del receptor P2X7sobre la � secretasa, rea-
lizado a través de la GSK 3. La administración de los antagonistas 
del receptor P2X7, concretamente el azul brillante, BBG, reducía 
drásticamente la aparición y tamaño de las placas de � amiloide 
(Díaz-Hernández et al. 2008; Miras-Portugal et al. 2015). Existen 
actualmente muchos otros antagonistas susceptibles de ser adminis-
trados. Estos resultados permiten, al menos, a�rmar que existe una 
estrategia, la cual no tiene por qué estar restringida a la combinación 
de los receptores purinérgicos.
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3.2. Alzheimer y el lio de los ovillos neuro�brilares, la proteína 
tau extracelular, los receptores muscarínicos y la fosfatasa 
alcalina: Una sorpresa con lógica.
Hay un grupo de investigadores en Alzheimer que no comparten la 
idea de que las placas de amiloide estén en el origen de esta enfer-
medad neurodegenerativa. Su idea es que son los acúmulos de una 
proteína asociada a los neurotúbulos, la proteína tau, que se puede 
observar en el citosol formando ovillos, los que están en el origen de 
una gran parte de los casos que denominamos como Alzheimer. 

Existen pues dos facciones referentes al origen y causa de la 
enfermedad, una del � amiloide, conocida como Baptistas y los 
del Tau conocidas como Taoistas. Posiblemente todo sea todavía 
más complejo y todos tengan razón. En colaboración con el gran 
investigador Jesus Avila, reconocido taoísta, encontramos por puro 
azar, que la proteína tau y sus péptidos, podían actuar sobre las 
neuronas en cultivo, incrementando la señal de calcio. Los recep-
tores sobre los que actuaban, una vez caracterizados, resultaron ser 
los receptores muscarínicos, metabotrópicos de acetilcolina, M1 y 
M3, conocidos por ese nombre, ya que la muscarina , aislada de la 
Amanita Muscaria, actúa sobre estos receptores. Al contrario que 
la acetilcolina que rápidamente desensitiza el receptor, la proteína 
Tau y sus péptidos, mantenían la señal de calcio por un tiempo 
muy prolongado. Lo que produce grandes acúmulos de calcio ci-
tosólico, que son tóxicos para la célula y posteriormente pueden 
producir la muerte neuronal (Gómez-Ramos et al. 2008; 2009). 
Este descubrimiento implicaba la señalización directa de los pép-
tidos de Tau sobre la neurotransmisión colinérgica. Señalización 
que había sido descrita, en estudios post-mortem, y se encontraba 
muy limitada en diversas áreas cerebrales, con especial reducción 
de los núcleos colinérgicos basales en los enfermos de Alzheimer, 
(Rossor et al. 1982). 
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La conexión de esta señalización colinérgica mediada por tau 
con la fosfatasa alcalina, fue fruto de una tesis y un desmayo. La tesis 
estaba dirigida por Jesús Avila, sobre tau y sus múltiples posibilidades 
de fosforilación. La doctoranda era Alicia Rubio, quien se desma-
yó durante la presentación pública de la tesis. Yo formaba parte del 
jurado, y en ese tiempo, mientras se recuperaba la doctoranda, me 
puse a pensar. La lógica era la siguiente: que las neuronas liberan las 
proteínas tau, más o menos fosforiladas y además en el espacio extra-
celular las proteasas allí presentes las van a degradar en péptidos más 
pequeños. Curiosamente, en todos los ensayos que habíamos realiza-
do durante la colaboración no habíamos prestado atención al estado 
en que se encuentran los péptidos en el espacio extracelular habiendo 
tal cantidad de enzimas hidrolíticas. Acabada la tesis cum laude, se 
me ocurrió que teníamos una pregunta esencial, sencilla y clara, a la 
que no habíamos respondido en las colaboraciones previas: ¿Están o 
no, fosforilados los péptidos de tau que actúan sobre los receptores 
muscarinicos? 

La respuesta nos llevó a demostrar que no están fosforilados, y 
además que el enzima extracelular que los defosforila es la fosfatasa 
alcalina no especí�ca de tejido, TNAP, que está asociada a la mem-
brana plasmática y es totalmente inespeci�ca. Tirando del hilo un 
poco más, en muestras de tejidos humanos procedentes de enfermos 
de Alzheimer, comprobamos que la actividad de la fosfatasa alcalina 
estaba aumentada, cuando se comparaba con sujetos normales de la 
misma edad (Díaz-Hernández et al. 2010; 2014; 2015). Era cerrar el 
círculo y abrirlo a muchas otras posibilidades.

Es importante comprender que la enfermedad de Alzheimer 
requiere un plural, hay un escaso 1-3 % de origen hereditario tem-
prano, el resto es un acúmulo de posibilidades, con mayor o menor 
predisposición. Los estudios basados en modelos de la enfermedad 
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familiar de Alzheimer, con ratones transgénicos especí�cos, están 
obviando los estudios de Genome-wide association relacionados en-
dofenotipos y etapas pre-diagnóstico y dianas terapéuticas con el big 
data (Chung et al. 2017; Ertekin-Tane 2017). De los subtipos y clasi-
�cación de los pacientes con “Alzheimer”, mejor llamarlo demencias 
seniles, nos falta casi todo por conocer.
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3.3. Crecimiento de los axones y regeneración axonal, la 
importancia del receptor P2X7.
Durante el desarrollo embrionario y fetal los axones llegan a su 
destino de modo preciso. La cuestión es comprender como lo al-
canzan y que señales los guían. Uno de los grandes investigadores 
en esta área, el profesor Marc Tessier-Lavigne, de origen canadiense 
y actualmente Presidente de la Universidad de Stanford, dedico su 
vida investigadora a comprender como se realizaba la guía axonal 
y completó la hipótesis de Cajal sobre la necesidad de la existencia 
de substancias quimio-atractantes o quimiotró�cas, demostrando 
su existencia, pero también la de quimio-repelentes para guiar los 
axones. En una fecha tan temprana como 1991, demuestra que la 
orientación de los axones in vitro responden a substancias quimio-
tró�cas de otras zonas cerebrales especí�cas, en combinación con 
otras de naturaleza repelente organizadoras de la dirección, algunas 
con nombres tan sugerentes como semaforinas etc (Tessier-Lavigne 
and Placzek 1991; Colamarino and Tessier-Lavigne, 1995a, 1995b). 
Desde entonces han sido muchos los trabajos para comprender el 
cableado axonal del cerebro, y no es nuestra intención desarrollarlo 
aquí. 

En trabajos del grupo con terminales sinápticas aisladas y 
neuronas en cultivo, observábamos que estaban presentes recepto-
res ionotrópicos P2X funcionales, con entrada de calcio (Pintor et 
al. 1995c; Díaz-Hernández et al. 2002; 2006; Miras-Portugal et al. 
2003). La cuestión que nos planteamos es si en neuronas aisladas 
estos receptores también estaban localizados en zonas especí�cas que 
podrían tener un papel importante en el desarrollo, elongación y ra-
mi�cado de los incipientes conos de crecimiento. Para llevar a cabo el 
estudio utilizamos como modelo las neuronas aisladas de hipocampo 
fetal, que sufren cambios morfológicos acusados durante los primeros 
días en cultivo. 
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Por la literatura cientí�ca, sabíamos que la formación del axón 
está regulada por factores neurotrópicos, neurotransmisores a través de 
diferentes receptores y canales de diversa naturaleza. Todos ellos con 
muy variadas cascadas de señalización, entre ellas las de polimerización 
y despolimerización del citoesqueleto de actina, que es esencial para 
generar el movimiento ameboideo y crecimiento (Bradke and Dotti, 
1999; da Silva and Dotti, 2002; Shi et al. 2003; 2004; Garrido et al. 
2007). La presencia de un elevado número de receptores P2X7 en la 
zona distal del cono de crecimiento, nos hizo pensar que podría estar 
involucrado en el crecimiento del axón. La masiva entrada de calcio a 
través de estos receptores, que además no desensitizan, cuando se es-
timula con el agonista �siológico, ATP, o con un análogo más difícil-
mente hidrolizable, como el benzoil-ATP, da como resultado una para-
da absoluta del crecimiento axonal (Díaz-Hernández et al. 2008). Nos 
causó sorpresa, pero ese mismo año unos meses después salió publicado 
un trabajo, según el cual la presencia de calcio abundante en el cono de 
crecimiento produce la retracción del axón (Yamada et al. 2008). 

El efecto negativo de la activación del P2X7 sobre el crecimien-
to axonal fue validado usando antagonistas, como el BBG, que re-
virtió el efecto negativo, llevando al crecimiento y rami�cación el 
axón. El bloqueo del receptor P2X7 mediante un RNA de interferen-
cia dio el mismo resultado, demostrando que tanto la farmacología 
clásica, como la molecular coinciden en el resultado. El estudio de 
la señalización en el cono axonico, demostró que el Calcio a través 
del receptor P2X2 activa toda una batería de enzimas, como son la 
calcio calmodulina quinasa II, CaMKII, y la quinasa de adhesión 
focal, FAK, que impide la plasticidad del citoesqueleto adherido a la 
membrana plasmática, entre otras muchas cascadas.

 Los resultados con una línea tumoral, el neuroblastoma N2a, 
permitio analizar en profundidad la cascada de la Ca2+/calmodu-



73

lin-dependiente quinasa II que media la inhibición de la neurogéne-
sis en este modelo. En esta línea además se pudo analizar el funcio-
namiento del receptor P2X7 mediante electro�siología, para estar 
absolutamente seguros de que las propiedades correspondían al re-
ceptor P2X7 y no a otro similar (Gómez-Villafuertes et al. 2009). 
(Figura 6).

15 µm 
P2X7 α-tubulin 

Figura 6. Micrografía de microscopia confocal de neuronas de la línea tumoral N2a, 
sometidas a diferenciación añadiendo al medio de cultivo  el azul brillante G, BBG, an-
tagonista del receptor P2X7. Panel izquierdo  inmunohistoquímica del Receptor P2X7, 
presente esencialmente en el soma  y la terminal de cono de crecimiento axonal.  Panel 
central , Inmunohistoquímica  del marcador del citoesqueleto de tubulina. Panel de-
recho, superposición e ambos marcajes. (Micrografía obtenida por la Dra. Rosa Gó-
mez-Villafuertes)
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3.3.1 En el cono de crecimiento el P2X7 está acompañado del 
P2Y1 y el P2Y13.
En el cono de crecimiento el receptor P2X7 está acompañado por los 
receptores P2Y1 y P2Y13, que causan efectos opuestos y son activa-
dos por el agonista �siológico ADP, un producto de la degradación 
del ATP por las nucleótido trifosfo-difosfo hidrolasa, ENTP-NDP 
hidrolasa, también conocida como CD39 o apirasa (Pérez-Sen et al, 
2017). 

Para estudiar el dialogo establecido entre los receptores P2Y1, 
P2Y13 y P2X7, fue necesario emplear agonistas y antagonistas para 
cada uno de los receptores y además mediante construcciones de 
plásmidos shRNA con reporteros, para controlar la calidad de la ex-
presión pudimos observar que el ADP y la expresión del P2Y1-GFP, 
mejoraban la elongación axonal, por el contrario el receptor P2Y13 y 
el P2X7 paraban el crecimiento axonal. Esta actividad estaba coordi-
nada por la adenilato ciclasa tipo 5, que es la que se encuentra en el 
cono de crecimiento y que es inhibida por calcio, que es lo que movi-
liza el P2X7 al abrir el receptor ionotrópico y el P2Y1 movilizándolo 
a través del retículo. 

La inhibición del P2X7 con azul brillante G, BBG, reduce la 
entrada de calcio y la adenilato ciclasa tipo 5 no se inhibe, con lo cual 
el citoesqueleto de actina es su�cientemente dúctil, ya que el AMPc 
se incrementa, por lo que puede crecer y al mismo tiempo no interfe-
rir en el efecto de los factores neurotró�cos que funcionan a través de 
la cascada de la PI3K-Akt-GSK3 (del Puerto et al. 2012). 

El receptor P2X7 también modula el funcionamiento de la zona 
inicial del axón, tanto en condiciones �siológicas como en las lesiones 
cerebrales. Este receptor y sus agonistas modulan tanto las proteínas 
estructurales, como la densidad de los canales iónicos, en cortes de 
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cerebro, en neuronas de hipocampo en cultivo el P2X7-unido a la 
proteína verde �uorescente, reduce la expresión de la ankyrina G y 
de los canales voltaje dependientes de Na+. La inhibición del P2X7 
con BBG evita la disrupción de los endotelios vasculares después de 
isquemia y reperfusión en ratas (del Puerto et al. 2015).
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3.3.2. ¿Cómo consigue crecer un axón en el cerebro fetal si en el 
medio extracelular hay ATP? Función de la TNAP
La presencia del receptor P2X7 desde las etapas tempranas del desa-
rrollo, plantea la pregunta de ¿Cómo consigue crecer el axón, si hay 
ATP fuera de las células?

 La naturaleza tiene todo previsto y por ese motivo en las eta-
pas tempranas del desarrollo, en las mismas terminales donde está el 
receptor P2X7 en el segmento inicial, o cono de crecimiento axonal, 
también está la fosfatasa alcalina no especi�ca de tejido, TNAP. Este 
enzima es totalmente inespecí�co y le da lo mismo a lo que esté unido 
el fosfato, y elimina los fosfatos de cualquier nucleótido e incluso de 
proteínas. Algo parecido habíamos visto en el caso de Alzheimer que 
este enzima que está asociado por fuera a la membrana plasmática, o 
soluble en el medio extracelular, era capaz de eliminar los fosfatos de 
la proteína Tau (Díaz-Hernández et al. 2010) 

En el suero fetal de los mamíferos, este enzima tiene una activi-
dad muy aumentada, que se reduce drásticamente al tener el sistema 
nervioso formado. En nuestro caso elimina completamente el ATP 
en el entorno del P2X7, ya que ambos enzima y receptor colocalizan 
en estudios por microscopia confocal, por lo que no hay ATP en 
el entorno el receptor para ser activado, posiblemente en los deno-
minados microdominios. Estos estudios se hicieron en cultivos de 
neuronas embrionarias de hipocampo, donde se podía observar que 
al madurar las neuronas liberaban más ATP, pero también expresa-
ban mucha más enzima. La inhibición del enzima con el Levamisol, 
disminuía drásticamente la longitud de los axones, ya que el ATP no 
se hidrolizaba (Diez-Zaera et al. 2011). 

La cuestión es ¿qué ocurre en el cerebro intacto? La aproxima-
ción experimental es compleja, pero por suerte existe un ratón trans-
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génico, que nos facilitó el Dr. José Luis Millán, que mimetizan las 
mutaciones en el gen que codi�ca la fosfatasa alcalina no especí�ca 
de tejidos, TNAP. Esta enfermedad hereditaria cursa con anomalías 
en los huesos y crisis epilépticas espontaneas. Cuando se analizan, los 
cerebros de los ratones transgénicos, modelos de la enfermedad, se ha 
visto que hay un aumento de los precursores neurales, pero un dé�cit 
en la formación y maduración de las conexiones (Sebastian-Serrano 
et al; 2015; 2016).

El sistema purinergico está estrechamente relacionado con el 
desarrollo cerebral y la elongación axonal. Hemos visto como recep-
tores ionotrópicos y metabotrópicos actúan de modo coordinado y 
además están las ecto-nucleotidasas para eliminar las señalizaciones 
cuando no son deseadas.
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3.4. Nucleótidos en neuroregeneración y neuroprotección.
Las lesiones del tejido nervioso liberan una gran cantidad de factores, 
que por supuesto incluyen los nucleótidos. Muchos de ellos pueden 
ser necesarios en un primer momento y después ser nocivos para la 
correcta reparación el sistema, o viceversa. Las células madre proge-
nitoras se consideran actualmente como capaces de reparar el sistema 
nervioso en un futuro próximo, aunque son muchas más las cuestio-
nes que los datos inequívocos de su posible utilización. La reparación 
de la medula espinal lesionada, es una de las áreas en donde se han 
hecho más ensayos y algunos avances signi�cativos, aunque los éxi-
tos dependen en gran medida de la gravedad de la lesión y el tiempo 
transcurrido cuando se inicia el tratamiento.

El cultivo y diferenciación de las células madre precursoras de 
la zona subventricular, tiene la ventaja de la gran cantidad de conoci-
miento acumulado y la gran plasticidad observada. Los receptores de 
nucleótidos están presentes en todos los progenitores y son suscepti-
bles de inducir diferenciación especí�ca.

Finalmente, la señalización por nucleótidos converge en una se-
rie de cascadas intracelulares, las cuales están especialmente dirigidas 
a proteger las células neurales y por lo tanto a la neuroprotección, de-
mostrado en el estrés oxidativo por radicales libres de oxígeno, ROS, 
y en el estrés genotóxico por compuestos antivíricos y anti tumorales.

 Desarrollaremos estos tres aspectos con un poco más de detalle 
en los siguientes apartados.



79

3.4.1. Señalización purinérgica en la reparación de la medula 
espinal lesionada.
La lesión de la medula espinal es una de las mayores causas de inca-
pacidad por lesiones del sistema nervioso central. Implica una per-
dida irreversible de la zona distal a la lesión si es grave. En este caso, 
se produce la pérdida de los axones, por la pérdida de la mielina y 
muerte de los oligodendrocitos, que son los protectores axonales, así 
como todo tipo de células tanto interneuronas de la médula espinal, 
como neuronas motoras (Grossman et al. 2001). 

 No existe por el momento un tratamiento e�caz para estas 
lesiones graves de la medula espinal, aunque hay algunos ensayos 
clínicos. Una de las estrategias es el trasplante de células precurso-
ras para la cicatrización (Mothe and Tator, 2013). Las células madre 
progenitoras ependimales, epSPC, se encuentran en la región peri-
ventricular del canal central de la medula espinal del adulto. El cul-
tivo de estas células origina una progenie, que es movilizada hacia 
el lugar de la lesión, incluso cuando el epéndimo no está afectado. 
Estas células originan también oligodendrocitos y por lo tanto tie-
nen un potencial intrínseco para reemplazar algunas de las células 
perdidas en la lesión. Para ello es necesario disponer de protocolos de 
diferenciación especí�cos, algunos de ellos ya desarrollados con éxito 
(Moreno-Manzano et al., 2009).

 En la lesión espinal el tejido traumatizado libera grandes can-
tidades de ATP y otros nucleótidos, que actuando sobre receptores 
especí�cos y coordinados con los factores de crecimiento, consiguen 
remodelar y reparar la lesión (Burnstock and Ulrich, 2011). 

 Recientemente, nuestro grupo demostró que las células madre 
progenitoras ependimales, epSPC, expresan receptores para nucleó-
tidos , siendo los más abundantes los ionotrópicos P2X4 y P2X7, 
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ambos funcionales y los metabotrópico P2Y1 y P2Y4, que responden 
respectivamente a ADP agonista completo del primero, y al ATP, 
UTP el segundo. Comparando estas células epSPC obtenidas de ani-
males sanos y los de lesión espinal, se observa una regulación negativa 
del P2Y1 y un incremento de la expresión en el P2Y4 (Gómez-Villa-
fuertes et al., 2015). El trasplante de las neurosferas no diferenciadas 
a las ratas con lesión medular, se puede correlacionar con una recupe-
ración de la función motora (Gómez-Villafuertes et al., 2015). 

Las células epSPC agrupadas en neurosferas, inician una salida 
paulatina cuando están en cultivo. Es llamativa la presencia de las 
subunidades del receptor ionotrópico, P2X6, en el núcleo celular, 
marcando estructuras repetitivas. Es la primera vez que se descri-
be esta presencia y que se relaciona con la maduración de la célula, 
ya que la subunidad P2X6 que es trasladada al núcleo modi�ca la 
actividad del procesamiento de los mensajeros interaccionando con 
el factor asociado al espliceosoma SF-3A1 (Díaz-Hernández et al., 
2015) (Figura 7).

Figura 7.  Micrografía de microsco-
pia confocal  de células madre pro-
genitoras obtenidas de los cultivos 
ependimales de médula espinal de 
ratas lesionadas. Destacar la citoar-
quitectura marcada en rojo para el 
citoesqueleto de tubulina. Destacar 
el gran tamaño del núcleo donde el 
DNA cromosómico está marcado en 
azul, con DAPI. Finalmente, desta-
car la presencia del receptor P2X6    
en estructuras de�nidas del núcleo 
celular, en color  verde claro. Traba-
jos e nuestro grupo los han relacio-
nado con la función de los espliceo-
somas. (Micrografía obtenida por el 
Dr. Juan Ignacio Díaz-Hernández)
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3.4.2. Factores nucleares implicados en la regeneración nerviosa 
y su relación con la señalización purinérgica.
Las neuronas lesionadas tienen la capacidad de cambiar la expresión 
de genes asociados con la regeneración. Un gran número de estos 
factores han sido identi�cados hasta el momento, entre ellos c-Jun, 
sox11, CREB, Smad1, ATF3, AKRD1, NFIL3, p53, STAT3, C/
EBPb, et. La cuestión es cómo se interrelacionan unos con otros para 
expresar los genes adecuados (Kiryu-Seo and Kiyama, 2011). Entre 
los receptores nucleares relevantes, el factor Sp1 (speci�city protein 1) 
se une directamente con alta a�nidad a las secuencias del DNA ricas 
en Guanina-Citosina, GC, que están localizadas en la región proxi-
mal del sitio de inicio de la transcripción. Funciona, además, como 
una proteína armazón o plataforma a la que se pueden unir y reclu-
tar otros factores transcripcionales relevantes. Destacar que el factor 
transcripcional Sp1 fue el primero descubierto, siendo el investigador 
Robert Tjian quien en 1983 publico en la revista Cell un trabajo 
pionero titulado: Isolation of transcription factors that discriminate be-
tween di�erent promoters recognized by RNA polymerase II. (Dynan 
and Tjian 1983). Este fue el pistoletazo de partida para comprender 
como se genera la heterogeneidad celular y el papel esencial que jue-
gan los factores transcripcionales que dirigen a la RNA polimerasa 
II. El conocimiento en profundidad de los factores transcripcionales 
especí�cos para la RNA polimerasa II en la etapa embrionaria es lo 
que permitió a Yamanaka inducir las células del adulto a células plu-
ripotentes, IPSC. El trabajo fue publicado en la revista Cell en 2006 
con el título: Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic 
and adult �broblast cultures by de�ned factors. (Takahashi and Yama-
naka, 2006).

Los receptores purinérgicos P2X7 y P2X4, implicados en la 
regeneración del Sistema Nervioso Central, SNC, están regulados 
transcripcionalmente por Sp1 en condiciones basales y aumenta su 
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expresión en condiciones patológicas (García-Huerta et al. 2012; El 
receptor P2X7 tiene un especial interés para nosotros ya que como 
hemos descrito antes es un inhibidor del crecimiento del axón y de la 
neurogénesis y en otros casos inductor de la muerte celular (Díaz-Her-
nández et al, 2008; Gómez-Villafuertes et al. 2009). El factor Sp1 
está regulado por fosforilación de numerosas proteínas quinasas, que 
relacionan el metabolismo con la expresión del receptor P2X7. Los 
niveles nucleares de Sp1 se reducen drásticamente por inhibición de 
la cascada de señalización de la PI3K/Akt y además por el bloqueo de 
la trascripción dependiente de Sp1 por el antitumoral Mitramicina, 
que es un inhibidor de gran especi�cidad y a�nidad. Existen otras 
muchas cascadas de señalización para el control de expresión del re-
ceptor P2X7, entre ellas la acción de las fosfatasas duales, DUSP, ca-
paces de revertir la señalización de múltiples cascadas de señalización 
celulares (Queipo et al. 2018). 

En situaciones comprometidas para el cerebro, después de una 
lesión traumática, o mediante inyección de agonistas de los receptores 
ionotrópicos de Glutamato, en los modelos de epilepsia experimental, 
del lóbulo temporal, se incrementa la expresión de Sp1 en el hipocam-
po, preferencialmente en el giro dentado. Este efecto coincide con la 
formación de una nueva progenie celular derivada de progenitores neu-
rales, que expresan el receptor P2X7 en abundancia y largan sus axones 
en fases posteriores hasta CA1 y CA3. La sobre expresión del P2X7 
origina epilepsia conocida como estatus epilepticus, y los antagonistas 
del P2X7 son muy e�caces en su tratamiento, por el momento ensaya-
dos en modelos de rata y ratón (Engel et al., 2012a; 2012b; Henshall et 
al., 2013; Jimenez-Mateos et al., 2013, 2016).

 La implicación del Sp1 en el control de la expresión de otros 
receptores purinérgicos y sus implicaciones en la �siopatología del 
sistema nervioso es un área todavía por explorar.
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3.4.3. Progenitores de la zona subventricular y receptores de 
nucleótidos en cerebro adulto.
Estos últimos años se ha avanzado considerablemente en el conoci-
miento de los factores que pueden inducir la formación de linajes glia-
les y neurales, en el cerebro adulto, así como la capacidad de revertirlos. 
Las células madre neurales del adulto, NSCs, se parecen más a las célu-
las gliales, como los astrocitos maduros o las células ependimarias del 
cerebro adulto, mientras que las células madre neurales embrionarias se 
parecen más a las células de la glía radial (Götz et al. 2015a). 

Una peculiaridad diferencial entre la neurogénesis en el cerebro 
en desarrollo y la del adulto, se debe a la propia actividad funcional 
del cerebro maduro con un gran número de neurotransmisores. Nu-
merosos estudios han demostrado que los neurotransmisores tienen 
efectos sobre la diferenciación de las células. La neurotransmisión 
GABAérgica ejerce un papel relevante, ya que existen interneuro-
nas GABAérgicas que liberan el neurotransmisor en el entorno de 
los nichos neurogénicos de la Zona subventricular, SVZ. La neuro-
transmisión glutamatérgica y su efecto sobre los progenitores es más 
confusa por el gran número de receptores con efectos opuestos. Es un 
tema de interés para estudiar en el futuro (Götz et al. 2015a).

En lo que a nuestro grupo se re�ere, un grupo muy relevante 
de neurotransmisores y menos conocidos, son los nucleótidos, con 
las familias, P2X ionotrópicos y los P2Y metabotrópicos, cada una 
de ellas con sus respectivos subtipos. En trabajos recientes de nuestro 
grupo en la Universidad Complutense de Madrid, hemos constata-
do que están presentes en los nichos neurogénicos del giro dentado 
del hipocampo en las terminales de los axones dándoles direcciona-
lidad y participando en procesos de reparación en el cerebro adulto 
(Díaz-Hernández et al. 2012; Gómez-Villafuertes et al. 2015; Mi-
ras-Portugal et al. 2015; 2016).
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 El Dr. Felipe Ortega en su reciente incorporación al grupo de 
investigación purinérgico de la UCM, ha puesto a punto la técni-
ca de transfección de células madre de la zona subventricular, que 
junto con la técnica de visualización de los cambios en tiempo real, 
mediante video imagen (time lapse), han permitido conocer con mu-
cha más precisión los receptores P2 implicados en la diferenciación 
en cerebro adulto mediados por nucleótidos (Ortega et al. 2013a, 
2013b). En diciembre de 2017, en el Journal of Visual Experiments 
hemos publicado el primer trabajo donde se ve bajo monitorización 
continua y posterior seguimiento de células aisladas, la progresión de 
los linajes de múltiples poblaciones neurales, en donde se aprecia el 
efecto de diversos agonistas y antagonistas de los receptores funda-
mentalmente metabotrópicos P2Y (Gómez-Villafuertes et al. 2017). 

En estos últimos meses hemos comenzado el estudio de la pre-
sencia de progenitores neurales en el cerebelo. La principal razón es 
que es la zona cerebral en la que tenemos una mayor experiencia y 
que además tiene un desarrollo más tardío. La presencia de células en 
el adulto con marcadores de células madre, que también siguen ex-
presando el transportador de nucleótidos vesicular, VNUT, de modo 
funcional sirvió de acicate para comenzar los estudios. Podemos con-
�rmar la presencia de células madre con capacidad proliferativa y de 
diferenciación, con el VNUT jugando un importante papel y que a 
nuestro parecer debe de ser considerado como el primer elemento de 
la neurotransmisión purinérgica (manuscrito en preparación). 
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3.4.4. Receptores P2X y P2Y en neuroprotección.
En las lesiones cerebrales, los receptores cerebrales de nucleótidos se 
adaptan a las nuevas situaciones y actúan además como sensores del 
ATP y sus metabolitos, liberados al medio extracelular. El desarrollo 
de procesos in�amatorios ha sido descrito y por ello mucha de la tera-
pia posterior a la lesión se ha basado en el empleo de antagonistas de 
los receptores P2X y P2Y. Es necesario, no obstante, que la activación 
de los receptores nucleotídicos, en respuesta a una agresión, puede 
resultar bene�ciosa o lesiva, según cual sea la naturaleza del toxico 
empleado, o el modelo celular en el que se realizan los experimentos. 

 La gran mayoría de los experimentos se realizan en cultivos 
celulares y uno de los más empleados es el de las neuronas granula-
res del cerebelo. Estas células se obtienen del cerebelo inmaduro en 
los primeros días post-natales, adquiriendo características neurales y 
respuestas electro�siológicas después de 7 días en cultivo (Ortega et 
al., 2008). 

 La presencia del receptor P2Y13 en las células granulares aco-
plado a la proteina Gi y su efecto sobre la translocación de la be-
ta-catenina al núcleo, proporcionó otra visión de las funciones de los 
receptores nucleotídicos de ADP. Además el efecto estaba mediado 
por la fosforilación del enzima glucógeno sintasa quinasa 3, GSK-3, 
que es un cruce de vías de señalización hacia la supervivencia o la 
destrucción celular (Ortega et al 2008). El receptor P2Y13 también 
está implicado en la activación del factor Nrf2 es esencial en la ac-
tivación y translocación al núcleo de la Hemo-Oxigenasa, tipo 1, 
HO-1, que protege del estrés frente al agua oxigenada y radicales de 
oxigeno (Espada et al. 2010). Posteriormente se comprobó la e�cacia 
del receptor P2Y13 en la neuroprotección frente al estrés genotóxico, 
con compuestos anticancerígenos, como es el cis-platino, con vías 
de señalización que ponen en juego la proteína P38 y las proteína 
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fosfatasa duales, DUSP, en este caso concreto la DUSp2, entre otras 
(Morente et al. 2014).

En las mismas células el receptor ionotrópico, P2X7, que per-
mite la entrada de calcio, también tiene un efecto neuroprotector. 
Este efecto depende de la entrada de calcio extracelular y del enzima 
Proteína quinasa C, PKC, siendo independiente de la cascada de la 
PI3-K (phosphatidyl-inositol-3-kinase)/Akt, que es la principal via de 
supervivencia asociada con las neurotró�nas (Ortega et al. 2009). Por 
ese motivo se estudió la posibilidad de una interacción entre los re-
ceptores P2X7 y las neurotro�nas, concretamente con el factor neu-
rotró�co derivado de cerebro, BDNF. Ambas señalizaciones conver-
gen en el enzima glucógeno sintasa quinasa -3 (GSK-3) ejerciendo un 
poderoso efecto neuroprotector, otras neurotro�nas ejercen efectos 
similares, por lo que se puede pensar que en el cerebro envejecido, en 
donde está descrita la disminución de neurotro�nas en etapas avan-
zadas, siendo uno de los factores en las enfermedades neurodegenera-
tivas, esa disminución podría paliarse incrementando la señalización 
purinérgica (Ortega et al., 2010). 
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4. CONSIDERACIONES FINALES.

En área de la señalización purinérgica y sobre todo la mediada por 
los nucleótidos, es la última en haber llegado a la arena de la far-
macología. Son los únicos agentes extracelulares de señalización de 
pequeño tamaño, cuyos receptores han sido clonados para demostrar 
su existencia y carentes de la farmacología previa que tanta ayuda a 
prestado al estudio de las catecolaminas o la acetilcolina, previas a su 
identi�cación génica.

Aunque cada vez tenemos acumulada más información, toda-
vía seguimos buscando agonistas que actúen in vivo, y nos permitan 
establecer cuáles son sus cometidos �siológicos y su papel real en la 
�siopatología. Los estudios en esta área se basan más en los modelos 
de animales transgénicos que en casos reales de disfunciones conoci-
das. Existen no obstante excepciones, el receptor P2Y12 dispone de 
una farmacología potentísima por su efecto preventivo del ictus. Pero 
incluso en este caso el compuesto, clopidogrel, denominado Plavix 
comercialmente, era ya un fármaco huérfano utilizado como anti-
trombótico, aunque no se sabía, como actuaba, ni siquiera que era 
un pro-fármaco que necesitaba ser metabolizado en el hígado para 
formar el compuesto activo. Todo ello previo a ser clonado el receptor 
P2Y12 (Hollopeter G. et al., 2001). En el sistema nervioso central el 
P2X7 participa en todo tipo de tareas, tanto en neuronas como en 
astrocitos y su promotor asociado a un reportero �uorescente permite 
ver la importancia en el desarrollo y las vías que siguen los axones. 
Por ese motivo el futuro del área está garantizado y son muchas las 
potencialidades que se abren, unas de conocimiento básico puro y 
otras de inmersión en una nueva farmacología.
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