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Prologo

M.* TERESA MIRAS PORTUGAL
y
ANTONIO RODRIGUEZ ARTALEJO

La neurociencia es sin duda la tltima frontera en el conocimiento de los se-
res vivos y una de las disciplinas de més rapido crecimiento. La cooperacion
cientifica ha conseguido mediante una aproximacioén multidisciplinar abordar el
estudio de la estructura y funcion del cerebro normal y patolégico. El campo de
las neurociencias cubre desde la biologia molecular de las células nerviosas, qué
genes son necesarios y como se expresan y regulan, asi como los productos pro-
teicos que originan y su lugar y funcién en la célula, hasta las bases bioldgicas
del comportamiento, el mundo de las emociones, o la creatividad.

La herencia de Don Santiago Ramén y Cajal ha estimulado el estudio y la
investigacion en neurociencias en nuestro pais y esta monografia pretende so-
lamente destacar algunos aspectos en los que nuestros investigadores han sido
y son pioneros. El nimero de capitulos es necesariamente reducido pero servi-
ra sin duda, siguiendo la cadena del conocimiento, para estimular a nuestros jo-
venes y dar satisfaccion a todos aquellos que siendo de otras disciplinas cienti-
ficas o humanistas se pregunten por los mecanismos que le han permitido
establecer su propia identidad pensante.

Esta monografia ha conseguido reunir a especialistas del area de neuro-
ciencias de nuestro pais para una puesta al dia de los procesos esenciales del
tejido nervioso y su funcionamiento. Dada la amplitud del tema, esta mono-
grafia no pretende ser exhaustiva, pero si dar una vision actual de procesos
complejos y abrir nuestro horizonte a los retos que quedan pendientes en el
universo neuronal.

El primer capitulo da una vision actual y acertada de un tema que puede
considerarse central a la idea del funcionamiento del sistema nervioso, y no es
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ProOLOGO

otro que los mecanismos implicados en la axonogénesis, como crece el axén y
como consigue dirigirse a su destino. Los autores, dos jovenes investigadores,
los doctores Juan José Garrido y Miguel Diaz Hernandez, respectivamente del
centro CBM Severo Ochoa y de la Universidad Complutense, realizan un ex-
celente trabajo de puesta al dia.

El segundo capitulo esta dedicado a los canales de comunicacion sensorial,
TRPs, su importancia en la transduccion de estimulos, la gran diversidad y las
principales familias, haciendo énfasis en sus posibilidades farmacologicas. El
autor es un especialista con renombre internacional en el area, el doctor ~ Anto-
nio Ferrer Montiel, Catedratico de la Universidad Miguel Hernandez de Elche.

El tercer capitulo esta dedicado a dar una vision actual de la maquinaria
exocitotica y su posible relacion con algunas enfermedades neurodegenerativas
y ha sido realizado por un gran farmacoélogo, el doctor Antonio Rodriguez Ar-
talejo, Catedratico de Farmacologia de la Universidad Complutense de Madrid
y su grupo.

El cuarto capitulo, que estd dedicado a la neurotransmision mediada por nu-
cleotidos y las perspectivas terapéuticas en las enfermedades neuronales, ha sido
realizado por uno de los coordinadores de la monografia, la doctora M.* Teresa
Miras Portugal, Catedratico de Bioquimica de la Universidad Complutense y el
doctor Javier Gualix Profesor Titular de la misma universidad.

El quinto capitulo supone una puesta al dia de los aspectos mas novedosos
de la Fisiopatologia de la neurotransmision glicinér gica inhibidora, tema en el
que sus autoras han trabajado con mucho éxito en estos ultimos afios. La doc-
tora Carmen Aragon es Catedratico de Bioquimica en la Universidad ~ Autono-
ma de Madrid y la doctora Beatriz Lopez Corcuera es Profesor Titular en la mis-
ma universidad.

El sexto capitulo proporciona una vision actual de un nuevo sistema de neu-
rotransmision, la mediada por los endocannabinoides y los autores son dos de los
pioneros en este area de investigacion, el doctor Manuel Guzman, Catedratico de
Bioquimica en la Universidad Complutense y el doctor Ismael Galve-Roperh Pro-
fesor Titular en la misma universidad.

El séptimo capitulo nos adentra en el complejo mundo de la regulacion
transcripcional y sobre todo de la dependiente de calcio, ya que esta sefal es
primordial en el sistema nervioso. Los autores tienen dilatada experiencia en el
tema y son los doctores José Ramoén Naranjo Profesor de Investigacion del Cen-
tro Nacional de Biotecnologia y la doctora Rosa Gémez Villafuertes investiga-
dora de la Universidad Complutense.
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El octavo capitulo nos da una vision de los modelos animales que se pue-
den emplear para mimetizar las enfermedades neurodegenerativas. Los autores
tienen amplia experiencia en este area, sobre todo en relacion con la enferme-
dad de Huntington y son los doctores José Javier Lucas, Profesor de Investiga-
cion en el CBM y su colaboradora la doctora Zaira Ortega.

El noveno capitulo presenta la importancia de la proteina tau actuando so-
bre los receptores muscarinicos, como posible eslabon en la enfermedad de Alz-
heimer. Esta hipotesis novedosa es desarrollada por el doctor Jesus Avila, ex-
perto en la materia, que es Profesor de Investigacion del CBM vy su discipulo
Alberto Gobmez-Ramos.

El décimo capitulo desarrolla una hipdtesis novedosa y original sobre el ori-
gen de la esquizofrenia, basada en disfunciones de la neurotransmision gluta-
matérgica. Los autores, doctores Cecilio Giménez y Francisco Zafra son muy
conocidos en este area de investigacion y ambos son Catedraticos de Bioqui-
mica y Biologia Molecular de la Universidad Auténoma de Madrid.

El undécimo capitulo nos demuestra de modo contundente que ningin tema
de investigacion es viejo, solo se hacen viejos los humanos investigadores, ya
que nadie podia imaginar que una enfermedad asociada a epilepsia, la enfer-
medad de Lafora, estuviera estrechamente asociada con proteinas que controlan
el metabolismo del glucdgeno. Los autores han demostrado que la aproxima-
cion multidisciplinar enriquece a los que se asocian. El doctor Joan Guinovart
es Catedratico de Bioquimica de la Universidad de Barcelona y bien conocido
en el mundo del metabolismo del glucdgeno, el doctor David Vilchez es inves-
tigador del Instituto de Investigacion Biomédica de Barcelona y el doctor San-
tiago Rodriguez de Cordoba es Profesor de Investigacion en el CIB.

El duodécimo capitulo nos ofrece una vision novedosa sobre los neuro-
transmisores implicados en los procesos oculares y su autor es Profesor Titular
de la Escuela de Optica de la Universidad Complutense de Madrid, donde ha
formado un competitivo grupo de investigacion en procesos oculares y su cola-
boradora Concepcion Santano.

Los coordinadores somos conscientes de la inmensidad del tema y que esta
monografia no puede por lo tanto ser exhaustiva, pero estamos seguros de que
aportara una nueva vision sobre los temas tratados y suscitara preguntas e in-
quietud entre los lectores. A los autores y a los lectores damos las gracias por
su esfuerzo.

No podiamos finalizar sin hacer explicito nuestro agradecimiento al Insti-
tuto de Espafia, pues esta monografia tiene su origen en un ciclo de conferen-
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cias en la sede del Instituto de Espafia con el mismo titulo: «A  vances en Neu-
rociencia: Neurotransmisores y patologias nerviosas», que hemos completado
con algunos temas especificos. Agradecer igualmente a la Real Academia Na-
cional de Farmacia y a la Fundacion José Casares Gil por su ayuda, y de modo
muy especial al doctor Jestis Sanchez Nogueiro por el trabajo de edicion de este
volumen.

Los Coordinadores:

M.? TERESA MIRAS PORTUGAL ANTONIO RODRIGUEZ ARTALEJO
Catedratico de Bioquimica. Catedrdtico de Farmacologia.
Académico de Numero de la RANF Académico Correspondiente de la RANF
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1. Mecanismos implicados en la axonogénesis,
el crecimiento axonal y la localizacion
de proteinas en el axon

JUAN JOSE GARRIDO
Y
MIGUEL DIAZ HERNANDEZ

RESUMEN

El inicio de la funcionalidad neuronal comienza por la formacién de un axén
y la generacién de dos dominios funcionales, axonal y somatodendritico. En es-
tos dominios se forman subdominios especializados en la recepcion de sefiales
(espinas dendriticas) y la propagacién de los impulsos nerviosos (segmento ini-
cial del ax6n). La formacion del axén depende de la activacion de vias de sefia-
lizacién como la de PI3-quinasa, LKB1 o NFkB que regulan la dindmica del ci-
toesqueleto de actina y microtibulos y la elongacién axonal. Ademds, existen
sefales que actian negativamente sobre el crecimiento axonal. Recientemente,
hemos demostrado que el ATP y el receptor purinérgico P2X7 forman parte de
estas seflales negativas y la inhibicién farmacolégica de P2X7 induce la inhibi-
cién de GSK3, la cual estd asociada en diferentes trabajos a la elongacion y ar-
borizacioén axonal. De hecho, su inhibicién o supresién potencian el crecimiento
axonal y la arborizacién del axén. Simultdneamente a la elongacién del axén, se
forma el segmento inicial del axén, responsable de generar los potenciales de ac-
cién. Recientemente, describimos un motivo aminoacidico capaz de localizar pro-
teinas de membrana y canales i6nicos en dicha regién. Esto es posible gracias a
mecanismos de transporte dirigidos por los microtibulos y la kinesina-1 y a me-
canismos de anclaje especificos del segmento inicial del axén. El conocimiento
de estos mecanismos moleculares ha permitido encontrar dianas terapetticas que
deberan ser estudiadas para el tratamientos de enfermedades neurodegenerativas
y relacionadas con el crecimiento del axén y su funcionalidad.
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JuaN Josté GARRIDO Y MIGUEL Diaz HERNANDEZ

Palabras clave: Segmento inicial del axén. Citoesqueleto. Polaridad neuronal.
Receptores purinérgicos. Arborizacion axonal.

ABSTRACT

Mechanisms involved in axon formation, axonal elongation and protein
targeting at the axon

The begging of neuronal functionality starts by the formation of an axon, and
the generation of two functional domains, axonal and somatodendritic. Specialized
subdomains are formed in these domains to receive signals (dendritic spines) and to
propagate nerve impulse (axonal initial segment). Axon formation depends on the ac-
tivation of signalling pathways, such as PI3-kinase, LKB1 or NFkB, which regulate
the dynamics of actin and microtubule cytoskeleton, and so, axonal elongation. Be-
sides, there are signals that act negatively on axonal growth. Recently, we have de-
monstrated that ATP and the purinergic receptor P2X7 form part of these signals and
the pharmacological inhibition of P2X7 induces GSK3 inhibition. GSK3 inhibition
has been related in several Studies to axonal elongation and axonal branching. In fact,
inhibition of P2X7 or its suppression potentiates axonal growth and branching. Si-
multaneously to axonal elongation, the axon initial segment is formed. This domain
is responsible for action potential generation. Recently, we have described a targe-
ting motif capable of localizing membrane proteins and ionic channels to the axon
initial segment. This protein targeting is due to transport mechanisms involving mi-
crotubules and kinesin-1, as well as, tethering mechanisms specific of the axon in-
itial segment. A better knowledge of these molecular mechanisms has allowed the
finding of new therapeutic targets that should be studied for the treatment of neuro-
degenerative diseases and diseases affecting axonal growth and its correct function.

Keywords: Axonal initial segment. Cytoskeleton. Neuronal polarity. Puri-
nergic receptors. Axonal branching.

INTRODUCCION

Nuestros movimientos, las percepciones sensoriales de lo que ocurre a nues-
tro alrededor y la generacién de una respuesta a ellas dependen de una comple-
ja red de neuronas en nuestro sistema nervioso central y periférico. Santiago Ra-
moén y Cajal fue el primero en postular la existencia de la neurona como una
unidad bésica de funcionamiento del cerebro. Ademds, propuso en su ley de po-
larizacién dindmica que la transmisién del movimiento nervioso se produce siem-
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MECANISMOS IMPLICADOS EN LA AXONOGENESIS, EL CRECIMIENTO AXONAL Y LA LOCALIZACION...

pre desde las ramas protoplasmicas y cuerpo celular, al ax6n o expansién fun-
cional, y que toda neurona posee, pues, un aparato de recepcion, el soma y las
prolongaciones protoplasmicas (dendritas), un aparato de emision, el axén, y un
aparato de distribucion, la arborizacién nerviosa terminal (1, 2). Con esta idea,
Ramén y Cajal abrié dos cuestiones que estan plenamente de actualidad, como
se adquiere la morfologia de una neurona y cuéles son los mecanismos celulares
y moleculares que permiten la transmisién del impulso nervioso de una neurona
a otra. Esta revision pretende abordar algunos de los avances mds importantes
que se han producido en el campo de la polaridad neuronal en estos dltimos afios.

Diversos avances técnicos, entre ellos, modelos de cultivo de neuronas han
permitido estudiar de una forma mads precisa la morfogénesis neuronal. En la ac-
tualidad, conocemos con una mayor precisiéon que el primer fendmeno en el es-
tablecimiento de la polaridad neuronal es la formacién de un axén, antes incluso
que se desarrollen las otras neuritas como dendritas. En dicha formacion estan im-
plicadas al menos dos rutas de sefializacion, la ruta de PI3-quinasa y una ruta me-
nos conocida en la que juega un papel importante la proteina LKB1 («tumor sup-
pressor kinase Lkb1»). Estas rutas regulan la dindmica del citoesqueleto de actina
y microtibulos, el cual juega un papel esencial tanto en el crecimiento del axén
como en el transporte al axén de las proteinas de membrana que van a permitir
la conduccidén del impulso nervioso. Dicho impulso se genera en respuesta a las
sefales recibidas por las dendritas, se integra en el segmento inicial del axén, ge-
nerando el potencial de accién y se transmite a lo largo del axdn hasta llegar a la
region presindptica. Para que esta maquinaria funcione correctamente cada domi-
nio de la neurona (somatodendritico, segmento inicial del axén y axén) debe cum-
plir su funcién especifica y para ello necesita un conjunto propio y especifico de
proteinas funcionales (receptores de neurotransmisores, canales i6nicos y protei-
nas capaces de anclar las anteriores en una posicion concreta). Por tanto, la des-
regulacion a cualquier nivel de sefializacion del citoesqueleto, la ausencia o falta
de funcién de las proteinas anteriormente mencionadas, asi como una localizacién
imprecisa de estas proteinas puede generar una disfuncién de la red de neuronas,
generando enfermedades neurodegenerativas o mentales.

1. ADQUISICION DE LA POLARIDAD NEURONAL: FORMACION
DEL AXON

La neurona es una de las células con una mayor complejidad morfol6-

gica y funcional. La adquisicién de esta complejidad comienza con la espe-
cificacion de una de las neuritas como ax6n y su crecimiento. De este modo,
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la neurona adquiere su polaridad morfolégica, diferenciando un dominio so-
matodendritico (postsindptico) y un dominio axonal (presindptico). Los me-
canismos intracelulares que regulan la especificacion del axén y su poste-
rior crecimiento son adn poco conocidos. A pesar de los datos conocidos
sobre la morfogénesis neuronal in situ, la comprension de los mecanismos
intracelulares que regulan la neuritogénesis y la formacion del axén requie-
ren sistemas experimentales donde las neuronas puedan ser manipuladas du-
rante su diferenciacidon. La generacion de un modelo estandarizado de cul-
tivo de neuronas de hipocampo, con estadios definidos, ha permitido avanzar
en el estudio de los mecanismos moleculares responsables de la formacién
del axén y su elongacién (Figura 1). En este modelo las neuronas reprodu-
cen los cambios morfoldgicos y funcionales que se observan en las neuro-
nas in situ y su contribucién a la investigacion de la funcién neuronal ha
sido de gran importancia (3-5).

A Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3

BN Sy
e ()

FiGUrRA 1. Modelo de adquisicion de la polaridad neuronal. (A) Esquema representativo de los
estadios de diferenciacion neuronal en el modelo de neuronas de hipocampo en cultivo. (B) En
el panel inferior se muestran ejemplos de estas neuronas en estadio 2 (a) y estadio 3 (by c). En
el estadio 2 (a), el axén aiin no ha comenzado a crecer y se distinguen varias neuritas que crecen
a partir del soma, con conos de crecimiento marcados con Faloidina-Alexa 594 (rojo), mientras
que los microtiibulos se marcaron con anti-o-tubulina y un anticuerpo secundario Alexa-488
(verde). En el estadio 3, se observa como el axén ha comenzado a crecer a un mayor ritmo que
el resto de neuritas. El patrén del citoesqueleto de microtiibulos y actina se marcé como en a.
En ¢ se muestra la diferenciacion del citoesqueleto de microtitbulos entre el dominio
somatodendritico (MAP2, rojo) y el dominio axonal (MAPIB fosforilada (SMI-31, verde).
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1.1. Ruptura de la neuroesfera y crecimiento de neuritas

Tras la dltima divisidn, la neurona postmitética presenta una forma redondea-
da. En las fases mds tempranas, en cultivo, genera un lamelipodio de actina poli-
merizada a su alrededor (estadio 1). El primer paso en la ruptura de esta simetria
es la concentracion, en uno o varios puntos, de receptores de factores y proteinas
que regulan la polimerizacién de actina. Se ha descrito que la deteccion de una se-
fial positiva de crecimiento a través de receptores de membrana transforma RhoA-
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FiGura 2. La ruptura de la barrera de actina es necesaria para el crecimiento de neuritas y el
axon. (A) El crecimiento de las neuritas a partir del estadio de neuroesfera y su posterior
elongacion requieren de la despolimerizacion de los microfilamentos de actina (rojo) y la ruptura
de la barrera de actina. Esto es aprovechado por los microtiitbulos (verde) para invadir esta region
y promover el crecimiento de las neuritas. (B) Inmunofluorescencia de un cono de crecimiento
axonal en sus primeras etapas donde se observa la barrera de actina con su estructura de
lamelipodio y filopodios (rojo) y el citoesqueleto de microtitbulos (verde). En comparacion con
el crecimiento de las neuronas control (C), la estabilizacion del citoesqueleto de actina mediante
el uso de jasplakinolide (D) impide el crecimiento de las neuritas, mientras que su
despolimerizacion con cytochalasina D permite el crecimiento de multiples neuritas («axon-like»).
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GTP a su forma inactiva, RhoA-GDP. Esta inactivaciéon rompe el complejo de
RhoA-ROCK-Profilina e induce la despolimerizacién de actina en este punto con-
creto (6). Otra proteina asociada a actina que participa en la despolimerizacion de
la actina es la cofilina (7). Esta ruptura de la barrera de actina es utilizada enton-
ces por los microtibulos para crecer y generar las neuritas (estadio 2, Figura 2).
La regulacién del citoesqueleto de actina durante el crecimiento neuritico y axonal
es atin poco conocida. Ademds de la regulaciéon de la dindmica de ensamblaje de
los filamentos de actina, su nucleacion también juega un papel importante en los
mecanismos de crecimiento y motilidad neuronal. Quizés el factor de nucleacién
mas conocido es Arp2/3 (8), que necesita de la colaboracién de otros factores como
WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) y cuya actividad es regulada por miem-
bros de la familia de Rho-GTPasas (9).

1.2. Rho-GTPasas y su relacion con el crecimiento de neuritas

Los miembros mas conocidos de la familia de Rho-GTPasas son RhoA (Ras-
homologous member A), Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1)y
Cdc42 (cell-division cycle 42). Las Rho-GTPasas son proteinas que se expresan
de forma ubicua y estan presentes a lo largo de toda la filogenia. La microin-
yeccion de formas constitutivamente activas o dominantes negativos de estas
GTPasas ha permitido conocer sus funciones en el control del citoesqueleto de
actina. Estas proteinas presentan una forma activa, unida a GTP, y una forma
inactiva, unida a GDP. El intercambio de GDP a GTP, y viceversa, estd regula-
do por otras familias de proteinas, GAPs, GEFs y GDIs que regulan este inter-
cambio o lo inhiben (10). Como se ha mencionado anteriormente, el crecimiento
de neuritas y con posterioridad del axén depende de la inactivacion de RhoA,
siendo ademds esencial la actividad de Racl. Las Rho-GTPasas regulan el ci-
toesqueleto de actina uniéndose a proteinas asociadas a actina (forminas, WASP,
profilina, cofilina, etc.) en funcién de su estado de actividad y regulando de esta
forma la generacion de filamentos de actina, su despolimerizacion y la orienta-
cién de estos microfilamentos de actina.

Existe una clara relacion entre los citoesqueletos de actina y microtd-
bulos durante el crecimiento y movimiento celular, aunque no existen mu-
chos datos sobre ello. Un trabajo ha propuesto que RhoA tiene un papel dual
en la estabilizacién y desestabilizaciéon de microtibulos, que Racl incre-
menta el crecimiento de microtibulos y Cdc42, ademds de cooperar con
Racl, estd implicado en la reorientacién del centrosoma hacia la direccidon
de migracién (11).
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1.3. Formacion del axon y elongacion axonal

La adquisicidn de la polaridad neuronal comienza con la formacién de un axén
a partir de una de las neuritas generadas (estadio 3). El crecimiento del axén a un
mayor ritmo que el resto de neuritas requiere la concentracién de mecanismos de
regulacion del citoesqueleto de actina y microtibulos, asi como de mecanismos de
transporte especificos del axon. Se ha descrito que el punto de crecimiento del axén
depende de la posicion del centrosoma tras la dltima division (12), lo que supon-
dria un apoyo a la organizacién de los microtibulos, su crecimiento y el transpor-
te de proteinas axonales. Sin embargo, el estudio del crecimiento del axén en el
modelo de cultivo de neuronas de hipocampo no muestra una relacion entre la po-
sicioén del centrosoma y el punto de crecimiento del axén. Recientemente, un tra-
bajo sugiere que el axén se forma a partir de una de las dos primeras neuritas ge-
neradas (13). Si bien, este punto ain necesita de nuevos estudios para determinar
con claridad dénde se forma el axén, los mecanismos que lo generan y las prote-
inas asociadas con la formacién del ax6n son un poco mas conocidos.

1.3.1.  Funcion de PI3-quinasa en la formacion del axon

Utilizando el modelo de neuronas de hipocampo en cultivo se ha descrito que
la actividad de PI3-quinasa es esencial para formar un axén (14). Dicha actividad
genera PL.P fosfo-inositidos que regulan la localizacion polarizada, en el extremo
de la neurita que se especifica como axén, de proteinas como mPar3 y mPar6.
Ademais, la actividad de PI3-quinasa activa otras proteinas (p. ej. PKCz, Akt,
GSK3, Raplb, Racl y Cdc42) relacionadas con el citoesqueleto de actina y mi-
crotibulos que permiten la elongacién del axén (15). La actividad coordinada de
estas protefnas y sus vias de sefializacion permiten una mayor despolimerizacién
del citoesqueleto de actina en el punto de crecimiento del axén y la polimeriza-
cién de microtibulos que elongan el axén. La importancia de la despolimeriza-
cién localizada de actina para permitir el crecimiento del axén fue demostrada por
el grupo de Carlos Dotti (16). Tratando neuronas de hipocampo en cultivo con
cytochalasina D observaron que su aplicacién local, en otra neurita diferente a la
que habia generado el axén, permitia el crecimiento de un segundo axén (Figura
2). Posteriormente, se ha demostrado que proteinas asociadas a la actina, como la
profilina, actiian conjuntamente con las proteinas de la familia de Rho-GTPasas,
regulando el estado de polimerizacién de la actina en el punto de crecimiento del
axon. En general, el crecimiento del axén depende de un balance a favor de una
mayor cantidad de Rac-GTP y una mayor inactividad de Rho (Rho-GDP).
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1.3.2.  Otras proteinas relacionadas con la formacion del axon

La importancia de la via de PI3-quinasa en la formacién del axén no sélo
se refiere a la actividad de PI3-quinasa. Recientemente, se ha descrito que otras
quinasas reguladas por esta activad son esenciales para la formacién o especi-
ficacion del axén. La inhibicién de la actividad de GSK3 impide la formacién
del axén (17, 18). Aunque durante mucho tiempo se ha puesto énfasis en GSK3p3,
mediante el uso de ARNs de interferencia se ha podido demostrar que ademds
de GSK3p, GSK30? también es necesaria para la formacién del axén en neu-
ronas de hipocampo durante su desarrollo «in vitro» (17). Sin embargo, la elon-
gacidn posterior del axén es acentuada por la inhibicién de la actividad de GSK3
(17, 19). Algunos articulos han descrito que la inhibicién de GSK3 también ge-
nera multiples axones, pero dada la compleja regulaciéon de esta proteina y su
participacién en diferentes procesos celulares, hardn falta més estudios para en-
tender de una forma mas concreta su participacion en la formacion del axén (20,
21). La regulacién de la actividad de GSK3 es bastante compleja y se conoce
mejor su actuacién fosforilando proteinas asociadas al citoesqueleto. La fosfo-
rilacién de proteinas asociadas a microtibulos como tau o MAP1B regula la es-
tabilidad y polimerizacién de microtibulos, participando de esta forma en la re-
gulacién del crecimiento axonal. De hecho, las neuronas de hipocampo de
ratones con una expresion muy reducida de MAP1B presentan un retraso im-
portante en el crecimiento inicial del axén (22-24). MAPIB fosforilada por
GSK3 se localiza esprecificamente en el ax6n y es un marcador temprano du-
rante la formacién del axén (25). Con posterioridad, la forma de tau no fosfo-
rilada por GSK3, tau-1, se localiza especificamente en el axén. Por tanto, GSK3
tiene un papel diferente dependiendo del momento de desarrollo del axén (es-
pecificacion o elongacién). CRMP-2 es una proteina regulada por GSK3 y que
actiia polimerizando microtibulos y permitiendo el crecimiento del axén.
CRMP-2 se une a monémeros de tubulina que va incorporando al extremo po-
sitivo de los polimeros de tubulina. Su sobreexpresion en neuronas genera mul-
tiples axones (26-28).

GSK3 también fosforila a beta-catenina (29), la cual participa en el creci-
miento axonal asociada a APC y al citoesqueleto (30). La regulacién de la fos-
forilacién de beta-catenina por GSK3 también juega un papel importante en el
transporte de beta-catenina al niicleo y su participacion en la transcripcién de
genes (29). Como posteriormente se tratard, un tipo de receptores capaces de
interactuar con la actividad de GSK3 y regular la elongacion del axén y su ar-
borizacién, son los receptores purinérgicos. Otros receptores que regulan la ac-
tividad de GSK3 y que han sido més estudiados son los receptores de insulina
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e IGF-I, cuya supresién mediante ARN de interferencia impide la formacién del
axon (31).

Ademas de GSK3, la actividad de IKKo/IKKf (Quinasa del inhibidor de
NF-xB, IkBo) es necesaria para formar un axén. Recientemente, hemos de-
mostrado que la supresion de la actividad de IKKs impide la formacion del axén
(32). Sin embargo, al igual que ocurre con GSK3, una vez establecido el axoén,
la actividad de IKKs no es necesaria para elongar el axén, aunque si juega un
papel muy importante en la formaciéon y maduracion del segmento inicial del
axon. Esta region aloja una importante concentracion de canales de sodio de-
pendientes de voltaje (Na,1.2 y Na 1.6) y es responsable de la generacion del
potencial de accién. Diferentes trabajos han mostrado que existe una interrela-
cion entre la actividad de GSK3 y la ruta de sefializacién de NFkB, pero la for-
ma en que interaccionan en las neuronas no es atn conocida (33).

Otra via de sefializacién implicada en la formacién del axén, y por el mo-
mento no asociada con la actividad de PI3-quinasa, implica a la proteina LKB1
(Par4). Se ha demostrado que la fosforilaciéon en la serina 431 de LKB1 por
PKA es necesaria para que se forme un axén (34).

Asimismo, otras proteinas reguladas por diferentes vias estan implicadas en
los mecanismos responsables de formar el axén. Por ejemplo, la forma fosfori-
lada de JNK2 esta presente en la region distal del axén y dicha fosforilacion es
necesaria para formar el axén (35). Recientemente, se ha propuesto que Rit, per-
teneciente a la familia de Ras GTPasas estd implicada en el crecimiento del axén
y su actividad ademas de promover el crecimiento axonal, puede actuar como
un factor inhibidor del crecimiento de las dendritas (36). Otras proteinas rela-
cionadas previamente con el transporte de proteinas hacia el ax6n se han iden-
tificado en las primeras fases de especificacion y crecimiento axonal. Una de
ellas es una subunidad de la kinesina-1, cuya localizacién en la neurita que va
a formar axén determina su crecimiento (37). Esta subunidad de la kinesina-1
se localiza con posterioridad en el segmento inicial del axén y su asociacién con
microtibulos estables en este dominio determina el transporte y localizacién
axonal de proteinas como la proteina precursora del amiloide (APP) (38).

1.4. Formacion del segmento inicial del axon
El segmento inicial del axén (ALS) fue identificado en los afios 60 como

una estructura que se diferenciaba estructuralmente del resto del axén y del do-
minio somatodendritico. Sus principales caracteristicas son: a) una capa densa
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Ficura 3. El segmento inicial del axon. (A) Neurona de hipocampo en cultivo (6 DIV). El dominio
somato-dendritico se identificé mediante el marcaje con anticuerpos dirigidos contra la proteina
asociada a microtiitbulos, MAP2a+b (rojo), y el segmento inicial del axén utilizando anticuerpos
dirigidos contra losa canales de sodio dependientes de voltaje (PanNaCh, verde). (B) Esquema
representativo de la estructura proteica del segmento inicial del axén. Sobre un citoesqueleto
denso de actina submembranoso se anclan proteinas como la BlIV-espectrina y la ankirina G, que
a su vez ancla proteinas integrales de membrana como los canales de sodio, canales de potasio,
neurofascina o LI/INCAM. Esta densidad de proteinas actiia como barrera de difusion en la
membrana, controlando el trdfico de proteinas hacia el axon.

granular e intracelular, b) la presencia de algunos grupos de ribosomas, y ¢) la
presencia de fasciculos de microtibulos. Esta estructura se asemeja a la de los
nodos de Ranvier (39). Durante muchos afios, algunos estudios aislados han se-
guido describiendo la estructura del segmento inicial del axén en diferentes ti-
pos de neuronas y en diferentes especies. Sin embargo, este dominio axonal s6lo
ha adquirido una relevancia especial en la funcionalidad neuronal durante los
dltimos 10 afios (Figura 3).
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El segmento inicial del axén es la estructura responsable de la generacion del
potencial de accion y actia también como una barrera de difusién que controla el
trafico de proteinas hacia el axdon (40, 41). La generacién del potencial de accién
es posible gracias a la concentracion de canales de sodio dependientes de voltaje
en este dominio axonal (42, 43). Dicha concentracién es posible gracias a su an-
claje a ankirina G en el segmento inicial del ax6n a través de la secuencia AIS de
aminodcidos presente en el canal de sodio (42). El AIS actia también como una
barrera que impide el trafico hacia el ax6n de proteinas que no van a formar par-
te del axo6n. Ello es posible gracias a una fuerte concentracion de proteinas en la
membrana del AIS que limita la difusién de proteinas (44).

Dada la importancia del segmento inicial del axén en la adquisicion de la
polaridad funcional de las neuronas, diversos grupos han estudiado como se for-
ma su estructura. Estudios en secciones de cerebro de ratones salvajes y rato-
nes knock-out para ankirina G y BIV-espectrina han mostrado que la concentra-
cién de canales de sodio en el AIS depende de la llegada con anterioridad de
ankirina G y BIV-espectrina (45). Dos estudios han mostrado que existe una se-
cuencia de aminodcidos en el canal de sodio neuronal dependiente de voltaje
que es responsable de concentrar estos canales en el segmento inicial del axén
y que dicha secuencia une estas proteinas a la ankirina G (42, 46). Esta secuencia
ha sido con posterioridad identificada en otros canales idnicos, como los cana-
les de potasio KCNQ2/3 (Kv7.2 y Kv7.3), que estan relacionados con epilep-
sias neonatales (47). Ademads, la mutacién de un glutdmico en esta secuencia de
aminodcidos impide la concentracién de proteinas, su anclaje a ankirina G y
cuando la mutacién estd presente en el canal de sodio dependiente de voltaje de
musculo cardiaco (Navl1.5), entonces se produce la cardiomiopatia conocida
como el sindrome de Brugada (48, 49).

El anclaje de ankirina G y BIV-espectrina necesita a su vez de una estruc-
tura de citoesqueleto diferenciada del resto del axén. Asi, el segmento inicial
del axén se caracteriza por una densidad elevada de actina bajo su membrana
plasmatica. El uso de agentes despolimerizantes de actina reduce la amplitud
del potencial de accién (43). Asimismo, observaciones de nuestro laboratorio y
de otro grupo (50) muestran que los microttibulos del segmento inicial del axén
presentan isoformas de tubulina més estables (tubulina acetilada) y su organi-
zacion es diferente a la del resto del axén o el dominio somatodendritico.

Estos microtibulos mas estables juegan un papel esencial en el transporte
de proteinas hacia el axén, al permitir la unién de la subunidad KIF5B de la ki-
nesina-1 que actia como proteina de transporte hacia el axén (38). Otra subu-
nidad de la kinesina-1, KIF5C, se une de forma diferencial a microtubulos ti-
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Ficura 4. La formacion del segmento inicial del axon estd asociada a la formacion inicial del

axon. (A) Neuronas de hipocampo cultivadas durante 36, 48 6 72 horas y marcadas con

anticuerpos dirigidos contra el marcador axonal SMI-31 (MAP1B-P, rojo) y plkBa (verde). (B)

Como se observa en la cuantificacion de fluorescencia de ambos marcadores colocalizan en el

axon desde su inicio y posteriormente plkBao. se concentra en el segmento inicial del axén (48 y
72 horas).

rosinados (mds dindmicos) y a microtibulos detirosinados (mds estables), sien-
do la velocidad de transporte mds lenta en estos dltimos (51). Esta diferencia
permitiria al segmento inicial del axén cumplir su funcién de control de trafico
de las proteinas axonales.

Recientemente, hemos demostrado que la formacién del segmento inicial del
axoén es un evento mucho mas temprano de lo que se pensaba y no es necesaria
una previa maduracién dendritica (32). La forma fosforilada del inhibidor de NF-
kB, pIkBa, se localiza en el segmento inicial del axén de todas las neuronas e
interneuronas en el sistema nervioso central (52). Cuando estudiamos la forma-
cion del ax6n en el modelo de neuronas de hipocampo en cultivo, se observo que
desde el primer momento que el axén puede ser identificado como tal, la locali-
zacion de pIxkBo estd restringida al incipiente axén. Segun el axén comienza a
elongar pIkBo se comienza a concentrar proximo al axén (Figura 4) y unas 24
horas tras la iniciacién del axdn, el segmento inicial del axén se ha formado (32).
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Aunque los mecanismos que regulan el transporte de proteinas hacia el segmen-
to inicial del ax6n son poco conocidos y se ha propuesto que la ankirina G es la
primera proteina en llegar al segmento inicial del ax6n, nuestro estudio ha mos-
trado que la fosforilacion de IxBo es necesaria para el transporte de ankirina G
y canales de sodio dependientes de voltaje hacia el axén (32). pIkBa se asocia
a microtibulos y podria de esta forma regular el transporte de proteinas hacia el
axon. Esto supone la implicacién de una ruta de sefializacion tanto en el control
de la transcripcion de genes como el transporte de las proteinas que estos codi-
fican, siendo de esta forma un mecanismo de coordinacion a nivel intracelular
de los mecanismos que regulan la morfogénesis y la sintesis de proteinas. Futu-
ros estudios en esta direccién podrian ser ttiles para comprender enfermedades
del sistema nervioso relacionadas con la pérdida de estructuras en las neuronas.

2. ELONGACION Y ARBORIZACION AXONAL

El axén, una vez formado, debe elongar y alcanzar dianas especificas para
generar contactos sindpticos con otras neuronas o células especializadas en di-
ferentes tejidos (p. ej. musculares o sensoriales). Esta elongacion esta regulada
por sefiales externas positivas y negativas que regulan el crecimiento y guian al
ax6n hacia su diana. Diversos estudios han mostrado que la ramificacién axo-
nal estd ligada al comportamiento del cono de crecimiento (53, 54). Por ejem-
plo, la semaforina 3A repele los axones corticales in situ e in vitro (55, 56) y
reduce la arborizacién axonal (55). Por otro lado, esta misma molécula repele
los conos de crecimiento de las neuronas de retina pero induce la ramificacién
de estos axones una vez que el cono de crecimiento se ha recuperado de su co-
lapso (57). Para ello el cono de crecimiento axonal cuenta con receptores de es-
tas sefiales que estdn acoplados a mecanismos de regulacién del citoesqueleto
de actina y microtiibulos, tales como las neuropilinas, plexinas o integrinas (58).
Estos factores pueden regular la dindmica de los microfilamentos de actina o
microtibulos en zonas especificas del cono de crecimiento, permitiendo su giro
hacia una u otra direccion o incluso el colapso del cono de crecimiento. La neu-
rona, a través del conjunto de receptores y sensores en su cono de crecimiento,
realiza exploraciones y crece en la direccion permitida o colapsa ese cono de
crecimiento si el ambiente no permite el crecimiento, impidiendo de esta forma
la generacién de ramificaciones axonales. En ciertas condiciones, el axén pue-
de ramificarse y generar multiples ramificaciones (arborizacién axonal) con mul-
tiples contactos sindpticos. La formacién de ramificaciones axonales es necesa-
ria para el desarrollo del sistema nervioso y a su vez, el tamafio y complejidad
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de las ramificaciones estd determinado por la actividad neural (59, 60). Para que
estas ramificaciones se produzcan el citoesqueleto debe remodelarse. Asi, el
axon a partir del cual se generan las ramificaciones estd formado por largos mi-
crotubulos que deben cortarse y moverse hacia la ramificacién en formacioén.
Esto es posible gracias a proteinas como la katanina o la spastina que rompen
estos microtibulos en fragmentos mas pequefios y moviles (61). La regulacion
del crecimiento de estas ramificaciones y su extension con respecto al axén prin-
cipal depende de diferentes sefiales. Sin embargo, las bases moleculares que re-
gulan la arborizacion axonal son poco conocidas. Recientemente se ha descri-
to, que modificaciones localizadas transitorias de los niveles de calcio
intracelular pueden estar implicadas en la toma de esta decision (62).

Estas variaciones en los niveles de calcio, junto con las vias de sefializa-
cion dirigidas por otros factores externos pueden regular ese crecimiento y ar-
borizacién axonal. Recientemente se ha descrito que NGF potencia el creci-
miento axonal en neuronas de ganglio de la raiz dorsal (DRG) e induce la
inhibicién de GSK3. Ademads, la inhibicién de GSK3, en neuronas de hipocam-
po en cultivo, induce el crecimiento y la arborizacién axonal (17). Ademds de
GSK-3, tanto RhoA como FAK («focal adhesion kinase») juegan un papel esen-
cial en la regulacion de la formacién de ramificaciones axonales (63, 64).

Ademés de las sefales que inducen el crecimiento y la arborizacién axonal,
otras seflales, como el ATP, pueden impedir o restringir el crecimiento del axén.
Como se discute a continuacion, los receptores purinérgicos pueden jugar un pa-
pel importante en la regulacién de la elongacién y arborizacion del axén, aunque
su papel en el desarrollo de los circuitos neuronales es atin muy poco conocido.

3. FUNCION DE LOS RECEPTORES PURINERGICOS
EN LA DIFERENCIACION NEURONAL

Una de las familias de moléculas que mds importancia estd adquiriendo en
los dltimos afios por el papel que desempefian en la diferenciacion y supervi-
vencia neuronal son los nucleétidos de adenina. Estos compuestos, que presen-
tan una amplia distribucién en todo el organismo, ejercen un efecto tréfico di-
recto en el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central y juegan un
papel fundamental en el las respuestas frente a enfermedades y traumatismos
(65, 66). Como ya se ha mencionado en capitulos anteriores los nucleétidos de
adenina, y en particular el ATP, ejercen un papel como neurotransmisor rapido
en el sistema nervioso central, ya que solo no activa canales i6nicos especificos
denominados receptores P2X (67-69), sino que ademds, las ectonucleotidasas
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presentes en la membrana plasmatica lo degradan rdpidamente a adenosina. Los
receptores P2X, estan formados por la combinacion de al menos 7 subunidades
diferentes denominadas P2X1 al P2X7, y conforman un canal funcional cuan-
do se combinan al menos 3 de estas subunidades iguales o diferentes (70). La
activacion de estos receptores induce la entrada de calcio al interior de la neu-
rona independiente de la activacién de los canales de calcio dependientes de vol-
taje (71). Como consecuencia de esta entrada de calcio, el ATP, es capaz de in-
ducir la liberacion de mds neurotransmisores, participando asf en la propagacion
del impulso nervioso (72, 73). Ademas, estos receptores, al inhibir la induccién
de la potenciacion a largo plazo en el hipocampo, participan en los procesos de
plasticidad neuronal, fundamentales en el funcionamiento de los circuitos neu-
ronales implicados en los procesos de memoria (74).

Es precisamente durante el desarrollo del hipocampo donde los receptores
P2X juegan un papel importante en la formacién de las redes neurales. Asi, en
estudios realizados en rodajas de hipocampo de ratones neonatos, se observo
que la activacién de los receptores P2X1, 2 y 4 inducen la formacion de fibras
nerviosas en el giro dentado (75). Por el contrario, en explantes neuronales se
ha descrito que la activacién de receptores P2X3 desencadena una disminucién
de la elongacion axonal (76).

La importancia que los nucledtidos de adenina desempefian en la diferen-
ciacién neuronal no solo se limita a los efectos que estos compuestos ejercen
sobre la morfologia neuronal. Asi, otro de los papeles importante que desem-
peiien los nucledtidos de adenina se centra en el control que células progenito-
ras poseen para controlar la recepcidn de las sefiales procedentes de su entorno
(77). Uno de estos mecanismos de control consiste en la alta expresién de ec-
tonucleotidasas en su membrana plasmatica, impidiendo de esta manera la lle-
gada de sefiales que las induzca a diferenciarse (78).

El control que los nucledtidos ejercen sobre los sistemas en crecimiento pa-
rece no limitarse al reino animal. Asi, recientemente se ha descrito como el ATP
y la ectonucleotidasas presentes en la raiz de la planta Arabinopsis thaliana ejer-
cen una fuerte regulacién sobre su crecimiento y ramificacion (79).

3.1. Calcio y crecimiento axonal
Hace unos afios, se reportd por primera vez la influencia que el calcio ejercia

en los proceso de elongacion y ramificacion axonal. Asi se observé que los incre-
mentos de calcio espontdneos (por lo tanto, producidos por agentes desconocidos)
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que se producen en el cono de crecimiento estan inversamente relacionados con la
capacidad que tiene el axén de migrar y crecer (80, 81). Al analizar en profundi-
dad este fenémeno, se determiné que tnicamente los incrementos de calcio de baja
frecuencia son capaces de inducir la parada del crecimiento y arborizacién axoéni-
ca (62). No debemos olvidar que el efecto primario que inducen los nucledtidos de
adenina, al activar sus receptores P2X, es incrementar el calcio intracelular en un
punto muy concreto de la neurona. De tal manera, que si estos receptores estuvie-
ran presentes en los conos de crecimiento serian unos excelentes candidatos para
ser los agentes causantes de desencadenar los incrementos de calcio espontaneos
antes descritos. Si bien existe poca literatura al respecto, no debemos olvidar que
los conos de crecimiento son las estructuras primigenias que constituiran el com-
ponente presinaptico de los contactos sindpticos que se establezcan en los circui-
tos neurales del cerebro en un animal adulto. Es precisamente en esta localizacion
donde se ha descrito ampliamente la presencia de los receptores de nucleétidos (82-
84) y establecido que su activacion no solo induce la entrada de calcio a la termi-
nal nerviosa, sino que también, inducen la liberacién de los neurotransmisores al-
macenados en las vesiculas sindpticas (73, 85).

Como se mencionard en el capitulo de esta monografia dedicado al sistema
purinérgico, de todas las subunidades P2X encontradas a nivel presindptico, la
que presenta una mayor abundancia en el SNC es la subunidad P2X7 (86).

3.2. Los receptores P2X y su funcion en la regulacion del crecimiento
axonal

Llegados a este punto, la principal pregunta que queda por esclarecer es si
los receptores P2X regulan el crecimiento axonal. Para contestarla, el primer pun-
to que debiamos establecer es la presencia de receptores ionotrépicos funciona-
les de ATP en los conos de crecimiento. Gracias a la utilizacién de un sistema
de videoimagen que nos permite registrar pequefias variaciones en la concentra-
cién de calcio intracelular en puntos muy concretos de la neurona, observamos
que la estimulacién de las neuronas de hipocampo en cultivo con pulsos de ATP,
producia una entrada de calcio en el cono de crecimiento. Ademds, pudimos cons-
tatar que la onda de calcio generada se quedaba restringida a la zona mds distal
del axon, sin llegar a afectar ni siquiera a la zona del segmento inicial del axén
(Figura 5). También constatamos como la activacién de los receptores P2X pre-
sentes en el cono de crecimiento provocan una disminucién de la elongacién del
axon (Figura 5). Estas observaciones no solo identifican al ATP como uno de los
agentes causantes de los incrementos de calcio espontdneos registrados en los co-
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FiGura 5. El ATP induce corrientes de calcio en el cono de crecimiento de neuronas de
hipocampo en cultivo a través de receptores P2X: A, Imagen de fluorescencia de una neurona
hippocampal en cultivo cargada con la sonda fluorescente fura-2. Ademds se muestran las
diferentes dreas analizadas tanto a lo largo del axén (regiones 2 'y 3) como en el compartimiento
somato-dendritico (region 1). Las grdficas representan el ratio de los cambios temporales en las
longitudes de onda emitidas por el fura-2 al ser este excitado a 340 (F,,,) o a 380 (F,) nm. La
neurona fue estimulada con un pulso de ATP ImM en el punto b, y con otro de KCl 60 mM en
el punto d. Los paneles que se muestran en la derecha se corresponden con las imdgenes de fura
registradas para la neurona analiza en los puntos temporales indicados como a al d, que se
muestran en las grdficas de la izquierda. Los tiempos de estimulacion se representan con lineas
solidas y corresponden a 50 segundos. B, Neuronas hipocampales en su tercer dia de cultivo en
presencia o ausencia de ATP 1 mM. Las neuronas fueron teiidas con anticuerpos frente a la
tubulina (verde) y con la actina (rojo). Escala (50 um).

nos de crecimiento de las neuronas en cultivo, sino que ademds, constituyen las
primeras evidencias funcionales que demuestran que los receptores P2X ejercen
un control negativo de la elongacién axonal.
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3.2.1. Papel del receptor P2X7 en la regulacion del crecimiento axonal

El siguiente paso a analizar era determinar que tipo de receptores P2X es-
taban involucrados en el control de la elongacion del axon. Para contestar esta
pregunta, se optd por realizar un estudio farmacolégico, empleando diferentes
antagonistas de los receptores P2X. Mediante este abordaje experimental no solo
conoceriamos la naturaleza del receptor, sino que también determinariamos si
el bloqueo de estos receptores induce la elongacién del axén. De todos los an-
tagonistas utilizados, solamente aquellos que inhiben al receptor P2X7, como
son el BBG, el KN62 y el A-438079 indujeron una elongacién y ramificacion
del ax6n mayor a la observada en las neuronas no tratadas (Figura 6). Confir-
mamos de la participacion del receptor P2X7 mediante el empleo de técnicas
de biologia molecular, gracias a las cuales pudimos observar la evolucién del
crecimiento y ramificacion axonal en neuronas que carecian o sobre-expresaban
el receptor P2X7. Como se observa en la Figura 6, la supresion del receptor
P2X7 indujo una elongacién y ramificacién axonal similar a la obtenida me-
diante los tratamientos farmacoldgicos en los que se emplearon antagonistas se-
lectivos del receptor P2X7. Por el contrario, la sobre-expresion de dicho recep-
tor indujo una disminucién en la longitud y nimero de ramificaciones del axén,
el mismo efecto observado al activar el receptor P2X7 con ATP (Figura 6).

Una vez determinada la participacion del receptor P2X7 en el crecimiento
y ramificacién axonal solo quedaba determinar el mecanismo molecular por el
cual dicho receptor regula negativamente la elongacién y ramificacién axonal.
Al analizar en detalle la morfologia que presentaban los conos de crecimiento
después de activar o inhibir el receptor P2X7 observamos que si bien la acti-
vacién del receptor promovia un colapso de los mismos, su inhibicién inducia
el efecto opuesto (Figura 7). Este hecho correlacioné con una activacion la pro-
teina FAK (quinasa de los puntos focales de adhesion) mediada por la inhibi-
cién de la proteina quinasa dependiente de calcio CaMKII (87). No debemos
olvidar que uno de las proteinas dianas del receptor P2X7 es la CaMKII (88,
89), de tal manera que se ha descrito como la activaciéon de P2X7 induce una
fuerte y rdpida activacioén de la quinasa dependiente de calcio CaMKIL.

Como se ha mencionado anteriormente, una de las quinasa claves en los
procesos de elongacion y arborizacién del axén, es GSK3. Asi, se ha descrito
que la inhibicién sostenida de GSK3 es capaz de inducir una mayor elongacion
y arborizacion axonal, una vez que el axén ya esta formado (17). Como cabria
esperar, cuando se analizé el estado de activacién de la GSK3 después de in-
ducir una inhibicién sostenida del receptor P2X7, se observé una clara dismi-

36



MECANISMOS IMPLICADOS EN LA AXONOGENESIS, EL CRECIMIENTO AXONAL Y LA LOCALIZACION...

[ W Control

Ip51 1 uM PPADS 30 uM

shRNA P2X7

P2XT-GFP

Ficura 6. El receptor P2X7 regula el crecimiento y arborizacion axonal. A, Se muestran

neuronas de hipocampo en su tercer dia de cultivo tratadas en presencia de diferentes antagonistas

de los receptores P2X; BBG (5 uM), PPADS (50 uM) e IpJ (1 uM). Las neuronas fueron tefiidas

con anticuerpos frente a la tubulina para observar su morfologia. Escala (100 um). B, Se muestran

neuronas hipocampales en cultivo transfectadas con GFP, un RNA de interferencia del receptor
P2X7 (shRNA-P2X7) fusionado a GFP (P2X7-GFP). Escala (50 um).

nucién en la actividad de la quinasa GSK3. Esta disminucién de la actividad de
GSK3 no solo correlaciona con la elongacién y arborizacién axonal inducidas
por la inhibicién del receptor P2X7, sino que ambos fendmenos comparten una
secuencia temporal. Asi, sabemos que la inhibicién del receptor P2X7 desenca-
dena una activacién de la quinasa FAK. Dado que un sustrato de FAK es la PI3-

37



JuaN Josté GARRIDO Y MIGUEL Diaz HERNANDEZ

A [EE

B Control BEG 5 uM

BBG 5 uM
LY-294002 50 M

FiGURA 7. La inhibicion del receptor P2X7 modifica la morfologia del cono de crecimiento de
las neuronas de hipocampo mediante la inhibicion de la PI3- quinasa. A, Se muestran la
morfologia de los conos de crecimiento de las neuronas de hipocampo tratadas durante 3 dias
en presencia o ausenta del antagonista del receptor purinérgico P2X7 BBG (SuM). Mientras los
conos de las neuronas control mostraron una morfologia mixta de lamedipodio y filopodio, los
conos tratados con BBG solo presentan una morfologia de lamedipodio. Escala (10 um). B, Se
muestran neuronas de hipocampo en su tercer dia de cultivo tratadas en presencia y ausencia de
BBG (5 uM) y/é del inhibidor de PI3-quinasa LY-294002 (50 uM). El BBG y el inhibidor de la
IP3-quinasa fueron anadidos después del primer dia de cultivo. Escala (50 pm).

quinasa (90), la activacién de FAK desencadenaria una activacién de la PI3-qui-
nasa. Esta secuencia de acontecimientos la pudimos constatar en nuestro mode-
lo de neuronas de hipocampo, al observar como la arborizacién y elongacién
axonal inducida por el BBG eran revertidas en presencia de un inhibidor de la
PI3-quinasa (LY-294002) (Figura 7). Como se ha mencionado con anterioridad,
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la activacion de PI3-quinasa desencadena la fosforilacién e inhibicién de GSK3,
de tal manera que el receptor P2X7 desencadena finalmente una regulacion de
la actividad de la quinasa GSK3.

El hecho de que la inhibicién de GSK3 promueve el crecimiento y arboriza-
cién axonal en axones lesionados in vivo (91), abre nuevas perspectiva terapéuti-
cas para la utilizacién de inhibidores del receptor P2X7 en lesiones medulares.

4. MECANISMOS CELULARES Y MOLECULARES QUE REGULAN
LA LOCALIZACION POLARIZADA DE PROTEINAS AXONALES

Aunque este apartado mereceria por si solo un capitulo propio, a continua-
cién comentamos algunas ideas sobre la forma en que el axén distribuye sus pro-
teinas. Simultaneamente a la estructuracién morfoldgica del axén, en la membra-
na axonal se van localizando proteinas (canales i6nicos, receptores o proteinas de
adhesién) que guian el axén, regulan su crecimiento y permiten la generacion de
potenciales de accién. Como se ha indicado con anterioridad, esta localizacién po-
larizada de diferentes proteinas en el axén, depende del citoesqueleto de actina y
microtibulos, asi como de las proteinas de transporte (kinesinas, dineinas o0 mio-
sinas). En los ultimos 10 afios el estudio de las secuencias aminodcidicas de pro-
tefnas axonales ha permitido demostrar que existen diversos motivos de aminoé-
cidos capaces de localizar proteinas especificamente en el axén. Se ha propuesto
que algunas de estas proteinas pueden ser transportadas directamente hacia el axon,
como es el caso de NgCAM. Sin embargo, la distribucion especificamente axo-
nal de muchas de las proteinas estudiadas depende de su eliminacién, mediante
endocitosis, de la membrana somatodendritica (92). Este es el caso del canal de
sodio neuronal dependiente de voltaje (92) o de la proteina VAMP-2 (93). Una
vez transportadas hacia el axén, estas proteinas deben anclarse en un dominio es-
pecifico para cumplir su funcién. Si bien en el dominio somatodendritico, las pro-
teinas con dominios PDZ, tales como la PSD-95, cumplen la funcién de anclaje
de proteinas funcionales de membrana; en el caso del axén y del segmento ini-
cial del axdn, esta funcion estd representada por la ankirina B y ankirina G. Pro-
tefnas que actian como adaptadores entre las proteinas de membrana y el citoes-
queleto de actina y microtibulos. La proteina de adhesién L1 contiene una
secuencia de aminodcidos (FIGQY) que la permite unirse a las ankirinas y esta-
bilizarse en la membrana axonal. Dicho anclaje estd regulado por mecanismos de
fosforilacién y una secuencia de aminoacidos (RSLE) que permite su endocitosis
(94, 95). Otro ejemplo son los canales de sodio y potasio dependientes de volta-
je, Na 1.2, Na 1.6 o KCNQ2/3, que se unen a la ankirina G a través del motivo
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AIS descrito en los canales de sodio (47). Recientemente, se ha descrito que una
proteina de densidades postsindpticas, PSD-93, es capaz de anclar canales de po-
tasio y localizarlos en el axén (96). Durante los dltimos 10 afios se han descrito
motivos aminoacidicos que regulan la localizacién y anclaje de proteinas en el
axon, lo que ha permitido entender las bases estructurales que permiten desarro-
llar la funcién del axén en la transmision de sefales.

5. CONCLUSION

La complejidad funcional del sistema nervioso tiene como unidad bésica fun-
cional a la neurona, junto con otras células que le sirven de apoyo y con las que
intercambia informacién. A pesar de que ya hace alrededor de un siglo que San-
tiago Ramoén y Cajal propuso la teoria neuronal, solamente durante los tltimos
25 afios hemos sido capaces de obtener bastante, pero ain no suficiente, infor-
macién sobre como se forma una neurona y que mecanismos intracelulares per-
miten crear la arquitectura morfoldgica y funcional de las neuronas. Sabemos
cémo se inicia un axén, cémo se forma el citoesqueleto neuronal y cudles son
las causas de algunas enfermedades neurodegenerativas. Para su tratamiento, asi
como el tratamiento de lesiones axonales, debemos conocer los factores, recep-
tores y vias de sefializacién que regulan el crecimiento axonal, asi como los me-
canismos que regulan su posicién y que son responsables de que un receptor cum-
pla su funcién en un momento concreto y en una localizacién especifica de la
neurona. De esta forma, podremos encontrar dianas farmacoldgicas adaptadas que
permitan regular vias de sefializaciéon en dominios especificos de las neuronas.
Por ultimo, un mayor conocimiento de los mecanismos que regulan el crecimiento
axonal también serd util en un futuro para intentar regenerar axones lesionados,
junto con otras estrategias centradas en las células de glia.
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2. Los canales de comunicacion sensorial TRPs
como dianas farmacologicas

ANTONIO FERRER MONTIEL

RESUMEN

Los canales TRP (Receptores de Potencial Transitorio) constituyen una ex-
tensa familia subdividida en 8 subfamilias, a saber, TRPC, TRPM, TRPV, TRPA,
TRPP, TRPML, la familia TRPN presente en invertebrados, y la distante TRPY
expresada en levaduras. Estos receptores juegan un papel fundamental en la
transduccién de las distintas modalidades somatosensoriales en mamiferos, in-
cluyendo la termosensacion, la recepcién de feromonas, la regulacion del tono
vascular, la nocicepcién y el dolor. Cada vez es mds claro que los canales TRP
son cardinales en la fisiologia sensorial y que su alteracién funcional, bien me-
diante mutaciones o por estimulos nocivos o factores pro-inflamatorios, condu-
ce a estados patologicos en humanos. Por tanto, los canales TRP han sido vali-
dados como dianas terapéuticas para intervencion farmacoldgica. El desarrollo
de compuestos que reviertan o controlen su actividad patoldgica es, por tanto,
un objetivo fundamental de la neurofarmacologia.

Palabras clave: Canales idnicos. Nocicepcion. Neurobiologia sensorial.
Sinpatogénesis. Termosensacion.

ABSTRACT

TRP channels of sensory communication as pharmacological targets

TRP channels (Transient Receptor Potential) encompass a large family
which is subclassified in 8 distinct subfamilies, namely TRPC, TRPM, TRPYV,
TRPA, TRPP, TRPML, the TRPN subfamily found in invertebrates and the dis-
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tant TRPY subfamily present in yeast. These receptors play a pivotal role in the
transduction of the different somatosensory modalities in mammals, including
thermosensation, pheromone reception, regulation of the vascular tone, noci-
ception and pain. Cumulative evidence is substantiating the tenet that these chan-
nels are central in sensorial physiology and that their dysfunction, either because
of mutation or by their interaction with noxious stimuli and pro-inflammatory
agents, results in human pathologies. Thus, these TRP channels are being vali-
dated as therapeutic targets for drug intervention. The development of com-
pounds that reverse or abrogate their pathological activity is, therefore, a cen-
tral goal of current neuropharmacology.

Keywords: Ion channels. Nociception. Sensory neurobiology. Synaptoge-
nesis. Thermosensation.

INTRODUCCION

La capacidad de explorar el entorno mediante los sentidos supone una clara
ventaja evolutiva que permite una adaptacioén idénea salvaguardando la integridad
del organismo. Esta habilidad es el resultado de un sistema nervioso altamente es-
pecializado, capaz de reconocer, integrar, interpretar y responder a las distintas
modalidades sensoriales. El sistema nervioso periférico (SNP) esta constituido por
fibras nerviosas que transducen la informacidn sensorial en actividad eléctrica que
es transmitida desde las terminales periféricas al cerebro. La comunicacién desde
la periferia al cerebro es realizada por fibras nerviosas que reciben el nombre de
aferentes, mientras que la respuesta desde el sistema nervioso central al periféri-
co es conducida por fibras eferentes (1). Las fibras aferentes constituidas por neu-
ronas de conduccién ripida, altamente mielinizadas, se ocupan, principalmente,
de transducir fenémenos proprioceptivos y mecanicos; mientras que, las fibras for-
madas por neuronas de conducciéon media y lenta son responsables de interpretar
y responder a estimulos potencialmente nocivos actuando, por tanto, como noci-
ceptores (1). Las neuronas nociceptivas reconocen estimulos mecanicos, térmicos
y quimicos que pueden ser dafiinos para el organismo. Por ello, los nociceptores
son considerados como guardianes de la integridad tisular y la nocicepcién como
un mecanismo de seguridad esencial para la vida.

A nivel molecular, los nociceptores poseen en sus terminales un conjunto
de receptores proteicos preparados para reconocer y transducir los estimulos no-
civos de tipo fisico (mecdnicos, osmoticos, y térmicos) y quimicos. En este sen-
tido, disponemos de los receptores capaces de reconocer el espectro de tempe-
raturas desde muy frias (£17°C) a muy calientes (=50°C) (1-7). Una propiedad
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similar es esperable en los mecanoreceptores, aunque su identidad molecular es
todavia ignota. No obstante, a pesar de esta propiedad esencial de los termore-
ceptores y, probablemente de los mecanoreceptores, es importante sefialar que
la transduccién nociceptiva por parte de los nociceptores es el balance de la ac-
tivacién e inhibicion de mas de un receptor y/o canal proteico presente en su
membrana (1). Por ello, intentar reducir la especificidad nociceptora a la pre-
sencia de un determinado sensor molecular es, cuando menos, una simplifica-
cion excesiva de la transducciéon somatosensorial (1).

LA FAMILIA DE LOS CANALES TRP

La neurobiologia sensorial ha sufrido un notable avance desde el reconoci-
miento que la familia de receptores TRP (por Transient Receptor Potential;), ori-
ginalmente descubierta en Drosophila melanogaster (2), juega un papel funda-
mental en la transduccién de las distintas modalidades somatosensoriales en
mamiferos, incluyendo la termosensacién, la recepcién de feromonas, la regula-
cién del tono vascular, nocicepcion y el dolor. Los canales TRP se expresan en
una gran variedad de organismos multicelulares que comprende las levaduras, los
gusanos, la mosca de la fruta, el pez cebra, y los mamiferos. Sorprendentemente,
todavia no se han descrito ortélogos en los procariotas. Desde su descubrimiento,
la familia de receptores TRP ha ido creciendo estando en la actualidad formada
por 28 miembros agrupados en 7 subfamilias (TRPC1-7, TRPM1-8, TRPV1-6,
TRPA1, TRPP1-3, y TRPMLI-3) y, la subfamilia TRPN presente Gnicamente en
invertebrados (Figura 1) (2). Existe un familia adicional (TRPY) evolutivamente
mds distanciada de las anteriores y que se expresa en levaduras (2). La diversi-
dad de la familia es incrementada por el descubrimiento de nuevas isoformas que
aparecen por procesamiento posttranscripcional (2). Estas variantes normalmente
poseen una funcién moduladora de la actividad de las proteinas silvestres.

Todos los receptores TRP son canales catiénicos que permiten el flujo de
Ca’y Na*, aunque segiin la isoforma, la permeabilidad y la selectividad para
cationes mono o divalentes varia sustancialmente de 100:1 a 0.05:1. Su patrén
de distribucion tisular es muy amplio, apareciendo expresado en practicamente
todos los tejidos, especialmente en los sistemas nerviosos central y periférico,
en los que juegan un papel crucial en la transduccion sensorial convirtiendo los
estimulos ambientales en cambios de excitabilidad de la membrana neuronal (2).
Ademas, su permeabilidad al catién Ca®* implica la activacion de sefiales de
transduccion celular que también contribuyen a la transmisién sensorial. Estu-
dios de asociacién genética han relacionado mutaciones en estos receptores con

51



ANTONIO FERRER MONTIEL

Ficura 1. Arbol filogenético de la familia de receptores TRP. Se muestran las subfamilias de
los canales TRP, con cada uno de los miembros identificados en mamiferos. De las familias TRPN
y TRPY no existen todavia miembros en mamiferos. Modificada de la referencia (20).

enfermedades humanas (Tabla I). Asi, mutaciones en la familia TRPP produce
la enfermedad autosémica dominante conocida como policistitis renal, la muta-
cién de TRPML conduce a la mucolipidosis tipo IV, la alteracién de TRPC6
produce glomeruloesclerosis segmental, una condicion autosémica dominante,
y la mutacién de TRPM6 causa hipomagnesemia e hipocalcemia (2, 4).

Estructuralmente, los canales TRP son homo o hetoroligémeros formados
por la asociacion de cuatro subunidades alrededor de un eje de simetria central
que coincide con el poro idnico. Cada subunidad estd formada por 6 segmentos
transmembrana (S1-S6), un lazo hidrofilico entre el quinto y sexto segmento
transmembrana que estructura el poro iénico y dos dominios intracelulares en
los extremos N- y C-terminales (2) (Figura 2). La region N-terminal puede con-
tener dominios de unién a anquirinas que juegan un papel clave en la interac-
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cion de estos receptores con proteinas citosdlicas construyendo complejos pro-
teicos esenciales para su funcién (2, 8, 9). El dominio C-terminal contiene una
region importante para la asociacion de las subunidades y zonas de interaccién
con fosfoinositidos y proteinas reguladoras (2, 8). Algunos miembros de la fa-
milia TRPM tienen la singularidad de contener actividad enzimadtica en su ex-
tremo C-terminal por lo que reciben el nombre de canalzimas (2).

TaBLa 1. Enfermedades asociadas a canales TRPs

Canal Enfermedad Sintomas
TRPC3 Degeneracion retiniana Muerte fotoreceptores
TRPC6 Glomeruloesclerosis focal y segmental Pérdida renal
TRPM2 Estrés oxidativo y neurodegeneracion Neurodegeneracién
TRPM6 Hipomagnesemia con hipocalcemia Pérdida renal

secundaria
TRPM7 Estrés oxidativo y neurodegeneracion Neurodegeneracién
TRPP2/TRPP1  Policistitis renal autosémica dominante Fallo renal, quistes renales
TRPML1 Mucolipidosis tipo IV Retraso mental, neurodegeneracion,
degeneracion retiniana
TRPV1 Dolor inflamatorio y neuropdtico Inflamacién y dolor

Informacién tomada de referencias (2) y (4).

LAS SUBFAMILIAS TRPV, TRPM Y TRPA EN TERMOSENSACION

Dentro de la familia de los canales TRP destacan las subfamilias de TRPYV,
TRPM y TRPAL1 por ser receptores ionotrépicos que responden a estimulos tér-
micos que comprenden desde temperaturas nocivas frias a calientes (Tabla II).
El primer grupo (TRPV) contiene los llamados termo-TRPs que se activan por
calor, transformando la energia térmica en excitabilidad neuronal. La familia
TRPV en mamiferos esta formada por 6 miembros divididos en 2 grupos segtn
el grado de homologia, a saber, TRPV1-4 y TRPV5-6. Los receptores que re-
conocen estimulos térmicos son TRPV1-4, y entre ellos destaca el receptor
TRPV1 por ser un sensor molecular del umbral de temperaturas nocivas para el
organismo (10). Aunque ya se sospechaba de su existencia desde hacia mucho
tiempo debido a la observacidon de que las neuronas sensoriales eran excitadas
por la capsaicina, un vanilloide presente en los chiles, su clonacién no se pro-
dujo hasta el afio 1997 por el grupo del Prof. David Julius de la Universidad de
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California en San Francisco (10). Utilizando una estrategia de expresion-clona-
cién en células HEK293 este equipo identifico la proteina de membrana que res-
pondia a la capsaicina incrementando el flujo de iones Ca** al interior celular.
La racionalidad de utilizar la capsaicina como ligando especifico del receptor
TRPV1 (originalmente llamado VR1) fue la sensacién de quemadura que se
siente tanto al ingerir una comida picante como con la aplicacion tépica del va-
nilloide (3, 6, 7, 10). Por tanto, no resulté sorprendente que el receptor clona-
do también era activable por calor de intensidad quemante, concretamente con
temperaturas que sobrepasan los 42°C, convirtiéndolo en una especie de termo-
metro molecular. Ademas, este receptor es activado por pH acido extracelular
y, recientemente se ha descrito su respuesta a alicina, componente activo del ajo
(2, 3, 6, 7). Por tanto, el canal TRPV1 es un receptor polimodal que transduce
estimulos fisicos y quimicos. La clonacién de TRPV1 fue un hito que impulsé
notablemente el avance de la neurobiologia sensorial.

D0

CaM PIP,

# capsaicina A pH
&L Anquirinas O PpKA,PKC, CaMKII
X PKA ol ot
= * PKC, CaMKII
PKA
o PKC
° Src

Ficura 2. Topologia molecular de una subunidad del receptor TRPV1. En azul se ilustran los

segmentos transmembrana. Se indican los diversos sitios de modulacion identificados por

diferentes rutas de senalizacion intracelular. La asociacion de cuatro de estas subunidades

alrededor de un eje de simetria central produciria un receptor funcional. Entre la T704 y el sexto
segmento transmembrana se localiza el dominio de asociacion TRP.
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Tras la clonacién de TRPV1, se identificaron otros receptores que respon-
dian a estimulos térmicos. Asi, destaca la clonaciéon de TRPV2 (inicialmente
nombrado VRL-1) que se activa con estimulos de calor intenso, activindose
cuando la temperatura supera los 52°C (2, 3, 6, 7). Por otro lado, se identific6
el receptor TRPV3 que responde a temperaturas templadas alrededor de 33°C.
Recientemente se ha descrito que es también el receptor del sustancias pungen-
tes presentes en el orégano y los clavos, asi como el alcanfor (2, 6, 7). Un um-
bral de activacion similar posee el receptor TRPV4 que originalmente se cata-
log6é como un receptor activado por estimulos osmosensibles y, posteriormente,
se ha observado que también transduce estimulos térmicos moderados entre 25-
37°C (2,3, 7).

Los receptores capaces de responder a estimulos frios no tardaron mu-
cho en ser identificados. De nuevo, el grupo de David Julius, mediante una
estrategia de expresion-clonacién utilizando como ligando especifico el men-
tol, identific6 un receptor neuronal que se activaba por esta sustancia al que
se le acufié el nombre de CMR1 (de Cold Menthol Receptor I) (5). Al igual
que con TRPV1, el fundamento de utilizar mentol fue la sensacion de fres-
cor que produce este compuesto en la boca o en la piel, sugiriendo una rela-
cién con la nocicepcion al frio. Efectivamente, el receptor CMR1 era activa-
do por temperaturas inferiores a 25°C (Tabla II). Sorprendentemente, el
andlisis de la secuencia amino acidica de CMRI1 en las bases de datos reve-
16 que era idéntica a la de la proteina TRPMS, un polipéptido que se sobre-
expresaba en cdncer de préstata y cuya funcién se desconocia (2, 3, 5, 7).
Otro miembro de la familia TRPM implicado en termosensacién es TRPMS
(Tabla II) (3, 7). Sin embargo, este receptor es mds conocido por su partici-
pacioén sensorial al gusto, mediando la respuesta a sabores amargos, dulces y
a amino acidos (2, 3).

La sospecha de que podia haber un receptor que respondiera a temperatu-
ras frias nocivas, condujo a la identificaciéon de TRPA1 (originalmente
ANKTMI). Este receptor se activa a temperaturas inferiores a 17°C (2, 6, 7),
aunque existe cierta controversia sobre la activacién por frio de este receptor en
nociceptores (1, 2, 7). Trabajos recientes han demostrado que este receptor es
activado por compuestos psicoactivos de la marihuana, asi como sustancias irri-
tantes y agentes pungentes, incluyendo acrolein, aceites de mostaza y canela y
la alicina (Tabla II) (2, 6, 7). Por la particular estructura de su dominio N-ter-
minal, compuesto por un gran nimero de dominios de anquirina, se pensé que
este receptor podria también transducir estimulos mecénicos, pero los datos exis-
tentes en ratones carentes del canal TRPA1 cuestionan dicho papel (1, 2, 7).
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TRPV1 UNA DIANA TERAPEUTICA PARA EL TRATAMIENTO
DEL DOLOR

De entre los canales TRP, el receptor TRPV1 se ha erigido como una
diana crucial para en la transduccién de sefiales dolorosas, especialmente
en la etiologia del dolor inflamatorio (2, 4, 8, 9). Su extensa distribucion
tisular y celular (Tabla III), junto a la potenciacién de su actividad de ca-
nal i6nico por mediadores pro-inflamatorios liberados durante un dafio ti-
sular, han situado a este receptor como un mediador critico de la sensibili-
zacién inflamatoria de los nociceptores que resulta en la manifestacion de
hipersensibilidad en la zona dafada (1, 8, 11). Un ciimulo de resultados in-
dica que TRPV1 participa en el inicio y mantenimiento de la inflamacion
neurogénica que suele acompafar a una injuria tisular. En este sentido la
eliminacién genética o farmacolégica del receptor en animales produce una
reduccién del proceso inflamatorio que se traduce en una atenuacion de la
hiperalgesia térmica (2, 8, 10, 11).

A nivel celular, el receptor TRPV1 esta en una encrucijada de distintas
rutas de sefializacién que son activadas por factores pro-algésicos produ-
ciendo la potenciacion de su funcionalidad que, en udltimo término, resulta
en un incremento de la excitabilidad de los nociceptores (Figura 3). La sen-
sibilizacion de TRPV1 puede deberse bien a activacién directa de metabo-
litos que actian como endovanilloides o a la potenciacion de la funcién. La
activacion directa ha sido documentada para los compuestos anandamida,
N-araquidonoil-dopamina (NADA), N-oleoildopamina y el dcido 12-hidro-
peroxieicosatetraenoico (12-HPETE) que actian como agonistas incremen-
tando la entrada de calcio al citosol neuronal (12, 13). Ademads, el pH Aaci-
do que se desarrolla en la zona inflamada también activa el receptor
contribuyendo a incrementar mds los niveles de Ca’" intracelular y a des-
polarizar la membrana de los nociceptores. El Ca** a su vez ejerce de se-
gundo mensajero activando rutas de seflalizacién como la proteina quinasa
C (PKC) y la quinasa dependiente de calmodulina (CAMKII) que fosfori-
lan al receptor alterando su funcionalidad. Hay que destacar la mayoria de
estos agonistas reducen el umbral de activacion térmica del receptor desde
42°C a 35°C, lo que se traduce en la activacion del receptor a temperatura
corporal produciendo hiperalgesia (8, 9, 11, 12). Este fenémeno es el que
media la hipersensibilidad de una piel quemada por el sol a una ducha de
agua templada.
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Ficura 3. Rutas de sefializacion activadas por los agentes pro-inflamatorios que convergen en
el receptor TRPV1, bien modificando su actividad o aumentando su expresion superficial y que
conducen a la sensibilizacion de los nociceptores.

Complementariamente, los agentes pro-inflamatorios (neurotrofinas, inter-
leuquinas, histamina, triptasa, bradiquinina, ATP, etc), actuando a través de sus
receptores (Figura 3), activan rutas de sefializacion intracelular que convergen
en el receptor TRPV1 modificando su funcionalidad y/o incrementando su ex-
presion superficial. Asi, los factores pro-algésicos estimulan rutas que involu-
cran a la PKC, la proteina quinasa A (PKA), la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K),
la fosfolipasa C (PLC), y la quinasa de residuos de tirosina Src (2, 8, 11) (Fi-
guras 2 y 3). La accion de estas quinasas sobre el receptor se traduce en un in-
cremento de su actividad de canal i0nico, resultante de una reduccion de la tem-
peratura de activacién y una facilitacién de la cinética de apertura del canal (8,
11). En paralelo, algunas de estas rutas, como la mediada por la PKC, también
puede favorecer la movilizacién rapida a la superficie neuronal de una pobla-
cion vesicular de receptores TRPV1 residente cerca de la membrana plasmati-
ca (14, 15, 16). Por tanto, la mayor actividad y expresion del receptor TRPV1
en tejidos inflamados es una de las causas principales de la hiperexcitabilidad
de los nociceptores que conduce a la manifestacién de los dos sintomas carac-
teristicos de la inflamacién, a saber, la hiperalgesia y la alodinia. Consecuente-
mente, el control farmacolégico de la actividad y/o expresién superficial de
TRPV1 emergen como dos estrategias terapéuticas para el control de la infla-
macién y del dolor que la acompaiia.
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FARMACOLOGIA DEL RECEPTOR TRPV1

La validacién como diana terapéutica de TRPV1, y su implicacién en una
plétora de patologias, desde el dolor inflamatorio al oncolégico (Tabla III), han
propiciado el desarrollo de gran nimero de activadores e inhibidores del recep-
tor para su uso como anti-inflamatorios y analgésicos. Entre los agonistas mds
populares y de mayor aplicacién se encuentra la capsaicina (IC,, =10 nM), que
se ha venido utilizando en aplicaciones tépicas para el tratamiento de distintas
afecciones (Tabla IV) (9, 12, 17). El fundamento de utilizar activadores de la
actividad del receptor radica en que estos compuestos en presencia de Ca* ex-
tracelular promueven la desensibilizacién de TRPV1, un estado inactivo del re-
ceptor y altamente refractario a la reactivacion. Por este motivo, se han esta-
blecido programas de descubrimientos de fairmacos dirigidos a obtener agonistas
mds potentes que induzcan un estado desensibilizado més persistente. Entre es-
tos agonistas cabe destacar el resiniferatoxina, una toxina aislada de Euphorbia
resinifera, que inhibe la actividad de TRPV1 mucho mas potentemente que cap-
saicina (IC,=10 pM). Este compuesto ha mostrado una buena eficacia en mo-
delos animales de incontinencia urinaria y dolor asociado a la neuropatia dia-
bética (12, 17). A pesar del potencial terapéutico mostrado por estos agonistas,
su biodisponibilidad oral es muy limitada, y estd en parte restringido debido a
la sensacién de quemazén que acompafia su administracion tépica. Es mis, el
hecho que la resiniferatoxina posea un esqueleto de éster de forbol ha levanta-
do preocupacién por su posible tumorigeneicidad (12, 17). Todo ello ha incita-
do a las compaiias farmacéuticas a desarrollar compuestos con biodisponibili-
dad oral, desprovistos de los efectos secundarios mencionados. Sin embargo, y
a pesar de los esfuerzos realizados, los ligandos de nueva generacién no han
conseguido eliminar los efectos pungentes de la capsaicina. Como consecuen-
cia, los ultimos avances realizados en este campo han sido el uso de nuevas for-
mulaciones galénicas de capsaicina como la transaicina (originalmente NGX-
4010, NeurogesX) en parches dérmicos y ALGRX 4975 (Anesiva, originalmente
de AlgoRx) para inyecciones localizadas (Tabla IV) (9, 17).

Una alternativa a los agonistas de TRPV1 ha sido el desarrollo de antago-
nistas que induzcan la inhibicién del receptor. El primero de los antagonistas
caracterizado fue la capsacepina, un andlogo restringido de la capsaicina que
contiene un grupo tiourea. La capsacepina actia como antagonista competitivo
por cuanto que se une al sitio de unién de la capsaicina (12, 17). A pesar de
comportarse con un antagonista potente in vitro, su aplicacién en modelos ani-
males ha rendido resultados contradictorios. Asi, el compuesto no ha mostrado
actividad analgésica ni antiinflamatoria en ratas, pero si ha atenuado la hiperal-
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gesia térmica en cobayas. Otro de los compuestos desarrollado y ensayado ha
sido la 5-yodo-resiniferatoxina, un derivado halogenado del agonista que lo con-
vierte en un antagonista muy potente (12, 17). Este compuesto muestra una ac-
tividad analgésica in vitro mas constante y reproducible por lo que se esta con-
siderando su desarrollo clinico para el tratamiento de la incontinencia urinaria.
No obstante, al igual que para la resiniferatoxina, su biodisponibilidad oral es
nula, y contiene el éster de forbol que posee un potencial tumorigénico. Ade-
mas, la sintesis quimica del compuesto es notablemente elevada, implicando mas
de 45 etapas de reaccién (12).

En un intento de desarrollar antagonistas competitivos con biodisponibili-
dad oral, las empresas farmacéuticas han usado ensayos de alto rendimiento para
rastrear quimiotecas compuestas por miles a millones de compuestos quimicos.
Como resultado, se han aislado y caracterizado una abundancia de moléculas
con una buena actividad antagonista in vitro y en modelos animales. La opti-
mizacion estructural y funcional de los mejores candidatos ha rendido inhibi-
dores orales de TRPV1 con un aparente buen perfil terapéutico (9, 12, 17). En-
tre estos cabe destacar los compuestos SB-705498, NGD-8243, AMG-517, y
GRC-621, que estdn en estos momentos en distintas fases de desarrollo clinico
(Tabla IV).

Una segunda familia de inhibidores de TRPV1 que se ha estado explorando
la constituyen los antagonistas no competitivos y acompetitivos, que se unen al re-
ceptor en sitios de unién distintos al de la capsaicina (12, 13). Entre estos com-
puestos destaca el rojo de rutenio y los péptidos ricos en residuos de arginina que
actdan como potentes bloqueantes pero sin valor terapéutico debido a su excesiva
toxicidad. El uso de una aproximacién de quimica combinatoria identificé a las
moléculas DD161515 y DD191515 como potenciales antagonistas no competiti-
vos con actividad analgésica y anti-inflamatoria in vivo (12, 13, 17). Estas propie-
dades farmacoldgicas fueron mejoradas con la obtencién del compuesto DD01050,
un andlogo 10 veces mds potente in vitro e in vivo. Sin embargo, el buen perfil te-
rapéutico de DD01050 quedé enmascarado por su todavia elevada toxicidad que
ha frenado su desarrollo clinico (12). No obstante, estos estudios han identificado
los principios quimicos y farmacoldgicos requeridos para poder obtener antago-
nistas acompetitivos con mejores propiedades y baja toxicidad. Un ejemplo de esta
nueva generacion de moléculas lo representa la identificacién de la methoctrami-
na (9, 12). Este compuesto bloquea a TRPV1 en cultivos primarios de nocicepto-
res con un mecanismo dependiente del voltaje, siendo la inhibicién mayor a po-
tenciales de membrana negativos que ha positivos. No obstante, la actividad
anti-inflamatoria y analgésica de este compuesto no se ha descrito todavia.
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Resulta muy notable que, aun después del enorme esfuerzo cientifico y eco-
némico realizado en los ultimos afios en la bisqueda y desarrollo de antagonis-
tas de TRPV1, el nlimero de estos compuestos que han progresado a ensayos cli-
nicos en humanos es marcadamente pobre (Tabla IV). La base de datos de ensayos
clinicos del NIH registra inicamente tres ensayos clinicos en fase Il para el com-
puesto SB-705498 de GlaxoSmithKline, a saber, NCT-00269022 en el que el
compuesto se esta ensayando para migrafia; NCT-00281684 en que se esta tes-
tando en dolor dental tras cirugia; y, NCT-00461682 para dolor rectal (9, 17).
Ademds, otras compaifiias como Amgen (AMG-517) Glenmark (GCR-6211) y
Neurogen/Merck (NGD-8243) han declarado la realizacion de ensayos clinicos
en fase I con sus compuestos. El ensayo realizado por Amgen tuvo que ser abor-
tado al observar que el compuesto AMG-517 producia una marcada hipertermia
en los voluntarios del estudio. Un posterior andlisis en modelos animales revel6
que, efectivamente, el bloqueo potente de TRPV1 aumentaba la temperatura cor-
poral entre 1-3°C (18). Este resultado sugiere que TRPV1 esta ténicamente acti-
vo en condiciones fisioldgicas y que esta actividad es fundamental para la regu-
lacién de la temperatura corporal (18). En apoyo de esta hipotesis se ha descrito
que TRPV1 contribuye a la generacién de la fiebre polifasica inducida por el pi-
régeno bacteriano liposacarido (LPS) (19). Conjuntamente, todos estos estudios
sugieren que el bloqueo indiscriminado del receptor TRPV1 con potentes anta-
gonistas puede conllevar a efectos secundarios intolerables terapéuticamente. No
es de extrafiar, por tanto, que muchas compaifiias farmacéuticas hayan abortado
los ensayos clinicos iniciados. No obstante, aunque el uso sistémico de estos com-
puestos sea inaceptable, su aplicacién tépica es todavia una opcion valida que se
estd explorando.

LOS COMPLEJOS PROTEICOS DE TRPV1 COMO DIANAS
TERAPEUTICAS

Al igual que otros canales TRP, el receptor TRPV1 no se encuentra en la
membrana celular como una entidad aislada, sino que estd formado parte de
complejos proteicos que constituyen redes de sefalizacién celular. Estos en-
samblados proteicos controlan desde el transporte del receptor a la membrana
neuronal hasta su funcionalidad una vez incorporado en la superficie de la cé-
lula. En los dltimos afios se ha producido un avance notable en la identificacién
de los componentes moleculares que forman parte de estos macrocomplejos (8,
11). Asi, el rastreo de genotecas derivadas de mRNA neuronal mediante la téc-
nica del doble-hibrido en levaduras, ha identificado proteinas que interaccionan
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con los dominios intracelulares de TRPV1, algunas de ellas modulan la activi-
dad de canal i6nico (8). Uno de estos rastreos identifico las proteinas vesicula-
res, sinaptotagmina IX y snapin, que estan implicadas en la exocitosis neuronal
dependiente de Ca** y mediada por el llamado complejo SNARE (14). A dife-
rencia de la exocitosis constitutiva, la fusion vesicular mediada por proteinas
SNARE se produce en respuesta a una sefial extracelular que aumenta la con-
centracién del i6n Ca** en el citosol celular. La exocitosis regulada juega un pa-
pel clave en muchos procesos neuronales, incluyendo la sinpatogénesis y la po-
tenciacion de larga duracion, un fenémeno sindptico implicado en la memoria
y aprendizaje. Por tanto, la interaccién de TRPV1 con proteinas del complejo
SNARE inmediatamente sugirié que las neuronas podrian modular la actividad
del receptor regulando sus niveles de expresion superficial en respuesta a esti-
mulos ambientales (14). En este sentido, la activacion de la PKC directamente
con ésteres de forbol, o mediante la exposicion celular a las neurotrofinas NGF
e IGF-1, dos agentes pro-inflamatorios, aumentaba notable y rapidamente la ex-
presion superficial de TRPV1 en las membranas (14-16). Este incremento era
prevenido en gran medida por el tratamiento de la toxina botulinica, un blo-
queante especifico de la exocitosis neuronal (14). Estos estudios claramente su-
girieron que la sensibilizacion inflamatoria de los nociceptores implicaba un in-
cremento en la expresion superficial del receptor TRPV1, y que el bloqueo de
este aumento podria tener una relevancia terapéutica importante. De hecho, es-
tudios recientes de nuestro grupo en nociceptores en cultivo han demostrado que
la inhibicién de la exocitosis neuronal regulada mediante péptidos que interfie-
ren con el complejo SNARE, elimina la sensibilizacion inflamatoria de TRPV1
y de los nociceptores, sin alterar la actividad del canal. Resultados preliminares
en modelos animales muestran que estos péptidos poseen actividad anti-infla-
matoria y analgésica.

CONCLUSIONES Y PANORAMICA

Cada vez es mds claro que los canales TRP son cardinales en la fisiologia
sensorial y que su alteraciéon funcional, bien mediante mutaciones o por esti-
mulos nocivos o factores pro-inflamatorios, conduce a estados patoldgicos in-
dicando que estos dispositivos moleculares son dianas terapéuticas. El desarro-
llo de compuestos que controlen su actividad patoldgica es, por tanto, un objetivo
fundamental en neurofarmacologia. De experiencias y resultados previos hemos
de aprender que la inhibicién indiscriminada de estos receptores (fisioldgicos y
patolégicos) conduce a efectos secundarios que enmascaran su beneficio tera-
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péutico. Por ello, es esencial el disefio de compuestos que interaccionen prefe-
rentemente sobre los receptores patoldgicamente activados. Los antagonistas
acompetitivos que actien como bloqueadores de canal abierto son una alterna-
tiva valida, por cuanto estos compuestos se uniran mayoritariamente a aquellos
canales que estan hiperactivados (abiertos). Una estrategia alternativa es actuar
sobre los complejos multiproteicos que contienen estos canales y que contribu-
yen crucialmente a la sefalizacion celular y a la patologia. La identificacion de
los componentes moleculares de estas redes proteicas pavimenta el camino para
la validacion de nuevas dianas terapéuticas utiles para el tratamiento de las al-
teraciones patoldgicas que implican los canales TRP. El futuro nos demostrara
si estas aproximaciones rinden compuestos con indices terapéuticos superiores
que, especialmente, tengan eliminados, o al menos, marcadamente disminuidos
los efectos secundarios de los productos actuales.
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3. La maquinaria molecular de la exocitosis:
cun nuevo marcador en las enfermedades
neurodegenerativas?

DIEGO BUSTILLO MERINO, YOLANDA GUTIERREZ MARTIN
Y
ANTONIO RODRIGUEZ ARTALEJO

RESUMEN

Entre los procesos de trafico intracelular de membranas destaca la exocitosis
como mecanismo fundamental de la liberacion de mediadores celulares. La exoci-
tosis implica la fusion de la membrana de una vesicula secretora con la membrana
plasmatica y el establecimiento de una solucién de continuidad entre el interior ve-
sicular y el medio externo que posibilita la liberacion del mediador. La exocitosis
de neurotransmisores es parte esencial de la transmision sindptica y, por extension,
del funcionamiento del sistema nervioso. El descubrimiento de las proteinas SNA-
RE («soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor —NSF— attachment protein re-
ceptor») constituy6 un hito fundamental en la investigacion de los mecanismos del
trafico de membranas, disponiéndose en la actualidad de un conocimiento detalla-
do de las isoformas responsables de la exocitosis. La liberacién de neurotransmiso-
res es un proceso altamente regulado en el tiempo y en el espacio que se desenca-
dena en respuesta a un incremento fugaz y localizado de la concentracion citosélica
de calcio. Ello implica la existencia de una maquinaria proteica propia de la exoci-
tosis neuronal que posibilite la extraordinaria rapidez, segregacion espacial y fiabi-
lidad necesarias para la transmision sindptica. En este trabajo se revisan los aspec-
tos moleculares y funcionales de las principales proteinas de la maquinaria
exocitdsica neuronal y se mencionan algunos hallazgos recientes que vinculan di-
chas proteinas con determinadas enfermedades neurodegenerativas.

Palabras clave: Exocitosis. Proteinas SNARE. Vesicula sindptica. Enfer-
medad neurodegenerativa. Trafico de membrana.
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ABSTRACT

The exocytotic molecular machinery: a new marker for neurodegenerative
diseases?

Exocytosis constitutes one of the most fascinating and thoroughly studied
steps within the intracellular membrane traffic. By fusing the membrane of a
transport vesicle with the plasma membrane, cells may extrude substances sto-
red in the vesicle and, thus, send a message to either neighbour or distantly
located cells. The exocytotic release of neurotransmitter molecules is an es-
sential part of synaptic transmission, a process that underlies the functioning
of the nervous system. The discovery of the SNAREs («soluble N-ethylma-
leimide-sensitive factor —NSF— attachment protein receptor») was a miles-
tone in the investigation of the mechanisms involved in membrane traffic that
paved the way for our current knowledge of the isoforms involved in the
exocytotic step. The release of neurotransmitters is a tightly regulated process
that is triggered by short-living and very much localized rises in the cytoso-
lic concentration of calcium. This implies the existence of a set of specific
proteins that allows for the velocity, spatial confinement al reliability charac-
teristic of synaptic transmission. In this work, we review the molecular and
functional aspects of the main components of the neuronal exocytotic machi-
nery and pay attention to recent findings that relate some of those proteins
with certain neurodegenerative diseases.

Keywords: Exocitosis. SNARE proteins. Synaptic vesicle. Neurodegenera-
tive disease. Membrane traffic.

INTRODUCCION

Procesos aparentemente tan dispares como el crecimiento y movimiento
celulares, la reparaciéon de membranas o la transmision sindptica en las células
eucaridticas se producen gracias a la existencia de un trdfico de membranas.
El trafico de membranas implica la formacion de vesiculas desde un compar-
timento membranoso de origen, el transporte de la mismas y, en tltimo térmi-
no, su fusién con un compartimento de destino. Con independencia de la enor-
me diversidad en el tamafio y forma de dichos compartimentos u organelas
membranosas, las reacciones principales —fision y fusién de membranas— es-
tdn a cargo de complejos supramoleculares formados por proteinas ampliamente
conservadas a lo largo de la escala evolutiva. Fue en la década de los afios

72



LA MAQUINARIA MOLECULAR DE LA EXOCITOSIS: (UN NUEVO MARCADOR EN LAS...

ochenta del pasado siglo cuando con el descubrimiento de las proteinas SNA-
RE (acrénimo de «soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor —NSF— attach-
ment protein receptor») se inici6 una productivisima linea de investigacién que
ha llevado a la comprensién a nivel molecular de los procesos de fusién de
membranas y al reconocimiento de estas proteinas como efectoras principales
de los mismos (con la excepcién de la fusion de membranas extracelulares, de
las de las mitocondrias y los peroxisomas) (1). Las proteinas SNARE se loca-
lizan en las membranas destinadas a fusionarse e interactiian entre si constitu-
yendo complejos (complejo SNARE o complejo de fusién) que consiguen apro-
ximar ambas membranas. Es precisamente la energia liberada durante la
formacién de dichos complejos la que se emplea en la fusién de membranas,
mientras que la disociacion del complejo —y el consiguiente reciclado de sus
componentes— tiene lugar tras la fusion vesicular y requiere del concurso del
NSF, una ATPasa que a través de la hidrolisis de ATP provee la energia nece-
saria para todo el proceso.

La exocitosis constituye un caso particular de trafico de membranas en
virtud de la cual la membrana de una vesicula se fusiona con la membrana
plasmadtica posibilitando la liberacion del contenido vesicular —neurotrans-
misores, hormonas y otros mediadores celulares— al exterior celular. La libe-
racién de neurotransmisores ocurre en las terminaciones nerviosas mediante
la exocitosis de las vesiculas sindpticas (neuroexocitosis). La neuroexocito-
sis presenta caracteristicas propias como la de tener lugar en regiones espe-
cializadas de la membrana neuronal denominadas zonas activas y producirse
con extraordinaria rapidez en respuesta a un incremento local (microdomi-
nio) de la concentracion citosélica de calcio. En la neuroexocitosis cabe dis-
tinguir tres etapas que se producen secuencialmente: a) interaccién de la ve-
sicula sindptica con la membrana plasmatica («docking» o atraque vesicular);
b) maduracién vesicular para alcanzar competencia secretora («priming»), y
c¢) fusion de membranas desencadenada por la entrada de calcio inducida por
un potencial de accién (2). En este proceso se emplean las proteinas de la
maquinaria general de fusién de membranas (proteinas SNARE, NSF,
a-SNAP, proteinas SM y Rab) pero precisa también de componentes protei-
cos especificos como las complexinas, sinaptotagmina y muncl13 (3). Cabe
finalmente apuntar que una vez que se produce la exocitosis, el trafico de
membranas discurre en sentido contrario, desde la membrana plasmaética ha-
cia el interior celular, empleando el mecanismo de la endocitosis (fision de
membranas) mediante el que las células recuperan y, frecuentemente, reci-
clan las membranas vesiculares que son utilizadas en nuevos eventos exoci-
tésicos (Figura 1).
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Ficura 1. Etapas fundamentales del ciclo de las vesiculas sindpticas y componentes proteicos
de la maquinaria general de la exocitosis (en color azul) y de la exocitosis regulada de las
vesiculas sindpticas (en color verde). Antes de liberar su contenido al exterior celular mediante
el mecanismo de la exocitosis (fusion de la membrana vesicular con la membrana plasmdtica),
las vesiculas sindpticas deben entrar en contacto con la membrana plasmdtica (atraque o
«docking») y adquirir competencia secretora (maduracion o «priming»). Una vez que se ha
producido la fusion de membranas, la membrana vesicular es recuperada mediante la endocitosis
y posteriormente reciclada formdandose nuevas vesiculas.

LAS PROTEINAS SNARE

Las proteinas SNARE forman una superfamilia que en los humanos cuen-
ta con 36 miembros (4). Presentan una estructura sencilla, con un motivo
SNARE caracteristico formado por 60-70 aminoécidos agrupados en septe-
tos repetidos (5). Asi mismo, suelen disponer de un Unico dominio trans-
membrana unido mediante un pequefio péptido conector al extremo carboxi-
lo del motivo SNARE, mientras que al extremo amino de dicho motivo
pueden afiadirse diversos dominios que constituyen la principal fuente de va-
riabilidad entre las proteinas SNARE. Existen, no obstante, algunas excep-
ciones a este patrén estructural. Es el caso de las brevinas, que carecen de
dominio aminoterminal, o de SNAP-25 («25-kDa synaptosome-associated
protein»), una SNARE neuronal que carece de dominio transmembrana pero
que posee dos motivos SNARE unidos por un regién conectora palmitoilada
que posibilita su anclaje a las membranas celulares (Figura 2A).

74



LA MAQUINARIA MOLECULAR DE LA EXOCITOSIS: (UN NUEVO MARCADOR EN LAS...

Motivos SNARE

La formacion del complejo de fusién entre las proteinas SNARE de las
membranas que van a fusionarse estd mediada por los motivos SNARE. Los
motivos SNARE carecen de una estructura definida en los monémeros de las
proteinas; sin embargo, cuando las proteinas SNARE entran en contacto, sus
motivos SNARE adoptan espontaneamente la conformacién de hélice alfa for-
mando complejos de extraordinaria estabilidad constituidos por 4 hélices alfa
entrelazadas —superhélices— , en los que cada hélice corresponde a un mo-
tivo SNARE diferente (Figura 2B) (6, 7). En el interior del haz formado por
estas 4 hélices alfa se sitdan 16 capas o anillos (numerados desde -7 hasta
+8, comenzando por el extremo amino) integrados por las cadenas laterales
de aminodcidos pertenecientes a los distintos motivos SNARE. Estos anillos
son de caracter hidrofébico con la excepcion del anillo en posicién media
(capa «0») que contiene tres residuos de glutamina (Q) y uno de arginina (R)
(Figura 2C) (8). Atendiendo a la presencia de estos aminodcidos, las protei-
nas SNARE se clasifican en Q y en R. A su vez, dependiendo de la posicién
del motivo SNARE en seno de la proteina, las SNARE Q se subdividen en
Qa, Qb y Qc —y Qbc— (3), debiendo asociarse siempre en combinaciones
heteroméricas plenas (QaQbQcR o QaQbcR) y disponerse de forma paralela
para poder constituir complejos productivos, capaces de inducir la fusiéon de
membranas (1, 9). Como se ha mencionado, el dominio aminoterminal de la
proteina SNARE constituye la region de mayor variabilidad, cumpliendo fun-
ciones diversas entre las que se encuentran la de plegarse sobre el motivo
SNARE, forzando una conformacién «cerrada» de la proteina que impide su
participacién en los complejos de fusion, y la de mediar la interaccién con
proteinas como las SM (véase mas adelante) (10, 11). La formacién del com-
plejo de fusién probablemente tiene lugar en dos etapas, consistentes en la
formacion de un complejo intermediario QaQbQc en la membrana plasmati-
ca y la posterior asociacién con una SNARE R vesicular (12, 13). Este en-
samblaje secuencial se veria favorecido por el hecho de que las proteinas
SNARE Q no se distribuyen uniformemente en la membrana plasmatica sino
que se agrupan en regiones ricas en colesterol sobre las que las vesiculas
(SNARE R) tenderian a fijarse, lograndose, en consecuencia, una mayor efi-
ciencia en los procesos de fusiéon de membranas (Figura 3) (14, 15).
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FiGura 2. Estructura de las proteinas SNARE («soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor —
NSF— attachment protein receptor») y del complejo de fusion. A. Organizacion de los dominios
en las distintas familias o tipos de proteinas SNARE (Qa, Qb, Qc, Qbc y R). Aquellas regiones
limitadas por lineas discontinuas representan dominios cuya presencia no es constante en todos
los miembros de la familia. B. Estructura tridimensional del complejo de fusion neuronal en
configuracion trans obtenida mediante andlisis de difraccion de rayos X. El complejo adopta la
forma de un cilindro de 120 A de longitud y diametro trasversal variable formada por los motivos
SNARE de la sinaptobrevina 2 (azul), la sintaxina I (rojo) y SNAP-25 (verde). Se muestran también
los lugares de actuacion de las toxinas clostridiales: tetdnica (TeNT) y botulinicas (BoNT/) A, B,
C,D, E, FyG. Tomado de la ref. 6. C. Esquema de la porcion central del complejo de fusion
mostrando las 16 «capas» formadas por las cadenas laterales de los aminodcidos de los motivos
SNARE dispuestas a ambos lados de una capa central «0». En negro se muestra el eje de la
superhélice y en azul, rojo y verde las hélices de la sinaptobrevina, la sintaxina 1 y SNAP-25,
respectivamente. Tomado de la ref. 8.

EL CICLO DE LAS PROTEINAS SNARE Y LA FUSION DE
MEMBRANAS

Aunque inicialmente se postulé que el NSF actuaba sobre el complejo SNA-
RE induciendo la fusién de membranas, actualmente se cree que es el ensam-
blaje del complejo y no su disociacién el desencadenante del proceso de fusion.
Por su parte, el NSF se encargaria de garantizar la generacién de formas mo-
noméricas de las proteinas SNARE vy, por tanto, su disponibilidad para promo-
ver repetidamente reacciones de fusion.
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Ficura 3. El ciclo de las proteinas SNARE. La proteinas SNARE adoptan dos configuraciones
extremas. formas monoméricas y complejos SNARE cis. Las proteinas SNARE situadas en las
membranas destinadas a fusionarse forman inicialmente complejos en configuracion trans, con
la consiguiente aproximacion de las dos membranas. Durante la exocitosis, los complejos adoptan
la configuracion cis en la que las proteinas SNARE se encuentran ancladas a la misma membrana.
NSF y o-SNAP actiian después de la exocitosis disociando los complejos cis situados en la
membrana plasmdtica y en las vesiculas endociticas generando monémeros de SNAREs.

Un aspecto clave en el ensamblaje productivo del complejo de fusion es la
adopcidn de una configuracion frans en la que al menos una proteina SNARE
se encuentra en cada una de las membranas destinadas a fusionarse. Esta cir-
cunstancia determina que el ensamblaje del complejo mediante el entrecruza-
miento de los motivos SNARE se produzca, como si de una cremallera se tra-
tase, desde el extremo amino hacia el carboxilo al tiempo que se genera la fuerza
suficiente para aproximar las dos membranas y vencer las barreras energéticas
para su fusion (6, 16, 17). Hoy dia se piensa que el mecanismo molecular por
el que las vesiculas adquieren competencia secretora («priming») es precisa-
mente el ensamblaje del complejo SNARE (18, 19).

Es de destacar que durante la fusién de membranas los complejos SNARE
trans adoptan la configuracién cis, en la que todas las proteinas SNARE se en-
cuentran ancladas a la misma membrana. Dichos complejos son biol6gicamente
inactivos hasta que son disociados mediante la accién de NSF, con el consiguiente
gasto energético (20). NSF es un hexdmero perteneciente a la familia de las pro-
teinas AAA+ («ATPases associated with various cellular activities»), caracteri-
zadas por presentar dos dominios de unién a nucle6tidos —uno de ellos con ac-
tividad catalitica y el otro responsable de la hexamerizacion— y actuar como
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chaperonas (21). Por ello, NSF no actiia directamente sobre el complejo SNA-
RE sino que lo hace a través de cofactores conocidos como SNAPs («soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor —NSF— attachment proteins»), que incluyen
tres isoformas denominadas o, B y 7. Es necesaria la unién de tres moléculas de
SNAP al complejo SNARE para poder reclutar y, subsiguientemente, activar al
NSF (22, 23). Se cree que son necesarios varios ciclos cataliticos con hidrolisis
de otras tantas moléculas de ATP para disociar un complejo SNARE en confi-
guracion cis. El desensamblaje de los complejos SNARE resulta crucial para el
mantenimiento de las reacciones de fusién en cualquier via secretora (Figura 3).

LAS PROTEINAS SM

Otro componente esencial de la maquinaria molecular de la fusién de mem-
branas son las proteinas SM (24, 25). Se trata un grupo de 7 proteinas solubles
de pequefio tamafio molecular (650-700 aminodcidos) relacionadas con
Sec1/Munc18. Munc18-1 ha sido implicada en procesos tan diversos como los
de estabilizar la conformacién cerrada de la sintaxina 1 (Figura 4) (11, 26), fa-
vorecer la constitucién de complejos entre proteinas SNARE de tipo Q que ser-
virfan de aceptores de proteinas R durante el ensamblaje del complejo de fusién
o la formacién de complejos estables con proteinas solubles como Mint (27, 28).
Esta variedad de funciones ha motivado que se le hayan asignado papeles di-
versos y a veces contradictorios en la regulacion de la exocitosis, facilitando o
inhibiendo la formacién del complejo SNARE («priming») (29-31), promo-
viendo el atraque vesicular («docking») (32) e incluso acelerando la expansion
del poro de fusién (fusién de membranas) (33).

LAS PROTEINAS RAB

Las proteinas Rab forman parte de la superfamilia Ras de GTPasas (protei-
nas G) de pequefio tamafio molecular (monoméricas) e intervienen en multiples
etapas del trafico intracelular de membranas (34-36). En el ser humano se han
descrito mas 60 proteinas Rab distintas, entre las que destaca Rab3 por su im-
plicacién en la exocitosis regulada de hormonas y neurotransmisores (37). Rab3
presenta 4 isoformas, Rab3A, B, C y D, que poseen una distribucion diferencial
en neuronas y células endocrinas. Rab3A es la isoforma mas abundante en el ce-
rebro, encontrandose en la practica totalidad de las sinapsis (38). Como el resto
de las GTPasas de pequeio tamaiio, las proteinas Rab transitan entre el citosol
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y la membrana vesicular (Figura 4 y 5). Este transito —<iclo de las proteinas
Rab— es posible gracias a los cambios conformacionales que experimenta la pro-
teina en funcion del nucleotido de guanina (GTP o GDP) al que esté unida. Esta
dualidad conformacional provee a las proteinas Rab de la capacidad de actuar
como interruptores moleculares, de manera que la forma unida a GTP se en-
cuentra activada y asociada a membranas (posicién «on» del interruptor), y la
forma unida a GDP se encuentra inactiva y localizada en el citosol (posicién
«off») (Figura 4 y 5). En cada sistema celular el balance entre ambas formas esta
regulado por proteinas activadoras de GTPasas («Rab GTPase activating pro-
teins»; RabGAP), que favorecen la conversion de la forma activa de Rab en la
inactiva, y por factores intercambiadores de nucledtidos de guanina («Rab gua-
nine nucleotide exchange factors»; RabGEF) que desplazan el equilibrio confor-
macional en sentido contrario. Rab3A experimenta un ciclo de asociacién y di-
sociacion de las vesiculas sindpticas durante la estimulacién de la exocitosis
dependiente de calcio. Al igual que las demas proteinas Rab, la forma de Rab3A
unida a GTP estd anclada a la membrana a través de un grupo geranilgeranilo
unido covalentemente a la proteina Rab mediante una reaccion catalizada por una
geranilgeraniltransferasa (RabGGT) y la asistencia de diversas proteinas acom-
panantes («Rab escort proteins»; REP). Cuando se estimula la exocitosis, el GTP
unido a Rab3A es hidrolizado a GDP y el complejo resultante Rab3A-GDP se
disocia de la membrana vesicular con el concurso del inhibidor de la disociacion
de GDP («GDP dissociation inhibitor»; RabGDI) (39). El estricto acoplamiento
entre la exocitosis y el ciclo de Rab3A ha llevado a sugerir que esta proteina —
y también sus isoformas— regularian la direccionalidad del trafico vesicular (39,
40). En concreto, se ha propuesto que Rab3A intervendria en el proceso de re-
clutamiento y en el atraque de las vesiculas en las zonas activas durante la esti-
mulacién nerviosa (Figura 4A) (41). Asi mismo, se ha atribuido a Rab3A la ca-
pacidad de incrementar la eficacia transductora de los potenciales de accién por
la maquinaria secretora y de acoplar la actividad exocitdsica con la endocitésica
(42-44). Esta variedad de papeles es posible gracias a la interaccion de la forma
activa de Rab3A con proteinas como la rabfilina, RIM, Noc2, PRA1 o la cal-
modulina, que actuarian como las verdaderas efectoras de las acciones de Rab3A.
La rabfilina es una proteina soluble que es reclutada por Rab3A para la mem-
brana de las vesiculas sindpticas y que a través de la interacciéon con SNAP-25
podria, en parte, mediar los efectos de Rab3A sobre el atraque vesicular en cé-
lulas neuroendocrinas y el acoplamiento entre la exocitosis y la endocitosis en
neuronas (44, 45). Por su parte, Noc2 parece intervenir fundamentalmente en los
efectos de Rab3 A sobre la exocitosis de las células neuroendocrinas (46), mientras
que PRA1 («prenilated Rab acceptor 1») es una proteina ampliamente conserva-
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Ficura 4. Modelo molecular de la exocitosis de las vesiculas sindpticas. A. Vesicula sindptica
atracada a la membrana mediante las proteinas del exocisto y la interaccion entre RIM y Rab3A
unida a GTP. En esta etapa, Muncl8 estabiliza la conformacion cerrada de sintaxina 1. B. La
hidrolisis del GTP determina la disociacion de Rab3A de la membrana de la vesicula sindptica
v de RIM, que puede entonces interactuar con Munc 13 para que compita con Mucnl8 por unirse
a la sintaxina 1. La union de Muncl3 a la sintaxina 1 facilita que ésta adopte la configuracion
abierta necesaria para formar parte del complejo SNARE. C. Ensamblaje del complejo SNARE
—sintaxina 1, sinaptobrevina y SNAP-25— en la configuracion trans con la aproximacion de las
membranas destinadas a fusionarse. D. La complexina se una al complejo SNARE estabilizandolo
en un estado metaestable. E. El incremento de la concentracion citosolica de calcio promueve la
union de la sinaptotagmina a los fosfolipidos de la membrana celular y al complejo SNARE,
desplazando a la complexina y desencadenando la exocitosis.

da a lo largo de la escala evolutiva que se une a distintas proteinas G de peque-
flo tamafio preniladas —unidas covalentemente a grupos geranilgeranilo—, in-
cluyendo a Rab3A (47, 48). PRA1 se encuentra en el complejo de Golgi donde
participaria en procesos de génesis vesicular y en la incorporacion de la sinap-
tobrevina 2 a las vesiculas recién formadas (47, 49). Ademas, se ha descrito que
PRAT1 puede asociarse a las vesiculas sindpticas e interactuar con piccolo, una
proteina constituyente de las zonas activas, lo que sugiere que PRA1 podria tam-
bién mediar los efectos de Rab3A sobre el atraque vesicular (50). La calmoduli-
na es también capaz de unirse a Rab3A y facilitar su disociaciéon de la mem-
brana vesicular de forma dependiente de la elevacion citosélica de calcio (51).
Se ha propuesto que esta interaccién estaria implicada en alguno de los efectos
de Rab3A en la exocitosis regulada de las células endocrinas (52). RIM («Rab3A-
interacting molecule») se localiza especificamente en las zonas activas y a su
funcién en la exocitosis neuronal dedicaremos un apartado mas adelante.
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EL EXOCISTO O COMPLEJO DE ATRAQUE VESICULAR

El reconocimiento de la membrana de destino constituye un mecanismo fun-
damental de la especificidad de los procesos de fusiéon de membranas (53). El
contacto inicial entre las membranas se realiza mediante complejos multipro-
teicos de gran tamafio localizados en la membrana celular y que reciben el nom-
bre de exocisto. En los mamiferos, el exocisto (también conocido como el com-
plejo Sec/8) esta formado por 8 proteinas: sec3p, sec5p, secop, sec8p, secl10p,
sec15p, exo70p y exo84p (54, 55). Se han demostrado interacciones directas en-
tre muchas de ellas y con las membranas vesicular y plasmatica (56). Exo70p
parece ser la proteina proximal a la membrana celular mientras que el comple-
jo entraria en contacto con la membrana vesicular a través de sec5p. En esta ul-
tima membrana se ha identificado a Ral, una proteina G de pequefio tamafio
que via secSp conectaria la membrana vesicular con el exocisto (57). Existen
dos isoformas de Ral, RalA y RalB, siendo la primera la que presenta una ma-
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Ficura 5. El ciclo de la GTPasas de la familia Rab. RabGDP: proteina Rab unida a GDP;
RabGTP: proteina Rab unida a GTP; RabGGT: geranilgeraniltransferasa de proteinas Rab; REP:
proteina acompanante de Rab; GDI: inhibidor de la disociacion de GDP de la proteina Rab;
RabGEF: factor intercambiador de nucledtidos de guanina; RabGAP: proteina activadora de la
GTPasa. Véase el texto para obtener una explicacion detallada.
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yor abundancia en el cerebro. La interaccién entre RalA y sec5p parece tam-
bién ser necesaria para el ensamblaje del exocisto, que vendria a actuar como
un efector de RalA (58). El exocisto resulta necesario para el reclutamiento de
las vesiculas hacia los lugares de exocitosis en las terminaciones de las neuro-
nas maduras (59), y parece también jugar un papel en el crecimiento de las neu-
ritas y la sinaptogénesis en las neuronas en desarrollo al especificar las regio-
nes de la membrana plasmatica en la que se producird la exocitosis (60).
Conviene sefalar, no obstante, que el exocisto seria responsable de la fase ini-
cial del anclaje vesicular mientras que otras proteinas como piccolo, bassoon y
RIM intervendrian en las fases posteriores de este proceso.

LA NEUROEXOCITOSIS

Las vesicula sinapticas y las SNARES neuronales

Como se indic6 en la Introduccidn, la neuroexocitosis presenta caracteris-
ticas unicas entre los procesos de fusiéon de membranas. En particular, destaca
por una estrecha regulacién en el tiempo —extraordinaria rapidez— y en el es-
pacio —so6lo ocurre en las zonas activas de las terminaciones nerviosas— y la
notable capacidad de adaptarse —plasticidad— en funcién de la actividad si-
naptica. Estas propiedades especiales justifican las existencia de elementos pro-
teicos especificos en la maquinaria de fusion asi como de proteinas reguladoras
que dotan a la neuroexocitosis de niveles de control propios.

La vesicula sindptica es la organela membranosa mejor conocida desde el
punto de vista bioquimico y biofisico y la Unica de la que se dispone de un mo-
delo a escala atémica (61). Su extraordinaria abundancia en el tejido cerebral
—si cada vesicula se contabilizara como una sola molécula, la concentracion de
vesiculas en el cerebro estaria en el rango micromolar— y el hecho presentar
un tamafio bastante uniforme, permitié en los afios setenta del pasado siglo el
desarrollo de protocolos de centrifugacion diferencial para su aislamiento y pu-
rificacién (62). Mds recientemente, la aplicacion de técnicas de espectroscopia
de correlacion de fluoresencia, espectometria de masas, cristalografia de rayos
X y modelizacién molecular ha permitido identificar el conjunto de las protei-
nas asociadas a las vesiculas sindpticas, determinar el nimero de copias de cada
una ellas por vesicula (Tabla I y II) e, incluso, elaborar un modelo tridimensio-
nal de esta organela (60, 62). A dia de hoy, se han detectado 400 proteinas dis-
tintas asociadas a las vesiculas sindpticas de las que aproximadamente 40 se
consideran residentes en las mismas, si bien apenas 6 de ellas (sinaptofisina, si-
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naptobrevina 2, el transportador de glutamato —VGLUT 1 o 2— sinaptotag-
mina 1, sinapsina 1 y Rab3A) dan cuenta del 40% del contenido proteico (17.1
+0.19 x 10™ g/vesicula) de las vesiculas (Tabla II). A partir del peso molecu-
lar, el nimero de Avogradro y el contenido proteico medio de las vesiculas, es
posible estimar, como promedio, el nimero de moléculas de cada proteina pre-
sente en una vesicula. De acuerdo con estos calculos, una vesicula sinaptica ti-
pica contendria 70 moléculas de sinaptobrevina 2, 30 de sinaptofisina, entre 9
y 14 del transportador de glutamato, 10 de Rab3A, 8 de sinapsina y 15 de si-
naptotagmina 1. Ello implica que una vesicula sindptica dispondria de un ele-
vado numero de copias de las proteinas que actualmente se consideran esencia-
les tanto para la exocitosis como para el transporte del neurotransmisor. La tnica
excepcion a esta regla seria la bomba de protones vesicular, responsable de cre-
ar el gradiente electroquimico de protones necesario para el almacenamiento del
neurotransmisor, de la que habria un tnico ejemplar por vesicula. Conviene se-
fialar que este peculiar reparto proteico posibilitaria la utilizacién repetida de las
vesiculas en procesos de fusion consecutivos sin que se garantizase la carga del
transmisor (vesiculas silentes). Otra caracteristica llamativa de las vesiculas si-
napticas es su alto contenido relativo de proteinas (Tabla I). Las proteinas son
responsables de aproximadamente dos tercios de la masa de las vesiculas y ocu-
parian el 20% de su superficie. Entre los lipidos vesiculares destacan los fosfo-
lipidos (7000 moléculas por vesicula) y el colesterol (5000 moléculas por vesi-
cula). Si consideramos que en cada vesicula existirian 600 dominios proteicos
transmembrana y que cada uno de ellos se encontrase rodeado por un anillo de
fosfolipidos, cabe concluir que la mayoria de los fosfolipidos no se halla en for-
ma libre, lo que determinaria que la membrana vesicular presentase una rigidez
mayor que la del resto de las organelas membranosas.

La exocitosis de las vesiculas sindpticas requiere de tres proteinas SNARE
neuronales: sintaxina 1A —Qa— y SNAP-25 —Qbc—, presentes en la mem-
brana plasmatica, y la sinaptobrevina 2 —R— o VAMP 2 («vesicle-associated
membrane protein»), una proteina integral de la membrana vesicular (38, 64,
65). La sintaxina 1A estd formada por 288 aminodcidos (las cifras correspon-
den a las proteinas de la rata) y contiene un motivo SNARE flanqueado por un
dominio aminoterminal complejo y un tnico dominio transmembrana en el ex-
tremo carboxilo. El domino aminoterminal estd formado por tres hélices alfa or-
denadas de forma antiparalela y conectadas al motivo SNARE por una regién
extensa y dotada de elevada flexibilidad. Esta circunstancia permite que el do-
mino aminoterminal pueda interactuar con el motivo SNARE y dar lugar a la
conformacion cerrada de la sintaxina. La sinaptobrevina 2 es una proteina de
solo 118 aminoécidos que, al igual que la sintaxina 1, posee un tinico dominio
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Tabla 1. Pardametros fisicos y

composicion de las vesiculas sindpticas

Densidad (g/ml) 1.10
Diametro externo (nm) 41.6
Volumen acuoso interno (I) 19.86 x 10!

N¢ de moléculas de

neurotransmisor 1790

(a una concentracion de 150 mM)

Masa (g) 29.6 x 108
Proteina: Fosfolipidos (p:p) 1.94
Fosfolipidos: Colesterol (mol:mol) 1:0.8
Dominios trasmembrana 600/20

(n% % de superficie vesicular)

transmembrana en posicién carboxiloterminal al motivo SNARE. A diferencia
de la sintaxina 1, la sinaptobrevina 2 carece practicamente de domino amino-
terminal. Por su parte, SNAP-25 posee 208 aminoacidos, contiene dos motivos
SNARE unidos por una region flexible y carece de dominio transmembrana. La
region conectora de los dos motivos SNARE alberga 4 cisteinas palmitoiladas
mediante las que la proteina se ancla a la membrana plasmatica.

La existencia en las neuronas de componentes proteicos especificos de la
maquinaria de fusién determina que se produzcan mecanismos o interacciones
moleculares particulares. Asi, la secuencia de ensamblaje del complejo SNARE
en estas células diferiria del propuesto con caricter general, ya que SNAP-25 y
la sinaptobrevina 2 se asociarian en la membrana neuronal antes unirse a la sin-
taxina (18, 66). Otro ejemplo de interaccion proteica caracteristica de la neuro-
exocitosis —y también de la exocitosis regulada en las células neuroendocri-
nas— estd protagonizado por la tomosina (67). La tomosina es una proteina
soluble de 130 kDa con un motivo SNARE R en posicién carboxilo terminal
que le permitiria sustituir a la sinaptobrevina en el complejo de fusién. En con-
secuencia, la tomosina podria inhibir la maduracién vesicular compitiendo con
la sinaptobrevina 2 durante el ensamblaje del complejo de fusién (68, 69). Por
otra parte, las toxinas clostridiales (tetdnica y botulinicas A, B, C1, D, E, Fy
G) son proteasas que actian especificamente sobre las proteinas SNARE neu-
ronales e inhiben la exocitosis de neurotransmisores al interferir con la forma-
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Tabla II. Composicion proteica de las vesiculas sindpticas.

% proteinas N? de copias/

totales vesicula
Sinaptofisina 10.20 + 1.54 31.5
Sinaptobrevina 2 8.60 * 1.55 69.8
Sintaxina 1 2.00 £ 0.27 6.2
SNAP-25 0.40 + 0.06 1.8
Sinapsina 6 8.3
Rab3A 2.5 10.3
Sinaptotagmina 1 7 15.2
Sinaptogirina 1 0.5 2.0
SV2 1.4 1.7
SCAMP 0.3 0.8
CSP 0.6 2.8
VGLUT1 5.36 + 1.11 9.0
VGLUT2 9.01 + 2.31 14.4
Subunidad 115 + 0.21 14
V-ATPasa V1-B

cioén del complejo de fusion (Figura 2B) (70). En el marco del modelo en tres
etapas de la exocitosis expuesto en la Introduccion, las toxinas clostridiales im-
pedirian la adquisicidon de competencia secretora («priming») sin afectar el an-
claje de las vesiculas a la membrana plasmatica («docking») o el proceso de fu-
sion de membranas, ya que, una vez formados, los complejos SNARE son
resistentes a la accion de las toxinas.

La sinaptogamina: el sensor de calcio de la neuroexocitosis

Las sinaptotagminas forman una pequefia familia —se han identificado
16 miembros en los vertebrados— de proteinas integrales de membrana que
se expresan en neuronas y células neuroendocrinas. En el extremo amino se
sitda el dominio transmembrana que se encuentra unido mediante una regién
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conectora de longitud variable a dos dominios C2 («conserved region-2», C),
denominados C2A y C2B, capaces de interactuar con los fosfolipidos de la
membrana celular de forma dependiente de calcio. De hecho, los dominios
C2A y C2B pueden combinarse con 3 y 2 iones calcio, respectivamente. Las
sinaptotagminas se encuentran tanto en la membrana vesicular (isoformas 1,
2y 9) como en la plasmatica (isoformas 3 y 7) (71). Entre todas ellas, las si-
naptotagminas 1 y 2 son las mds la firmes candidatas a actuar como sen-
sor(es) de calcio en la neuroexocitosis (72). Es de destacar que la afinidad
por el calcio de algunas de las isoformas presentes en la membrana plasma-
tica es diez veces mayor que la de las sinaptotagminas 1 y 2. Este hecho jun-
to con el hallazgo de que la sinaptotagmina 7 actiia como sensor de calcio en
la exocitosis de las células cromafines de la médula adrenal pero no en la
neuronal (73) ha llevado a proponer que las sinaptotagminas con baja afini-
dad por el calcio (1 y 2) mediarian la exocitésis rapida —Ila inmediatamente
acoplada a la entrada de calcio— de neurotransmisores en las neuronas mien-
tras que las sinaptotagminas asociadas a la membrana plasmatica actuarian
en la exocitosis de las células neuroendocrinas. Son multiples las evidencias
que apoyan el papel de la sinaptotagmina 1 como nexo esencial entre la en-
trada de calcio durante los potenciales de accion y la fusién membranas. En-
tre ellas, sobresalen las que relacionan la eliminacion del gen de la sinapto-
tagmina 1 de ratén con la desaparicién de la fase rapida de la liberacién de
neurotransmisores, y la expresion de variantes de la proteina con distinta afi-
nidad por el calcio con cambios en paralelo en la dependencia de calcio de
la neurosecrecion. Asi mismo, se ha observado que la unién al calcio induce
la incorporacién de los dominios C2 de la sinaptotagmina a la membrana plas-
madtica con una cinética compatible con la de la exocitosis regulada en las
neuronas (74). La sinaptotagmina interactia también con proteinas como la
sintaxina 1, SNAP-25, el complejo SNARE, RIM, SV2 o los canales de cal-
cio de tipo N. La interaccién con el complejo SNARE resulta particularmente
relevante ya que ha facilitado una explicacion mecanistica de la actuacién de
la sinaptotagmina en la fusiéon de membranas regulada por calcio (Figura 4).
Asi, se ha postulado que la sinaptotagmina contribuiria a estabilizar los com-
plejos SNARE trans impidiendo la fusién espontdnea de las membranas,
mientras que la entrada de calcio promoveria tanto la incorporacién de la
sinaptotagmina a la membrana plasmatica como el desplazamiento de la com-
plexina de la superficie del complejo SNARE trans, posibilitando la exoci-
tosis (75, 76).
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Complexinas

Las complexinas son cuatro proteinas citosdlicas con expresion especifica
en el cerebro y capacidad para unirse a los complejos SNARE (77). Existe un
amplio acuerdo en que las complexinas regulan la fusion de membranas de-
pendiente de calcio en etapa posteriores a la maduracién vesicular, si bien su
mecanismo de accién es todavia objeto de controversia. La hipétesis que cuen-
ta con mayor refrendo experimental es la de que las complexinas se unen al
complejo SNARE frans estabilizdndolo en un estado metaestable. El aumento
del calcio intracelular permitiria a la sinaptotagmina 1 desplazar a la complexi-
na del complejo vy, asi, disparar la exocitosis (Figura 4) (78, 79).

Muncl3

Mediante el proceso conocido como maduracion («priming») las vesiculas ad-
quieren competencia secretora pasando a integrar el llamado contingente de vesicu-
las disponibles («release-ready») para ser liberadas (3). Las respuestas sindpticas de-
penden, por tanto, del tamafio de dicho contingente y de la probabilidad que cada
vesicula integrante del mismo tiene de ser liberada. En apartados previos de este tra-
bajo hemos relacionado la maduracién vesicular con el ensamblaje del complejo
SNARE, un proceso regulado no solo por la disponibilidad de monémeros de SNA-
REs sino también por proteinas como Muncl8 y, en el caso de la neuroexocitosis,
por Munc13 (Figura 4) (80). Bajo la denominacién de Munc13 se engloban tres pro-
teinas distintas, Munc13-1, Munc13-2 y Munc13-3, que se localizan en las zonas ac-
tivas y muestran una expresion diferencial en distintas regiones del cerebro (81). Asi,
Munc13-1 se concentra en las sinapsis glutamatérgicas, Munc13-1 y Munc13-2 son
las formas predominantes en las sinapsis gabérgicas, mientras que Munc13-3 seria la
isoforma especifica del cerebelo. Todas las isoformas contienen un dominio de unién
al diacilglicerol, lo que les permite mediar el efecto modulador de la liberacién de
neurotransmisores ejercido por los ésteres de forbol y muchos otros compuestos —
incluyendo una gran variedad de neurotransmisores— que se sirven de proteinas G
heteroméricas y del diacilglicerol en sus vias de sefializacion celular (82). Tanto es-
tos compuestos como la propia actividad neuronal estimularfan a Munc13 a promo-
ver la maduracidén vesicular con el consiguiente aumento del contingente de vesicu-
las disponibles para ser liberadas (83). Es de destacar que Munc13 estd implicada en
formas de plasticidad sindptica rapidas como la «augmentation» mediante la cual las
neuronas modifican la liberacién de neurotransmisores en funcién de la frecuencia
de descarga de potenciales de accién (84). Munc13 es capaz de interactuar con el ex-
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tremo amino de la sintaxina 1 y también con Muncl8, con la que competiria por
unirse a la primera (85). Estos datos sugieren que Munc13 promoveria la madura-
cién vesicular favoreciendo un cambio de la sintaxina 1 desde la configuracion ce-
rrada a la abierta, de manera que pueda participar en la formacién del complejo SNA-
RE. No obstante, en la actualidad todavia no puede descartarse que otras interacciones
de Munc13 con proteinas como la calmodulina 0 RIM puedan también mediar las
acciones sindpticas de Munc13 (Figura 4) (86, 87).

RIM

RIM —mads propiamente conocida como RIM1 para diferenciarla de RIM2,
que es una proteina similar presente en el cerebro y las glandulas endocrinas de
los mamiferos— es una proteina de la zona activa de las terminaciones nerviosas
que interactia especificamente con la forma de Rab3A unida a GTP y con
Munc13-1 (no asi, con Munc13-2) (86, 88). Conviene sefalar, ademds, que Rab3A
y Munc13-1 se unen al mismo sitio de RIM y que estas asociaciones son mutua-
mente excluyentes (86). La interaccion de RIM con ambas proteinas permite plan-
tear la hipétesis de que RIM podria coordinar el atraque y la maduracién de las
vesiculas mediante el reconocimiento de Rab3A presente en la membrana vesi-
cular y que la hidrdlisis del GTP permitiria activar la maduracién vesicular me-
diante la subsiguiente interacciéon con Munc13 (Figura 4). Esta hip6tesis alcanza
verosimilitud a partir de la datos obtenidos en neuronas procedentes de ratones
deficientes en el gen que codifica RIM y que indican una disminucién del con-
tingente de vesiculas disponibles para ser liberadas asi como la pérdida de distin-
tas formas de plasticidad sindptica rapida (facilitacién y depresion por pulsos pa-
reados, potenciacidn postsindptica, etc.) (89). Debe mencionarse también que RIM
puede interactuar con muchas otras proteinas como SNAP-25 (90), sinaptotagmi-
na, canales de calcio, RIM-BPs («RIM binding proteins»), cAMP-GEFII y las li-
prinas. Las RIM-BPs son proteinas que se unen a RIM y que también se asocian
a los canales de calcio (91); cAMP-GEFII, también conocido como Epac, es un
proteina de unién a AMPc que parece mediar algunos de los efectos de ese nu-
cleétido sobre la exocitosis (92); las liprinas son una familia de proteinas necesa-
ria para la formacioén de la zonas activas durante la sinaptogénesis y que podrian
mediar el anclaje de RIM a las zonas activas (93). En conjunto, todas estas inter-
acciones sugieren que RIM pudiera actuar como organizador del esqueleto pro-
teico de las zonas activas y, en consecuencia, coordinar los procesos de anclaje,
maduracién y exocitosis de las vesiculas sindpticas al objeto de posibilitar la ra-
pidez y seguridad caracteristicas de la transmision sindptica.
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TRAFICO DE MEMBRANAS Y ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

La practica totalidad de las funciones vitales depende de la correcta dis-
tribucion de las proteinas a destinos celulares especificos. Tradicionalmente se
ha considerado que las alteraciones en la localizacién subcelular de las prote-
inas y las manifestaciones clinicas asociadas eran primariamente debidas a mu-
taciones que afectaban a la estructura y plegamiento de las proteinas o a su
procesamiento postraduccional —p. ej. glicosilacion— con la consiguiente al-
teracidn en su transporte. Mds recientemente, se ha tomado conciencia de que
mutaciones en los genes directamente implicados en el trdfico de membranas
pueden ser también responsables de anomalias en la localizacién de las prote-
inas (94). En la actualidad se han descrito mas de un treintena de enfermeda-
des hereditarias relacionadas con alteraciones en el trafico de membranas y vin-
culadas a defectos en la biogénesis de las vesiculas, las proteinas Rab y otras
GTPasas, las proteinas del citoesqueleto, el atraque vesicular o la fusién de
membranas (95). Aunque los fenotipos observados en los pacientes son muy
diversos, frecuentemente incluyen hipopigmentacion, alteraciones en la res-
puesta inmune de base celular y anomalias neuroldgicas. Se trata de enferme-
dades de muy baja incidencia (enfermedades raras), lo que no debe ser obsta-
culo para su estudio ya que, como veremos mds adelante, su mejor
conocimiento reportard un beneficio no sélo a los pacientes afectados de ellas
sino también a los que padecen enfermedades de cardcter multifactorial y con-
siderable prevalencia en la poblacién. La revision de todos estas enfermedades
o sindromes queda fuera de los objetivos de este trabajo, por lo que nos limi-
taremos a reseflar aquellas en la que se han identificado alteraciones en las pro-
teinas Rab o en los procesos de atraque vesicular y fusion de membranas, y
que cursan con manifestaciones neuroldégicas.

Alteraciones de las proteinas Rab

La importancia de las proteinas Rab en el desarrollo cerebral ha sido pues-
ta de manifiesto tras la observacién de enfermedades tanto humanas como ani-
males debidas a la mutacién de los genes relacionados con Rab23 y Rab3A.

Rab23 se localiza en los endosomas tempranos, organelas encargadas del
reciclaje de las membrans vesiculares tras la endocitosis, y se expresa abun-
dantemente en el cerebro y médula espinal de embriones de ratén durante la
segunda mitad de la gestacion. Esta proteina parece estar implicada en las alte-
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raciones —falta de cierre del tubo neural, polidactilia, insuficiente derarrollo
ocular— que se registran en ratones con defectos en la via de sefalizacion del
gen «hedgehog» (96).

Como ya se ha mencionado, Rab3A es la proteina Rab con mayor expresion
en el sistema nervioso. Se han descrito alteraciones en el desarrollo del sistema
nervioso ligadas a mutaciones en dos genes implicados en la regulacion de
Rab3A: el gen que codifica RabGDI (Figura 5), cuya mutacién da lugar a retra-
so mental, y el gen que codifica RabGAP, cuyas alteraciones se traducen en la
aparicion de los sindromes de Warburg y de Martsolf (97, 98). El sindrome de
Warburg es una enfermedad autosémica recesiva caracterizada por la existencia
de microftalmia, cataratas, microcefalia y microgenitalia. Los pacientes afectos
del sindrome de Martsolf presentan un fenotipo similar a los de Warburg, si bien
mas leve. RabGAP cataliza la conversion de Rab3AGTP en Rab3AGDP y, por
tanto, podria determinar el ritmo de disociaciéon de Rab3A de las vesiculas si-
népticas. A tenor de las alteraciones en la liberacion exocitésica de glutamato de-
tectadas en ratones KO para el gen de RabGAP, se ha hipotetizado que los de-
fectos cerebrales y genitales propios de estos sindromes serian debidos a una
secrecion anormal por el eje hipotdlamo-hipofisario de neurotransmisores y hor-
monas con efectos moduladores del desarrollo de dichos 6rganos (99).

Alteraciones del atraque vesicular y de la fusion de membranas

Las proteinas SNARE son mediadores generales de los procesos fusion de
membranas. Ello determina que desempefien un papel esencial en la biologia
celular, por lo que son muy escasas las enfermedades en las que se han identi-
ficado mutaciones en los genes que codifican proteinas SNARE. Solo dos en-
fermedades humanas, la linfohistiocitosis hemofagocitica familiar (retraso psi-
comotor, pancitopenia, alteraciones de la coagulacidn, fallo hepatico, etc.) y el
sindrome CEDNIK (disgenesia cerebral, neuropatia, ictiosis y queratodermia
palmoplantar) se han relacionado con mutaciones en proteinas SNARE, respec-
tivamente la sintaxina 11 y SANAP29, que participarian en el trafico intracelu-
lar de membranas (100, 101). Esta escasez de cuadros clinicos se vuelve au-
sencia casi absoluta cuando se consideran las SNAREs implicadas en la
exocitosis, ya que solo muy recientemente se ha descrito la existencia de un ra-
ton con una mutacién espontanea del gen de SNAP25 que lograra la supervi-
vencia necesaria para poder ser estudiado (102). Este animal presenta ataxia y
alteraciones sensorimotoras, que se han relacionado con una reduccién de la exo-
citosis y de la amplitud de los potenciales corticales postsindpticos excitatorios.
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Las SNARESs también podrian intervenir en la fisiopatologia, servir como
marcadores o dar pie a nuevas estrategias terapéuticas de algunas enfermedades
neurodegenerativas. Es el caso de la sintaxina 5, que interactia especificamen-
te con la presenilina 1, una de las una enzimas encargadas de procesar la pro-
teina precursora de la beta amiloide. Curiosamente, una variante de la preseni-
lina 1, la dE9, que caracteriza a determinados sujetos afectos de formas
familiares de la enfermedad de Alzheimer, presenta una menor capacidad de
unidn a la sintaxina 5. Ademads, la sobreexpresion de la sintaxina 5 en células
NG108-15 determina una menor secrecion del péptido beta amiloide, lo que con-
firmaria la participacion de esta SNARE en la fisiopatologia de ciertos tipos de
la enfermedad de Alzheimer de caracter familiar (103). Otro ejemplo de la par-
ticipacion de proteinas SNARE en la fisiopatologia de enfermedades neurode-
generativas vendria dado por la enfermedad de Parkinson familiar, en la que han
sido implicadas diversas mutaciones del gen de la alfa-sinucleina. La alfa-sinu-
cleina es el principal constituyente de los cuerpos de Lewy, que caracterizan his-
topal6gicamente la enfermedad de Parkinson. El mecanismo por el que dicha
proteina podria inducir la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la via ni-
groestriada, que subyace a la sintomatologia de la enfermedad, es todavia des-
conocido. Resultados recientes indican que la sobreexpresion de la alfa-sinu-
cleina inhibe el trafico de membranas entre el reticulo endopldsmico y el aparato
de Golgi y que, ademas, podria afectar al adecuado plegamiento de las SNA-
REs neuronales. Mas relevante, por su potencial interés terapéutico, es la ob-
servacion de que la sobreexpresion de Rabl consigue revertir el dafio neuronal
en modelos animales de la enfermedad de Parkinson (104). Finalmente, cabe
apuntar también que diversos polimorfismos en el gen de SNAP-25 han sido re-
lacionados con la susceptibilidad para padecer el trastorno de hiperactividad y
déficit de atencion (105), y que se ha detectado una disminucion de dicha SNA-
RE en la corteza frontal de sujetos fallecidos de la enfermedad de Huntington.
Hay que destacar que se trata de una disminucién selectiva de SNAP-25 y rab-
filina 3A, sin que se haya observado en el caso de la sinaptobrevina 2, la sin-
taxina 1, rab3A o la sinaptofisina (106). Este hallazgo podria contribuir a ex-
plicar algunos de los sintomas de la enfermedad de Huntington al tiempo que
abre una linea de investigacion orientada a la identificacién de marcadores bio-
l6gicos de la progresion de la enfermedad.

No nos resistimos a hacer una consideracion final sobre la evolucién del
interés médico de la maquinaria exocitdtica y, mas concretamente, de las pro-
teinas SNARE. Las proteinas SNARE han servido como dianas moleculares
de las toxinas tetdnica y botulinicas mucho antes de que se conociera su exis-
tencia. Una vez descubiertas y constatado su papel de sustratos de dichas to-
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xinas, pudo asignarseles una funcion esencial en la exocitosis de neurotrans-
misores. Mas recientemente, se han vinculado con la etiologia y la fisiopa-
tologia de diversas enfermedades en el ambito neurolégico. Por eso, nos pa-
rece previsible que, a medio plazo, puedan servir como herramientas en el
diagndstico o para el desarrollo de terapias génicas utiles en el manejo de al-
gunas de esas enfermedades.
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RESUMEN

Los receptores de nucleétidos se clasifican en dos grandes familias, recepto-
res ionotropicos P2X y receptores metabotrdpicos P2Y. Hasta la fecha se han des-
crito siete subtipos de receptores P2X (P2X1-P2X7) y ocho subtipos de receptores
pertenecientes a la familia P2Y (P2Y, , , ¢ 1, 1 13, 14)- Ambas subclases de recepto-
res se expresan de manera muy abundante en el SNC, donde estidn presentes tan-
to en neuronas como en células gliales. El ATP extracelular, mediante la activacién
de estos receptores P2X y P2Y, actiia como un neurotransmisor excitatorio rapido
en diversas dreas del SNC, modula la liberacién de neurotransmisores y la excita-
bilidad neuronal y regula la funcién de la glia. En la actualidad se acumulan evi-
dencias sélidas de la implicacién de diferentes subtipos de receptores P2X y P2Y
en una amplia variedad de condiciones patoldgicas en el SNC. Este capitulo pre-
tende hacer una revision del papel neurotransmisor de los nucleétidos, asi como de
la implicacién de la sefializacion nucleotidica en diferentes desérdenes del SNC,
indicando los subtipos de receptores P2 especificos que podrian constituir poten-
ciales dianas terapéuticas para el tratamiento de las diversas patologias.

Palabras clave: Receptores P2X. Receptores P2Y. Alzheimer. Parkinson.
Huntington. Esclerosis lateral amiotrdfica. Trauma cerebral. Hipoxia/isquemia.

ABSTRACT

Nucleotide-mediated neurotransmission: therapeutical perspectives in
neurodegeneration and neuroprotection
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Nucleotide receptors are classified in two main families: ionotropic P2X and
metabotropic P2Y receptors. Currently, seven subtypes of P2X (P2X1-P2X7) and
eight subtypes of P2Y (P2Y, , , ¢ 11 1o 13 14) TECEPtOTS are known to exist. Both
receptor subclasses are widely expressed in the CNS, being present in both neu-
rons and glial cells. Extracellular ATP, acting on P2X and P2Y receptors, act as
a fast neurotransmitter and modulator of the neurotransmitter release and neural
excitability and also regulates the function of glial cells. Now, there is compe-
lling evidence of the involvement of different subtypes of P2X and P2Y recep-
tors in a variety of pathological conditions in the CNS. This chapter reviews the
neurotransmitter role of nucleotide compounds and the involvement of nucleoti-
dic signalling in CNS disorders, highlighting specific P2 receptor subtypes that
might be therapeutically targeted for the treatment of these conditions.

Keywords: P2X receptors. P2Y receptors. Alzheimer’s disease. Parkinso-
n’s disease. Huntington’s disease. Amyotrophic lateral sclerosis. Cerebral trau-
ma. Hypoxia/ischaemia.

LOS NUCLEOTIDOS EN LA NEUROTRANSMISION

El concepto de la transmisién purinérgica, o transmisién mediada por nu-
cledtidos, comenzo6 a fraguarse a finales de los afios 60 y principios de los 70 del
siglo XX, a partir de una serie de estudios que mostraron como, tras la estimu-
lacién eléctrica de nervios periféricos, era posible detectar respuestas postsindp-

Abreviaturas: o,f-meATP, o,B-metilén-adenosina-5’-trifosfato; AP, péptido B-amiloide;
A-438079, 3-(5-(2,3-diclorofenil)-1H-tetrazol-1-il)metil piridina; A-740003, [N-(1-{[(cianoimi-
no)(5-quinolinilamino)metilJamino }-2,2-dimetilpropil)-2-(3,4-dimetoxifenil) acetamida]; AKT;
proteina quinasa B (=PKB); AMPA, icido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico;
APP, proteina precursora del B-amiloide; AR-C69931MX, N°-(2-metiltioetil)-2-(3,3,3-trifluo-
ropropiltio)-PB, y-diclorometilen-ATP (=cangrelor); ABC, ATP binding cassette; AMPc, adeno-
sina-3’,5’-monofosfato ciclico; ARNm, 4cido ribonucleico mensajero; BBG, Brilliant blue G;
BDNF, factor neurotréfico derivado del cerebro; BzATP, 3’-0-(4-benzoil)benzoil adenosina-5’-
trifosfato; [Caz*]i, concentracion de calcio citosélico libre; CaMKII, proteina quinasa depen-
diente de Ca**-calmodulina de tipo II; ELA, esclerosis lateral amiotréfica; GABA, 4cido-y-
aminobutirico; GFP, proteina fluorescente verde; GIRK, canal de K* rectificador con flujo de
entrada (“inward rectifier”) acoplado a proteinas G; GPCR, receptor acoplado a proteinas G;
GSK-3, glucégeno sintasa quinasa de tipo 3; HEK, células embrionarias humanas de rinon;
iGluR, receptor ionotrépico de glutamato; IFN-y, interferén gamma; IP;, inositol-1,4,5-trifos-
fato; Ip,I, P', P>-Di(inosina-5) pentafosfato; KN-62, 1-[N,O-bis(5-isoquinolinasulfonil)-N-me-
til-L-tirosil]-4-fenilpiperazina; MAPK, proteinas quinasas activadas por mitégenos; MRS2179,
2’-deoxi-N°®-metiladenosina-3’,5’-bisfosfato; MRS2279, 2-cloro-N°-metil-(N)-metanocarba-2’-
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ticas incluso en presencia de antagonistas colinérgicos y adrenérgicos. Ello per-
mitié postular la existencia de nervios no-adrenérgicos no-colinérgicos (NANC).
Mas adelante se comprobaria que el neurotransmisor liberado por estos nervios
NANC era el ATP (1). La demostracion de que el ATP era coliberado junto con
noradrenalina y acetilcolina de nervios simpaticos o parasimpaticos permitié po-
ner en entredicho el principio de Dale que postulaba que cada célula nerviosa
produce, almacena y libera un tnico tipo de transmisor (2). Mas adelante, se ob-
tuvieron las primeras evidencias directas de las acciones extracelulares del ATP
en el sistema nervioso central (SNC), mediante el registro de corrientes de en-
trada tras la aplicacién de ATP en una subpoblacién de neuronas del asta dorsal
de la médula espinal o en neuronas de diversos ganglios sensoriales (3). Poste-
riormente se propuso que el ATP estaba implicado en la transmisién de sensa-
ciones propioceptivas y nociceptivas en la médula espinal (4) y que, ademas, me-
diaba corrientes postsindpticas excitatorias en cortes de la habénula medial (5),
en el asta dorsal de la médula espinal (6) y en el hipocampo (7).

A principios de los afios 90, a partir del clonaje de los primeros subtipos de
receptores de nucledtidos y la confirmacién de que estos receptores se encuen-
tran ampliamente distribuidos en el SNC (8, 9), se produjo una sibita explosion
en el interés acerca de las acciones mediadas por nucledtidos en el sistema ner-
vioso. En la actualidad estd firmemente establecido que los nucledtidos juegan
papeles clave en la neurotransmision y neuromodulacién en diferentes dreas del
cerebro y la médula espinal. Ademas de estas acciones a corto plazo, los nu-
cledtidos pueden mediar también efectos a largo plazo en las células neurales,
como es la diferenciacién, crecimiento de neuritas, supervivencia o muerte ce-
lular. Mecanismos purinérgicos y subtipos de receptores especificos estan im-
plicados en varias condiciones patoldgicas, incluyendo trauma cerebral e isque-
mia, enfermedades neurodegenerativas que implican reacciones inflamatorias e
inmunes, asi como en desordenes neuropsiquidtricos, incluyendo la depresiéon y
la esquizofrenia (10, 11).

deoxiadenosina 3°,5’-bisfosfato; MRS2578, 1,2-di-[(3-isotiocianato fenil)-tioureido]butano;
nAChR, receptor nicotinico de acetilcolina; NANC, transmisién no-adrenérgica no-colinérgi-
ca; NMDA, dcido N-metil-D-aspartico; NOS, 6xido nitrico sintasa; PIP,, fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato; PKA, proteina quinasa dependiente de AMPc; PKC, proteina quinasa C; PLC, fos-
folipasa C; PPADS, 4cido piridoxalfosfato-6-azofenil-2’-4’-disulfénico; RT-PCR, trascripcion
inversa-reaccion en cadena de la polimerasa; sAPPa, ectodominio de la APP generado por la
a-secretasa; SCG, ganglio cervical superior; SNC, Sistema Nervioso Central; STAT3, trans-
ductor de sefial y activador de la transcripcion 3; TNP-ATP, 2°,3’-0-(2,4,6)-trinitrofenil-ATP;
2MeSATP, 2-metiltio-ATP.
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El papel extracelular del ATP o cualquier otro nucleétido requiere de la pre-
sencia de este compuesto en el medio extracelular. En este sentido, se ha descri-
to la presencia de ATP y otros nucledtidos en una amplia variedad de vesiculas
de almacenamiento y secrecién, como son las vesiculas aminérgicas y colinérgi-
cas en tejidos neurales o neuroendocrinos, o los granulos de plaquetas y masto-
citos (11). El almacenamiento vesicular y la liberacién exocitdtica de nucleoti-
dos junto con otros neurotransmisores es un hecho firmemente establecido (12)
y las propiedades cinéticas del transportador vesicular de nucleétidos, que exhi-
be una regulaciéon mnemonica, han sido estudiadas por nuestro grupo (13, 14).
Sin embargo, la sefializacion extracellular mediada por ATP y nucledtidos estd
tan ampliamente extendida que deben existir otros mecanismos para la liberacién
de nucledtidos diferentes de su secrecién exocitética. Numerosas proteinas de
membrana, como pueden ser algunos miembros de la familia ABC (ATP-binding
cassette), miembros de la familia de ecto-ATPasas conocida como CD-39, o he-
micanales de conexinas o panexinas, se han postulado como posibles mediado-
res de la liberacion no-quantal o no exocitética de nucleétidos, constituyendo ésta
en la actualidad una fértil area de debate e investigacion (11). Los efectos fisio-
l6gicos de los nucleétidos extracelulares finalizan por acciéon de enzimas de la
membrana plasmatica con su sitio catalitico orientado extracelularmente (ecto-
nucleotidasas), las cuales generan fosfato libre y los correspondientes nucledsi-
dos como productos finales de la hidrélisis de los nucleétidos (15).

Los receptores de nucleétidos se dividen en dos grandes familias, atendiendo a
la estructura molecular del receptor y a los mecanismos de transduccién de sefial
acoplados a su activacion: canales i6nicos activados por ligando (receptores P2X)
y receptores acoplados a proteinas G (receptores P2Y). Hasta la fecha, en mamife-
ros se han clonado y caracterizado farmacoldgicamente siete subtipos de receptores
P2X (P2X1-P2X7) y ocho subtipos de receptores P2Y (P2Y, , , ¢ 11 15 13, 14) (16).
La nomenclatura de los receptores P2X utilizada a lo largo de esta revision tiene
en cuenta las ultimas directrices del Comité de Nomenclatura de la Unién Inter-
nacional de Farmacologia IUPHAR), que recomienda evitar el uso de subindices
para designar a las subunidades que forman parte de los canales i6nicos operados
por ligando (17).

RECEPTORES IONOTROPICOS P2X

Los receptores P2X son canales i6nicos insertados en la membrana plas-
madtica que se activan por la unién del ATP extracelular y una vez activados per-
miten el paso selectivo de cationes de pequefio tamafio (Na*, K* y Ca®™). Se han
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identificado, hasta la fecha, siete subunidades P2X diferentes, denominadas
P2X1 a P2X7, que se ensamblan formando homo- o hetero-oligémeros que dan
lugar a canales funcionales (18, 19). La diversidad de esta familia de recepto-
res se ha visto ampliada con la identificacién de nuevas isoformas, que son el
resultado del procesamiento diferencial o «splicing» alternativo del pre-ARNm
de algunas de las subunidades (20). Ademas, se ha descrito la existencia de po-
limorfismos en el gen de la subunidad P2X7, alguna de cuyas variantes podri-
an estar implicadas en el prondstico de ciertas formas de leucemia (21).

Las subunidades P2X comparten una significativa homologia de secuencia
entre si (40-50% de aminodcidos idénticos) y no tienen relacién secuencial con
los receptores ionotrépicos de otros neurotransmisores como, por ejemplo, las fa-
milias iGluR, GABA,, y nAChR. Ademas, el perfil de hidrofobicidad revela tan
s6lo dos posibles segmentos transmembrana en lugar de los tres (iGluR) o cua-
tro (nAChR) segmentos transmembrana presentes en estos otros receptores (22).
Los receptores P2X, por tanto, constituyen una nueva familia estructuralmente
diferenciada dentro del grupo de canales i6nicos activados por ligando (18, 19).

Caracteristicas estructurales

Las subunidades P2X son proteinas cuyo tamafio oscila entre los 379 ami-
nodcidos del receptor P2X6 y los 595 del P2X7. Como se ha mencionado an-
teriormente, todos ellos poseen dos segmentos hidrofébicos (M1 y M2), con lon-
gitud suficiente para atravesar la membrana plasmatica (Figura 1). Ambos
extremos, N- y C-terminal, son intracelulares, mientras que el bucle entre M1 y
M2 es extracelular y en €l se encuentra el sitio de unién de ligandos y de inter-
accion con los antagonistas (18, 19). El extremo N-terminal tiene un tamafio
uniformemente corto (24-31 aminoacidos) en todas las subunidades P2X. El ex-
tremo C-terminal es muy variable en secuencia siendo inusualmente grande en
la subunidad P2X7, con mds de 200 aminoacidos y un dominio hidrofébico ex-
tra (18, 19). La topologia de membrana propuesta para estos receptores permi-
tirfa a esta region interaccionar con proteinas intracelulares. Asi, por ejemplo,
la zona intracelular del receptor P2X7 se encuentra asociada a un complejo de
11 proteinas, muchas de las cuales forman parte del citoesqueleto y participan
en su organizacion ademas de transmitir sefiales como consecuencia de la acti-
vacién de dicho receptor (23).

Sorprendentemente, las regiones mds conservadas se encuentran en la re-
gién extracelular, no en los segmentos transmembrana como ocurre en otras fa-
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Postsinapsis

(M) Ivermecting

FiGura 1. Representacion esquemdtica de la topologia transmembrana y la estructura trimérica
de los receptores P2X y de su distribucion preferentemente pre- o post-sindptica en el SNC. A)
En el esquema se muestra la topologia propuesta para las subunidades P2X, que estarian
constituidas por dos segmentos transmembrana (M1 y M2), extremos N- y C-terminal
intracelulares y un gran bucle extracelular (no mostrado a escala) donde se localiza el sitio de
union del ATP. Se indican también los 10 residuos de cisteina (circulos naranja), absolutamente
conservados en todas las subunidades P2X, que participan en la formacion de puentes disulfuro.
En el esquema se muestra, asimismo, la estructura trimérica propuesta para los receptores P2X.
B) Los receptores P2X se encuentran presentes tanto a nivel pre- como postsindptico, siendo las
subunidades P2X3 y P2X7 las que se localizan de manera preferente en la presinapsis, mientras
que el resto de subunidades estarian presentes, principalmente, en dendritas y somas, si bien
ninguna de estas localizaciones es completamente excluyente. La estimulacion de los receptores
P2X conduce a un incremento en los niveles intracelulares de Ca’* y a la activacién subsiguiente
de diferentes mecanismos de senalizacion.
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milias de receptores. De esta forma, en el bucle M1-M2 se pueden distinguir 10
residuos de cisteina absolutamente conservados en todos los receptores P2X clo-
nados (Figura 1), con entrecruzamientos por puentes disulfuro que contribuyen
a la estructura terciaria de la proteina y regulan ademas la translocacién del re-
ceptor a la membrana (18, 19, 24). El segmento de unién entre ambos dominios
transmembrana contiene también residuos de histidina (no conservados en to-
dos los receptores P2X) que pueden estar implicados en la unién de metales e
iones H" que regulan la actividad del canal (18, 19, 25). Los receptores P2X se
encuentran glicosilados in vivo. Los restos glicosilados son extracelulares y tam-
bién necesarios para la insercion de las proteinas en la membrana plasmatica y
la potencia de unién del ligando (19, 26).

Oligomerizacion

Por analogia con los receptores ionotrépicos conocidos, se postula que los
receptores P2X estan formados por el ensamblaje de varias subunidades. Que-
da por determinar el nimero exacto de subunidades que contribuyen a la for-
macién del canal activo. Mediante una amplia bateria de aproximaciones expe-
rimentales, que incluye el uso de antagonistas con grupos reactivos bifuncionales
que entrecruzan covalentemente las subunidades y electroforesis en condiciones
no desnaturalizantes (27), el empleo de construcciones formadas por la conca-
tenacion de subunidades P2X2 (28), el andlisis de la cinética de apertura de los
canales P2X2 (29) o la utilizacién de las técnicas de microscopia electrénica y
microscopia de fuerza atémica (30), se ha llegado a la conclusién de que los
complejos triméricos constituyen un elemento estructural esencial de los recep-
tores P2X (Figura 1).

Cada una de las subunidades P2X puede formar receptores homoméri-
cos, aunque la formacién de homémeros P2X5 y P2X6 presenta mayor difi-
cultad (31). Una caracteristica distintiva de los receptores P2X, al contrario
de lo que es norma general para los receptores ionotrdépicos de otros trans-
misores (glutamato, GABA), es que estos homo-oligdmeros forman canales
activos (19, 32). Estudios de co-inmunoprecipitacion han mostrado que, ade-
mds de estos homo-oligémeros, las distintas subunidades P2X pueden inter-
accionar entre si para formar hetero-oligémeros (33). Hasta la fecha se han
caracterizado siete de estos receptores heteroméricos, los formados por la
combinacion de subunidades P2X1/2, P2X1/4, P2X1/5, P2X2/3, P2X2/6,
P2X4/6 y P2X4/7 (34).
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Caracteristicas biofisicas y farmacolégicas

Todos los receptores P2X son permeables a Na*, K" y Ca®*. La permeabilidad
relativa para cada uno de estos iones varia segun la subunidad P2X implicada (35),
si bien los receptores P2X presentan, en general, una elevada permeabilidad al Ca™,
similar o incluso superior a la descrita para los canales activados por acetilcolina
o glutamato (36). La principal consecuencia de la activacion de los receptores P2X
es un incremento transitorio en la concentracion intracelular de Ca™ libre ([Ca™],)
debido, por una parte, a la despolarizacion de la membrana, que induce la apertu-
ra de canales de Ca®* dependientes de voltaje, lo que se suma a la entrada de Ca**
a través del propio canal P2X. El incremento del calcio citosélico dispara poste-
riormente una serie de eventos intracelulares, en parte a través de la activacion de
MAPK, PKC y calmodulina (37). Asi, por ejemplo, nuestro grupo ha descrito como
la estimulacion del receptor P2X7 conduce a la activacién, dependiente de Ca**/cal-
modulina, de la CaMKII en neuronas granulares de cerebelo (38).

Los receptores homoméricos P2X1 y P2X3 presentan una elevada afinidad
por el ATP, son activados por el andlogo sintético de ATP o,3-meATP y sufren
una marcada desensibilizacién, inactivindose totalmente tras 1-2 segundos de
exposicion al agonista; ademads, la recuperacion del canal tras la desensibiliza-
cién es extremadamente lenta (19, 32). Por otra parte, los receptores homomé-
ricos P2X2, P2X4, P2X5, P2X6 y P2X7 muestran, en general, una menor afi-
nidad por el ATP, son insensibles al o,3-meATP (excepto el P2X6) y su
desensibilizacién es menos marcada. En este sentido destaca especialmente el
receptor P2X7 que requiere concentraciones de ATP inusualmente altas (>100
UM) para su activaciéon y que no muestra desensibilizacion tras varios segun-
dos, e incluso minutos, en presencia del agonista (19, 32). Otra caracteristica
distintiva del P2X7 es que, en determinados tipos celulares, la estimulacién pro-
longada del receptor conduce a la apertura de un poro en la membrana que per-
mite el paso de cationes de elevado peso molecular (hasta 900 Da). Sin embar-
go, estudios recientes han mostrado que la formacién del poro no es una
caracteristica intrinseca del receptor P2X7 y que dicho poro podria residir en
una proteina distinta (probablemente de la familia de las panexinas) con la que
el receptor P2X7 interacciona, directa o indirectamente, tras su activacién (39).

Respecto a los receptores heteroméricos, éstos por lo general mezclan carac-
teristicas o propiedades de los correspondientes receptores homoméricos. Asi, por
ejemplo, el receptor heteromérico P2X2/3 presenta respuestas a o,3-meATP, ca-
racteristicas de los receptores homoméricos P2X3 pero, sin embargo, se desensi-
biliza lentamente, al igual que ocurre con los receptores homoméricos P2X2 (40).
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El 2MeSATP es un buen agonista sobre todos los receptores P2X y el BZATP
para los receptores P2X1, P2X5 y P2X7, con una afinidad 10-30 veces mayor
que el ATP en este dltimo (32). Otros ligandos como el ADP, los dinucledtidos
de adenina o los nucleétidos de uracilo son generalmente malos agonistas o to-
talmente ineficaces sobre los canales P2X.

La suramina y el PPADS son antagonistas no selectivos que bloquean la
mayoria de los receptores P2X (y, en el caso de la suramina, también muchos
de los P2Y). Los compuestos trinitrofenolderivados, como el TNP-ATP, también
actian como antagonistas de los receptores P2X siendo, sin embargo, unas 300
a 4000 veces mds potentes sobre los subtipos P2X1, P2X3 y P2X2/3 que sobre
el resto de los P2X (32). El diinosina pentafosfato, Ip.I, es un bloqueante muy
potente del receptor P2X1 y en menor medida del P2X3 (IC,; 3 nM y 3 uM res-
pectivamente) (32, 41). Otro notable antagonista es el Brilliant Blue G (BBG)
que, a concentraciones en el rango nM, bloquea el receptor P2X7 (32). Este
compuesto, sin embargo, también actia, aunque con mucha menor potencia, so-
bre los canales P2X2 y P2X4. El receptor P2X7 esta presente en células del sis-
tema inmune, asi como en la glia reactiva, donde parece jugar un papel en los
procesos de inflamacién y dolor. Debido a ello, en los tltimos afos se ha veni-
do desarrollando un considerable esfuerzo para generar antagonistas potentes y
selectivos de este subtipo de receptor, con vista a su uso en aplicaciones tera-
péuticas. Fruto de este trabajo, recientemente han aparecido dos nuevos anta-
gonistas, A-740003 y A-438079, con actividad antinociceptiva y antiinflamato-
ria (42). Para mayor complejidad, la potencia y efectividad de los distintos
agonistas y antagonistas depende en ocasiones de la especie. Es el caso de la
isoquinolina KN-62, que inhibe el receptor P2X7 humano y de ratén, pero es
inactivo en rata (32). En la Figura 2 se recogen algunos de los compuestos mas
utilizados en la caracterizacion farmacolégica de los receptores P2X.

RECEPTORES METABOTROPICOS P2Y

Los receptores metabotropicos P2Y responden a nucledtidos de purinas y
pirimidinas y se incluyen en la superfamilia de receptores acoplados a protei-
nas G (GPCR). Dentro de esta superfamilia de receptores, y atendiendo a la ho-
mologia en su secuencia, se distinguen la familia A, que es la mas amplia e in-
cluye todos los receptores relacionados con la rodopsina y los receptores
B-adrenérgicos, entre otros; la familia B, que contiene los receptores relaciona-
dos con el receptor de glucagén; la familia C, que incluye a los receptores re-
lacionados con los receptores metabotrdpicos de glutamato y los GABA,, etc.
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en la caracterizacion farmacolégica de los receptores P2X.
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Los receptores de nucleétidos P2Y pertenecen a la familia A, a la que también
pertenecen los receptores de opioides, canabinoides y adenosina entre otros (43).

Hasta la fecha, se han clonado en mamifero, caracterizado farmacolégica-
mente y aceptado como integrantes de la familia P2Y los receptores denomina-
dos P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Y, P2Y,,, P2Y ,, P2Y , y P2Y,, (16, 44). El salto en
la numeracién se debe a una adscripcién errénea de algunos receptores como
miembros de esta familia, bien porque se trata de ortélogos en especies no-ma-
miferas de otros receptores P2Y (este es el caso, por ejemplo, del receptor p2y3,
que parece ser el homologo en aves del P2Y), bien porque se trata de recepto-
res que, aln teniendo una elevada homologia de secuencia con los P2Y, no pre-
sentan, sin embargo, evidencias funcionales de que respondan a nucledtidos.
Este es el caso, por ejemplo, del receptor p2y7 que ha demostrado ser un re-
ceptor de leucotrienos (16, 44).

Caracteristicas estructurales

Los receptores P2Y poseen secuencias de aminodcidos de entre las mas cor-
tas dentro de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), en-
tre 328-377 aminoécidos, con un peso molecular de 41 a 53 kDa antes de su-
frir el proceso de glicosilacién (45). Como en el caso de otros receptores de esta
superfamilia, presentan 7 segmentos transmembrana, el extremo N-terminal es
extracelular y el C-terminal citosélico. Presentan un dominio amino-terminal
corto, al igual que el tercer bucle intracelular. La homologia de secuencia den-
tro de este grupo no es muy alta, del orden del 35-40% de identidad promedio,
pero si suficiente para configurar una familia definida dentro de la superfami-
lia GPCR. La homologia con otros receptores es baja (<25%) y, sorprendente-
mente, los receptores de adenosina estan muy alejados de la familia P2Y (46).

Hasta hace unos afios se pensaba que los receptores GPCR se encontraban
en la membrana en forma de mondémeros. Sin embargo, desde mediados de los
afios 90, se ha empezado a pensar en estos receptores como dimeros u oligé-
meros. De hecho, dicha agregacion podria ser esencial para su correcto trafico
y expresion en la membrana (47). Hay evidencias que apuntan a que el recep-
tor P2Y, humano forma homodimeros (48). Los receptores P2Y, y P2Y,, pare-
cen asociarse para formar hetero-oligémeros cuando se coexpresan en células
HEK (49). También en experimentos de expresion in vitro se ha demostrado el
co-ensamblaje del receptor de adenosina Al con los receptores P2Y, o P2Y,,
siendo estos los tnicos ejemplos de dimerizacién entre receptores P2Y y no-
P2Y que se conocen hasta la fecha (50, 51).
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Caracteristicas farmacologicas

La familia de receptores P2Y se puede dividir en funcién de la selectividad
por el ligando que los activa. Un primer grupo de receptores, que incluye al
P2Y,, P2Y,,, P2Y,, y P2Y,,, es activado por nucledtidos de adenina, pero no de
uracilo. Otro grupo lo forman receptores activados tanto por nucleétidos de ade-
nina como de uracilo (receptores P2Y, y P2Y,), y por ultimo el P2Y,, que es
especifico para pirimidinas. Un caso especial es el receptor P2Y ,, activado por
UDP-glucosa y otros UDP-azicares. Alternativamente, estos receptores también
pueden ser clasificados en dos categorias: Receptores que prefieren nucledtidos
tri- (P2Y, , ,,) o difosfato (P2Y, ¢ ,, 5 ,,) como agonistas (16, 44, 45).

El antagonista de receptores P2 mds ampliamente utilizado, la suramina, no
solo bloquea la mayoria de los receptores P2Y, sino que, como se ha mencio-
nado anteriormente, también antagoniza varios de los receptores P2X. Otros an-
tagonistas de los receptores P2Y son, sin embargo, més selectivos. Los com-
puestos derivados de la adenosina 3°,5°- y 27,5 -bisfosfato pueden actuar
selectivamente como antagonistas competitivos del receptor P2Y,, siendo los
compuestos mds potentes los denominados MRS2179 y MRS2279. También se
han desarrollado antagonistas selectivos, con afinidades nanomolares, para el re-
ceptor P2Y, como es el caso del MRS2578. El derivado del ATP cangrelor (AR-
C69931MX) actiia como antagonista reversible del receptor P2Y |, humano, pero
no selectivamente ya que también bloquea el receptor P2Y ;. Asimismo, la ti-
clopidina y el clopidogrel, farmacos ampliamente utilizados como anticoagu-
lantes para evitar complicaciones tras el infarto de miocardio y en la cirugia
traumdtica, una vez metabolizados en el higado, producen un metabolito que es
un bloqueante efectivo de los receptores P2Y,, (16, 44, 45). En la Figura 3 se
recogen algunos de los agonistas y antagonistas mas ampliamente utilizados en
el estudio de los receptores P2Y.

Senalizacion intracelular mediada por receptores P2Y

Los receptores P2Y activan diversos mecanismos de sefializacién intrace-
lular. Por un lado, los receptores P2Y, , , , ,, estan acoplados principalmente a
la fosfolipasa C (PLC), a través de una proteina G, insensible a toxina perti-
sica. Como resultado del acoplamiento a la PLC y la generacion de IP,, los re-
ceptores P2Y producen incrementos en la concentracién intracelular de Ca** me-
diante la salida de calcio de reservorios intracelulares y activan la proteina
quinasa C (PKC) en las células que los expresan (37), activando asi numerosas
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de los receptores P2Y.
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FiGura 4. Mecanismos de senalizacion intracelular activados por los receptores P2Y. A) La
mayoria de los receptores P2Y estan acoplados, a través de una proteina G, a la fosfolipasa C
(PLC) e inducen la movilizacion de calcio de reservorios intracelulares y, finalmente, la activacion
de la proteina quinasa C (PKC). De manera secundaria, los receptores P2Y pueden poner en
marcha mecanismos posteriores de senalizacion, como la activacion de la fosfolipasa D (PLD),
la fosfolipasa A, (PLA,), la oxido nitrico sintasa (NOS), la cascada de las MAP quinasas (MAPK),
la inhibicion de la glucégeno sintasa quinasa de tipo 3 (GSK3), etc. B) Algunos subtipos de
receptores P2Y, sin embargo, estdn acoplados de manera positiva (P2Y,)) o negativa (P2Y,, |, ,,)
a la actividad de la adenilato ciclasa (AC), produciendo asi modificaciones en los niveles
intracelulares de AMPc.

cascadas de sefializacion secundarias (Figura 4). Entre estos mecanismos se en-
cuentran: La activacion de la fosfolipasa D y de la fosfolipasa C especifica de
fosfatidilcolina (52), que prolonga la activaciéon de PKC. La activacion de la
fosfolipasa A2 y la generacion de 4cido araquiddnico y sus metabolitos (53). La
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activacion de la 6xido nitrico sintasa y la generacién de NO (54). La activacién,
dependiente de PKC, de la cascada de las MAPK en astrocitos (55), células en-
doteliales (56), plaquetas (57) y osteoblastos (58). La inactivacién, dependien-
te de PKC, de la glucégeno sintasa quinasa GSK-3 en astrocitos (59), etc.

El receptor P2Y,, puede ademds inducir un incremento de los niveles de
AMPc por su acoplamiento a una proteina G,. Los receptores P2Y clonados re-
cientemente, P2Y ,, P2Y,, y P2Y,,, parecen estar relacionados mayoritariamen-
te con la disminucién de los niveles de AMPc por su acoplamiento a una pro-
teina sensible a toxina pertisica G,, (Figura 4), aunque el P2Y,; y el P2Y ,
pueden, de modo adicional, producir incrementos de Ca* (37, 44). Reciente-
mente, nuestro grupo ha descrito que los nucleétidos inducen la inhibicién, de-
pendiente de AKT, de la glucdgeno sintasa quinasa GSK-3 y la translocacion
nuclear de su sustrato, -catenina, en neuronas granulares de cerebelo de rata,
fenémeno que parece estar mediado a través de un receptor P2Y,, (60).

RECEPTORES P2X EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Estudios de hibridacioén in situ, que permiten localizar el ARNm especifico
de cada subunidad P2X, y ensayos inmunocitoquimicos usando anticuerpos fren-
te a cada una de las siete subunidades P2X han revelado que estas proteinas se
encuentran ampliamente expresadas en el sistema nervioso. Sin embargo, se ob-
serva una diferente distribucién en regiones y en tipos celulares especificos de-
pendiendo de la subunidad de que se trate. Entre los receptores P2X, los que de
manera mdas abundante se expresan en cerebro parecen ser el P2X2, P2X4 y
P2X6, mientras que otras subunidades muestran una localizacién mas restringi-
da. La subunidad P2X2 ha sido descrita en cerebelo, hipocampo, hipotdlamo y
nucleos del tallo cerebral como el locus coeruleus (61, 62). Una expresion me-
nor, aunque muy importante, se observa en el cortex, tdlamo y, de forma gene-
ralizada, en todo el cerebro (20, 63). Esta subunidad se encuentra también abun-
dantemente en neuronas ganglionares y en la médula espinal (61).

Inicialmente se pensé que el receptor P2X1 estaba expresado exclusivamen-
te en musculo liso, localizacién consistente con su papel mediador en la transmi-
sién sindptica en las uniones neuroefectoras del sistema nervioso auténomo. Sin
embargo, estudios posteriores han mostrado que su distribucién es mucho mds
amplia, pudiéndose detectar también, por ejemplo en neuronas tanto centrales
como periféricas (62). Lo mismo ocurre con el receptor P2X3 que fue inicialmente
asociado con las estructuras y vias implicadas en la transmisién del dolor (64).
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Posteriormente, estudios funcionales han demostrado que esta también expresado
en otras aéreas del cerebro y vias del sistema auténomo (65, 66).

El receptor P2X4 muestra una expresion substancial en el cerebelo y la mé-
dula espinal. Inmunorreactividad con anticuerpos frente a esta subunidad puede
observarse también en otras areas del cerebro como son el cortex, hipocampo,
tdlamo y tallo cerebral (67).

La subunidad P2X5 es la que muestra una localizaciéon mads restringida en
cerebro aunque estd presente de manera abundante en ciertas dreas, como el nu-
cleus tractus solitarii (68).

A pesar de haber sido clonado originalmente del cerebro de rata, durante mu-
cho tiempo se postuld que el receptor P2X7 estaba ausente de las neuronas siendo
expresado dnicamente por células no neurales del sistema nervioso como microglia,
linfocitos, macréfagos y astroglia (69). Sin embargo, estudios recientes utilizando
técnicas de hibridacién in situ mas sensibles, asi como andlisis por RT-PCR han per-
mitido detectar la presencia del ARNm del receptor P2X7 también en neuronas, tan-
to centrales como periféricas (70, 71). Asimismo, estudios inmunohistoquimicos han
permitido detectar la presencia del receptor P2X7 en diversas areas del SNC, como
la médula espinal, médula oblongada (72, 73), cerebelo, estriado, tdlamo, amigdala
(72, 74) e hipocampo (72, 75), donde este receptor, como también se comentard méas
adelante, parece estar dirigido selectivamente a las terminales nerviosas.

FUNCIONES DE LOS RECEPTORES P2X NEURONALES

En diversas publicaciones se ha descrito la existencia de receptores P2X
postsindpticos, cuya activacion llevaria a la despolarizacién y la generacién de
potenciales de accion en la célula en la que estan presentes (5-7, 76-78). El ATP
funcionaria asi como un neurotransmisor excitatorio rdpido, al estilo de trans-
misores cldsicos como el glutamato. Sin embargo, a pesar de que se ha descri-
to una muy abundante expresion de receptores de ATP en el sistema nervioso
central, la neurotransmisién purinérgica se ha demostrado s6lamente en dreas
muy discretas, concretamente en la habénula medial (5), el asta dorsal de la mé-
dula espinal (6), el locus coeruleus (78), las regiones CA1 y CA3 del hipocampo
(7, 77) y en neuronas piramidales de la capa II/III del cértex somato-sensorial
(76); donde, ademads, s6lo una pequeiia proporcion de las sinapsis emplea el ATP
como neurotransmisor. Por ello, se ha generalizado la idea de que una elevada
proporcién de los receptores ionotropicos de ATP estarian presentes en la zona
presindptica. Uno de los papeles principales del ATP en el SNC seria, por tan-
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to, el de funcionar como un modulador que, mediante su interaccién con los re-
ceptores presindpticos, regulase la secrecion de neurotransmisores (79).

La funcionalidad de los receptores ionotrépicos presindpticos es algo que ha
aparecido recientemente, como el medio para regular de modo drastico la capaci-
dad secretora de las terminales. Practicamente todos los receptores ionotropicos
descritos en soma neural, han sido ahora caracterizados en la zona secretora. Es de
destacar que en el caso de los receptores de AMPA, GABA, y sobre todo los ni-
cotinicos neurales, su capacidad para regular la secrecién de las terminales ha sido
ampliamente resefiada en la bibliografia (80). Las referencias a efectos secretores
en los que estan implicados receptores nucleotidicos son mas reducidas y algunas
proceden de nuestro laboratorio, donde hemos descrito que la estimulacién de las
terminales de cerebro medio con ATP induce la liberacion de acetilcolina, que pue-
de ser medida con una técnica luminométrica basada en la utilizacién del enzima
colina oxidasa (81), asi como la liberacién de GABA y glutamato, ambos medidos
por HPLC tras su derivatizacion con el reactivo o-ftalaldehido (82, 83). Esta ac-
cion secretora del ATP esta mediada por la activacion de receptores P2X, puesto
que se bloquea con PPADS y requiere de la presencia de calcio extracelular. Res-
pecto a la composicién de estos receptores P2X presindpticos, en trabajos previos
del grupo se ha demostrado que la subunidad P2X3 es muy abundante en las ter-
minales del SNC (83, 84). No obstante, hay una serie de terminales que responden
a nucledtidos y no presentan marcaje con esta subunidad (84). Recientemente he-
mos visto que la subunidad P2X7 también estd presente en gran abundancia en ter-
minales del SNC. Més del 50% de las terminales presentan marcaje con anticuer-
pos frente a dicha subunidad y es posible ademas medir respuestas presinapticas a
los agonistas selectivos del P2X7 (74, 85), por lo que toda la sefializaciéon media-
da por este receptor podria adquirir especial relevancia en los procesos de dege-
neracion sindptica. Otros autores han descrito también una localizacién presindpti-
ca para la subunidad P2X7 (72, 73, 75). Diferentes subunidades, como la P2X1,
P2X2 0 P2X4 podrian también tener una localizacién presindptica en diversas re-
giones del SNC (63, 64, 67, 86).

La facilitacién de la liberacién de glutamato por receptores P2X presindpticos
ha sido descrita también por otros autores, mediante ensayos neuroquimicos y elec-
trofisiolégicos en neuronas de la médula espinal (87), el hipocampo (65, 75, 88) o
el tallo cerebral (89, 90). En cuanto a los receptores implicados en estos efectos,
fueron identificados el P2X1 (65), P2X2 (88), P2X3 y P2X2/3 (65, 90), asi como
el P2X7 (75, 89). La participacioén de los receptores P2X2 (88) y P2X7 (91) ha
sido confirmada mediante el uso de ratones transgénicos deficientes en estas su-
bunidades. Aparte de la modulacién directa de la liberacién de glutamato, la acti-
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vacion del receptor P2X7 también libera GABA en el hipocampo a través de la ac-
tivacion de receptores de glutamato de tipo no-NMDA (75), efecto que esta au-
sente en animales genéticamente deficientes en la subunidad P2X7 (91). En neu-
ronas de la médula espinal en cultivo, el ATP facilita la liberaciéon de GABA
mediante la activacion de receptores P2X2 presindpticos (92). La liberacion de otro
transmisor inhibitorio, la glicina, se ve incrementada por activacién de receptores
P2X en el asta dorsal de la médula espinal (93) y en el nicleo trigémino del tallo
cerebral (94). La presencia de receptores P2X facilitadores ha sido descrita tam-
bién en las terminales noradrenérgicas que inervan el hipocampo, siendo recepto-
res homoméricos P2X1 y P2X3 los que son probablemente responsables de esta
accion (66).

En la bibliografia se ha descrito la presencia a nivel presindptico de una am-
plia variedad de receptores tanto ionotrépicos como metabotropicos, algunos de
los cuales podrian coexistir con los receptores P2X en la misma terminal. Esto
abre la posibilidad de un amplio abanico de interacciones o «cross-talk» entre
receptores presindpticos en las que los receptores P2X tomen parte. Algunos
ejemplos de dichas interacciones han sido descritos en la literatura y aparecen
detallados en el siguiente apartado.

Interaccion de los receptores P2X con otros receptores ionotropicos
y metabotropicos a nivel presinaptico

En publicaciones previas de nuestro grupo hemos descrito la coexistencia
de receptores ionotrépicos de ATP con los receptores nicotinicos neurales en ter-
minales colinérgicas de cerebro medio (81). Esta colocalizacién de receptores
nicotinicos y nucleotidicos en la misma terminal tiene importantes consecuen-
cias funcionales ya que la activacién de los receptores nicotinicos inhibe en gran
medida la entrada de calcio a través de los receptores P2X, lo que resulta tam-
bién en una disminucién en la liberacién de acetilcolina inducida por nucledti-
dos. En un interesante trabajo de Khakh y col. se describe una inhibicién mu-
tua, en las respuestas de entrada de iones, entre receptores de ATP P2X2 y
receptores nicotinicos o3-f4 cuando son coexpresados en ovocitos y se esboza
la posibilidad de una interaccion directa entre ambos tipos de canales (95). Sin
embargo, en nuestro modelo experimental de terminales colinérgicas el efecto
inhibitorio de los receptores nicotinicos sobre los P2X parece estar mediado por
la calcio calmodulina quinasa II, CaMKII, que resulta activada por el incremento
de calcio intrasinaptosomal tras la estimulacién del receptor nicotinico. El pa-
pel clave jugado por este enzima en las terminales nerviosas se vio confirmado
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mediante el uso del inhibidor de la CaMKII, KN-62, el cual previene comple-
tamente el efecto inhibidor inducido por agonistas de los receptores nicotinicos
(96). Este es solo un ejemplo de lo complejas que resultan las interacciones en-
tre receptores ionotrdpicos en las que los receptores de nucledtidos participan
ampliamente y que a pesar de su complejidad es necesario abordar, si queremos
llegar a comprender lo que de verdad pasa en la zona presindptica.

Otro tipo de interacciones o regulaciones son las debidas a la presencia de re-
ceptores metabotrépicos en la zona presinaptica. A este respecto hemos descrito
los dramaticos efectos en la actividad de los receptores P2X, causados por la ac-
cioén de proteinas quinasas y fosfatasas, cuando son activadas o inhibidas bien di-
rectamente o, de manera mas fisioldgica, a través de la activaciéon de receptores
presindpticos. La afinidad de los receptores P2X por sus agonistas fisiologicos dis-
minuye en situaciones en los que la actividad, tanto de la proteina quinasa de-
pendiente de AMPc (PKA) como de miembros de la familia PKC, resulta incre-
mentada (97). Por el contrario, el uso de inhibidores de las proteinas quinasas A
y C, o la accién de agonistas sobre receptores metabotrépicos acoplados a G, re-
sulta en un incremento tanto de la afinidad de los receptores P2X por sus ago-
nistas como de las respuestas de calcio maximas mediadas por estos receptores.
En este sentido, es de destacar la accién de los receptores GABA; o los Al de
adenosina. En presencia de agonistas de estos receptores, la afinidad de los P2X
por sus agonistas nucleotidicos puede incrementarse en 3-5 6rdenes de magnitud,
pasando los valores de EC,,del rango micro- al nano- y pico-molar (98). Aunque
los receptores GABA; y los Al de adenosina se encuentran entre los que se lo-
calizan de manera mas abundante en las terminales sindpticas, la presencia y la
accion de otros receptores acoplados a G,, como los D2, D3 y D4 de dopamina,
o la familia de receptores metabotrépicos de glutamato (grupo II y grupo III) de-
berd ser también analizada en dreas especificas del cerebro.

RECEPTORES P2Y EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La mayoria de los subtipos conocidos de receptores P2Y se expresan en el
SNC. Analisis mediante RT-PCR cuantitativa han revelado la presencia de gran-
des cantidades del ARNm del P2Y, y P2Y,, en el cerebro humano, en compa-
racién con otros tejidos (99). El ARNm del P2Y, se expresa principalmente en
corteza, cerebelo, hipocampo y globo palido asi como en regiones de los gan-
glios basales, incluyendo el estriado, nticleo acumbens, nicleo caudado y puta-
men. Tinciones inmunohistoquimicas en secciones de cerebro humano confir-
maron una localizacién principalmente neuronal para el receptor P2Y, (100). En
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contraste, s6lamente son detectables niveles bajos o moderados del mensajero
de los receptores P2Y,, P2Y, y P2Y, en el cerebro humano (99). Ensayos de hi-
bridacién in situ de secciones de cerebro humano o de rata han mostrado una
localizacién predominantemente glial para el receptor P2Y,, (101). Andlisis por
RT-PCR han permitido detectar el ARNm del receptor P2Y |, en distintas regio-
nes del cerebro, como cerebelo, hipocampo, tdlamo, sustancia nigra o nicleo
caudado (102). Por dltimo, hasta la fecha no se ha descrito una localizacién neu-
ronal para el receptor P2Y,. Si se ha visto que es funcional en lineas de astro-
citos y microglia, donde se producen incrementos de Ca** en respuesta a UDP-
glucosa (103).

FUNCIONES DE LOS RECEPTORES P2Y NEURONALES
Regulacion de canales ionicos por receptores P2Y

Los receptores P2Y regulan una amplia variedad de canales idnicos neuro-
nales, incluyendo canales de Ca** activados por voltaje o canales de K*, asi como
canales i6nicos operados por ligando. Aparte de los cambios en las propiedades
eléctricas intrinsecas de la neurona, los cambios en la actividad de estos cana-
les i6nicos tienen como consecuencia una profunda modificacién en la trans-
misién sindptica, como se comentara mas adelante.

La modulacién de los canales de Ca’ operados por voltaje por receptores
acoplados a proteina G se ha descrito para un elevado nimero de neurotransmi-
sores. En el caso de los receptores P2Y, son varios los subtipos de estos recep-
tores que pueden estar modulando los canales de Ca®*. Este es el caso de los re-
ceptores P2Y,, P2Y, y P2Y expresados heterdlogamente en neuronas simpdticas,
de los que se ha descrito que son capaces de inhibir los canales de Ca** de tipo
N (104-106). De igual modo, esta accion se ha mostrado para los receptores P2Y,
expresados tanto heter6logamente en neuronas simpdticas (107) como de forma
nativa en neuronas de los ganglios dorsales (108). Asimismo, se ha demostrado
la inhibicion de los canales de tipo N, via receptores P2Y ,, en células PC12 (109).
El mismo receptor media una inhibicién de las corrientes de Ca®* en neuronas
del ganglio SCG (110). En el caso del receptor P2Y ,, se han obtenido eviden-
cias de que en células HEK293 (en las que los canales de Ca** de tipo N se han
introducido por transfeccion) este receptor P2Y es capaz de producir la inhibi-
cién de este subtipo de canales de Ca** (111). En la linea celular hibrida de neu-
roblastoma x glioma, NG-10815, no solo los nucleétidos de adenina, sino tam-
bién el UTP y el UDP, fueron capaces de inhibir los canales de calcio de tipo N
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y L (112). Los nucledtidos no son solo capaces de ejercer efectos inhibitorios so-
bre los canales de Ca®* neuronales. El ATP, por ejemplo, incrementa las corrien-
tes de Ca*" en neuronas hipocampales (113), si bien el subtipo de receptor im-
plicado en este efecto no ha sido aun completamente elucidado.

Los receptores P2Y pueden usar diferentes vias para regular la funcién de los
canales de Ca® neuronales: 1) La activacién de los receptores P2Y acoplados a
proteinas G, libera las subunidades By que interaccionan directamente con las pro-
teinas que forman el canal de Ca**. 2) En algunos casos este mecanismo puede re-
querir también de un cofactor soluble ademads de las proteinas G asociadas a mem-
brana. 3) Algunos de los receptores P2Y pueden mediar también una inhibicién de
este tipo a través de proteinas G insensibles a toxina-pertisica. 4) La activacion de
los receptores P2Y acoplados a proteinas G, insensibles a toxina-pertisica, ini-
cia una cascada de sefializacion que implica la generacion de segundos mensaje-
ros difusibles y que lleva a la inhibicién de las corrientes de Ca*. Para otros re-
ceptores acoplados a G,;; (como el receptor muscarinico M1 o el de bradiquinina
B2) se ha demostrado que esta via implica la activacién de la PLC y la deplecién
del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,) de la membrana (114).

Se han descrito corrientes de K* moduladas por ATP y sus analogos en neu-
ronas de diferentes regiones del SNC, como estriado, hipocampo, y cerebelo
(115). La modulacién de canales de potasio por nucleétidos ha sido también in-
vestigada tras la expresion heter6loga de receptores P2Y en neuronas simpati-
cas y los canales de potasio mas comuinmente analizados fueron los GIRKs y
los KCNQ (104-106). Los receptores de nucledtidos P2Y pueden usar diferen-
tes vias para modular la funcién de los canales GIRK y KCNQ: 1) La activa-
cién de los receptores P2Y acoplados a proteinas G, libera las subunidades By
que interaccionan directamente con las proteinas que forman los canales GIRK
activandolos. 2) La activacion de los receptores P2Y acoplados a proteinas G,
insensibles a toxina-pertusica, lleva a la activaciéon de PLC que utiliza el PIP,
de la membrana para sintetizar IP, y diacil glicerol. La deplecién del PIP, inhi-
be los canales GIRK y KCNQ. 3) La acumulacién de IP, induce la liberacion
de calcio de reservorios intracelulares y el incremento del Ca®* citosdlico inhi-
be los canales KCNQ via calmodulina (114).

Aunque se conoce un elevado nimero de canales i6nicos operados por li-
gando, solo se han descrito unos pocos ejemplos de regulacién de estos canales
por receptores P2Y. Uno de los ejemplos mas prominentes es el del receptor de
N-metil-D-aspartato (NMDA). Nucleétidos de adenina y uracilo potencian las
corrientes inducidas por NMDA en neuronas piramidales de la capa V del cér-
tex prefrontal, efecto mediado probablemente a través de un receptor P2Y, (116)
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En contraste, la activacion del receptor P2Y, en el mismo tipo celular inhibe las
corrientes a través del receptor de NMDA (117). Ademas, el ATP es capaz de
inhibir los receptores de NMDA independientemente de su interaccién con re-
ceptores P2Y, mediante la unién directa del nucledtido al sitio de unién del glu-
tamato en la subunidad NR2B del receptor de NMDA (118).

Otro ejemplo de canal i6nico operado por ligando cuya modulacién por nu-
cledtidos ha sido descrita es la del receptor de vanilloides 1 (VR1). En neuro-
nas de los ganglios de la raiz dorsal, las corrientes inducidas por capsaicina a
través del receptor VR1 son potenciadas por nucledtidos, siendo probablemen-
te el receptor P2Y, el que estd mediando este efecto facilitador (119).

La tercera familia de canales i6nicos operados por ligando que pueden ser
regulados por los receptores P2Y son los canales activados por ATP; es decir,
los receptores P2X. Cuando se coexpresan receptores P2Y, o P2Y, con el P2X1
en ovocitos de Xenopus, su activacién potencia las corrientes a través del re-
ceptor P2X (120). En neuronas de los ganglios de la raiz dorsal se ha descrito
como la activacion del receptor P2Y, modula el receptor P2X3. Este caso, sin
embargo, la modulacién es negativa y las corrientes a través de receptor P2X
se ven reducidas (121).

Regulacion de la transmision sinaptica por receptores P2Y

La capacidad de los receptores P2Y para regular la transmisién sindptica re-
side principalmente en su capacidad para modular diversos canales idnicos,
como anteriormente se ha descrito. Los canales de Ca®* activados por voltaje,
en particular los de tipo N y P/Q, estdn localizados en las terminales presindp-
ticas y conectan la llegada de los potenciales de accion con la entrada de calcio
a través de la membrana y la consiguiente liberacién exocitética de los neuro-
transmisores contenidos en las vesiculas sindpticas. Asi, la regulacién de estos
canales i6nicos por receptores P2Y conduce a cambios en la transmisién sindp-
tica via la modulacién presindptica de la liberacién de neurotransmisores. En
contraste, la regulacion de los canales GIRK y KCNQ por los receptores P2Y
va a producir preferentemente cambios en la excitabilidad postsindptica. Res-
pecto a los canales i6nicos operados por ligando su modulacién va a causar di-
ferentes alteraciones en la sefializacién dependiendo de su localizacion.

En resumen, los receptores P2Y van a mediar cambios dependientes de nu-
cleédtidos en la transmision sindptica a través de efectos tanto pre como postsi-
napticos.
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En varias regiones del SNC los nucledtidos han mostrado ser capaces tan-
to de inhibir como de incrementar la liberacién de acetilcolina, dopamina, nor-
adrenalina, serotonina, glutamato, GABA y glicina. Los efectos potenciadores
de la libracién de neurotransmisores parecen estar mediados principalmente por
receptores de la familia P2X, como se ha comentado previamente. Los efectos
inhibidores de los nucledtidos, sin embargo, suelen implicar receptores de tipo
P2Y, como ha sido descrito para la liberacién de noradrenalina (122) y seroto-
nina (123). En neuronas hipocampales, receptores P2Y presindpticos median la
inhibicién de la liberacién de glutamato, pero no de GABA (124). En la habé-
nula medial un receptor de tipo P2Y, incrementa la liberacion de glutamato
mientras que un receptor presumiblemente de tipo P2Y, media una inhibicién
en la secrecién de este neurotransmisor (125).

Mediante su interaccion con receptores P2Y postsindpticos los nucledtidos
pueden actuar también inhibiendo o incrementando la transmision sindptica. En
el cortex prefrontal y parietal, por ejemplo, la activacién de un receptor de tipo
P2Y, reduce el componente NMDA de la transmisién glutamatérgica (117). En
contraste, en neuronas sensoriales el mismo subtipo de receptor facilita la ge-
neracién de impulsos inducidos por toque (126).

RECEPTORES P2 EN CELULAS GLIALES

La glia ha sido considerada tradicionalmente como un participante pasivo
en la transmisidn sindptica. Sin embargo, evidencias recientes han demostrado
que existe una comunicacién dindmica entre glia y neurona en la sinapsis. Neu-
rotransmisores liberados por las neuronas presinapticas inducen respuestas en la
glia adyacente. Asimismo, la glia libera neurotransmisores que pueden actuar
tanto sobre las terminales presindpticas, incrementando o disminuyendo la se-
crecion de neurotransmisores, como sobre las neuronas postsindpticas, produ-
ciendo respuestas excitatorias o inhibitorias. Por ello, en la actualidad la glia
estd considerada como un componente activo de la sinapsis en la que participa
regulando dindmicamente la transmision sindptica (127). La funcién de las cé-
lulas gliales esta regulada también por nucledtidos a través de receptores P2X
y P2Y. Los astrocitos, por ejemplo, expresan un elevado nimero de receptores
P2Y, asi como algunos de los receptores P2X (128, 129). El ATP y otros nu-
cleétidos, mediante la activacion de estos receptores P2, inducen cambios tan-
to a corto plazo (ej: incrementos en la concentracién intracelular de Ca*") como
a largo plazo (proliferacion, diferenciaciéon y muerte celular) en los astrocitos
(103, 128-130).
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La estimulacién de los astrocitos por medios farmacolégicos, asi como su
estimulacion mecanica u osmotica, induce la liberacién de ATP (130). El ATP
liberado inicia y mantiene ondas de calcio mediante la activacién de receptores
P2Y, en los astrocitos (130, 131). Estas ondas se definen como oscilaciones de
la concentracién de Ca®* libre intracelular que se propagan entre astrocitos ve-
cinos y estan consideradas como un sistema de procesamiento de la informa-
cién que opera en paralelo con los circuitos neuronales.

Ademas de ATP los astrocitos también liberan aminodcidos neurotransmi-
sores, tanto excitatorios (glutamato, aspartato) como inhibitorios (GABA). La
estimulacion de receptores P2X7 en los astrocitos induce la liberacién de gluta-
mato, proporcionando asi una conexién entre la secreciéon de ATP y glutamato
(132). El ATP y el glutamato liberados por los astrocitos parecen modular tan-
to la transmision sindptica en sistemas neuronales, como la propagacién de on-
das de calcio en las redes de astrocitos (127, 133). Finalmente, la estimulacion
del receptor P2X7 no solo induce la secrecion de glutamato sino también la de
GABA en astrocitos de cerebro o en células de Miiller de la retina (134), lo que
puede conducir a una potenciacién de la transmision sindptica inhibitoria (135).

La microglia representa en torno al 5-10% del total de la glia y constituye
el principal elemento celular con funcién inmune en el SNC. Las células de la
microglia, que se encuentran en un estado inactivo o de reposo en condiciones
normales, actiian como sensores frente a un amplio rango de estimulos libera-
dos en situaciones patoldgicas, como hipoxia, infeccién o trauma (136). Dichos
estimulos activan la microglia induciendo cambios en su morfologia y expre-
sion de genes, asi como su proliferacion, migracién y acumulacién en los sitios
del cerebro afectados. La microglia activada produce y libera diferentes media-
dores quimicos, como las citoquinas inflamatorias, que inducen respuestas in-
munoldgicas y pueden actuar también sobre las neuronas vecinas alterando su
funcion (137). El ATP y otros nucledtidos se encuentran entre los principales
estimulos que pueden inducir la activacién, cambios morfolégicos, proliferacion,
migracion y liberacion de citoquinas de las células microgliales (138-141). La
naturaleza de la respuesta purinérgica depende de la concentraciéon de ATP; ba-
jas concentraciones de ATP actdan a través de receptores P2Y, mientras que ele-
vadas concentraciones activan el receptor P2X7 (142). En co-cultivos de neu-
ronas corticales y microglia de rata, tanto el ATP como el agonista P2X7 BzATP,
actuando sobre los receptores P2X7 microgliales, causan un dafio en las células
neurales (143). La estimulacién de los receptores P2X7 también incrementa la
expresion inducida por IFN-y de la NOS de tipo II y la subsecuente produccion
de NO en la linea microglial murina BV-2 (144). El ATP derivado de astrocitos
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induce la liberacién de interleuquina-1 beta mediante la activacidon de recepto-
res P2X7 en la microglia (145).

La sefializacion a través de P2X4 en la microglia ha sido implicada en la
generacion del dolor neuropdtico: una forma de dolor crénico que aparece tras
la lesién de un nervio periférico, producida por compresién con el hueso, ciru-
gia, infecciones, cancer o diabetes. Este tipo de dolor puede ser tan severo que
incluso un ligero toque resulte intensamente doloroso, es generalmente resis-
tente a los tratamientos analgésicos actualmente disponibles y condiciona la ca-
lidad de vida de millones de personas en todo el mundo. Hay evidencias de que
tras la lesion de un nervio periférico la microglia de la médula espinal (en el
lado del nervio afectado) se transforma en su fenotipo activado e incrementa la
expresion del receptor P2X4. La activacion del receptor P2X4 conduce a incre-
mentos de la concentracién intracelular de Ca®* y a la liberacién de factores di-
fusibles, como el BDNF, por la microglia activada. El BDNF actuaria entonces
sobre las neuronas del asta dorsal de la médula espinal incrementando su exci-
tabilidad. El bloqueo farmacoldgico del receptor P2X4 o su supresién (median-
te ARN antisentido) produce una reduccién del dolor neuropatico (146).

PAPEL DE LOS RECEPTORES PURINERGICOS EN LA
NEURODEGENERACION Y NEUROPROTECCION

Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson es la mas representativa entre las enfermeda-
des neurodegenerativas que cursan con anomalias del movimiento. La enfer-
medad se caracteriza por bradiquinesia, rigidez muscular, temblor con movi-
mientos involuntarios de las manos y trastorno del equilibrio, que dificulta la
marcha. En el cerebro de los pacientes afectados de Parkinson se observan unas
inclusiones en el citoplasma de las neuronas que se denominan cuerpos de Lewy.
Aunque los cuerpos (inclusiones) de Lewy pueden aparecer en otras neuronas,
su presencia en la sustancia nigra, junto con la pérdida de células dopaminérgi-
cas que inervan el estriado, se consideran aspectos neuropatolégicos esenciales
de esta enfermedad.

Mediante experimentos de microdidlisis in vivo, se ha comprobado que la apli-
cacioén de ATP incrementa la liberacion de dopamina en el estriado a través de la
estimulacion de receptores P2Y (147). Resultados de nuestro grupo, que muestran
la presencia de receptores P2X capaces de inducir incrementos en la [Ca*'], en ter-
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minales aminérgicas de los ganglios basales, apoyarian también la idea de una re-
gulacion de la neurotransmision dopaminérgica por los receptores P2 (148).

Estudios inmunohistol6gicos muestran la presencia de diferentes subtipos de
receptores P2X y P2Y en los ganglios basales, particularmente en el estriado y
la sustancia nigra, donde estan presentes tanto en neuronas (dopaminérgicas y
GABA¢érgicas) como en astrocitos. La denervaciéon dopaminérgica causa una sig-
nificativa reorganizacion de los receptores P2 en estos nicleos, revelando por
tanto su participacidn en el circuito nigroestriatal lesionado y sugiriendo su po-
tencial implicaciéon en los mecanismos de la enfermedad de Parkinson (149).

El ATP y el glutamato facilitan la liberacién de taurina en la sustancia ni-
gra. La taurina liberada puede cumplir dos funciones diferentes: por un lado,
puede actuar como un neurotransmisor inhibitorio (como ha sido previamente
descrito para este aminodcido), pero puede también funcionar como un regula-
dor osmdtico en la sustancia nigra e influir asi en la vulnerabilidad de las neu-
ronas dopaminérgicas nigrales en la enfermedad de Parkinson (150).

Los diadenosina polifosfato (Ap,A, n=2-6) son un una familia de com-
puestos, estructuralmente relacionados con el ATP, que pueden actuar como li-
gandos endégenos de los receptores P2X y P2Y en una amplia variedad de ti-
pos celulares y tejidos (151). Uno de estos compuestos, el Ap,A, protege frente
al dafio inducido por el tratamiento con 6-hidoxidopamina en el cerebro de rata
(152). La inyeccion de 6-hidroxidopamina en el haz nigroestriado induce una
lesion selectiva de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra y ha sido
un tratamiento ampliamente utilizado para generar modelos animales que mi-
meticen las disfunciones del Parkinson en humanos.

Enfermedad de Alzheimer

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por una
pérdida gradual de la memoria de acontecimientos recientes y de la capacidad
de razonar y de manipular objetos cotidianos. La progresion de la enfermedad
lleva a una pérdida completa de la capacidad cognitiva con total apatia emoti-
va y desconexién del entorno. Desde el punto de vista de la fisiopatologia, la
enfermedad se caracteriza por una atrofia notable de la corteza cerebral, con
aparicion de las placas seniles, que son actimulos extracelulares constituidos ma-
yoritariamente por el péptido B-amiloide. En el interior de las neuronas apare-
cen otros acimulos conocidos con el nombre de ovillos neurofibrilares, consti-
tuidos en su mayoria por una forma hiperfosforilada de la proteina tau (en esta
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monografia se incluye un capitulo dedicado a esta proteina y su implicacién en
la progresion de la enfermedad). En los dltimos tiempos se han aportado tam-
bién argumentos a favor de que la inflamacién podria jugar un papel importan-
te en la enfermedad de Alzheimer (153).

El ATP liberado debido a la excitacion o al dafio neuronal puede incrementar
la produccion de prostaglandina E2 inducida por citoquinas en los astrocitos y
contribuir asi a la inflamacién crénica que se observa en la enfermedad de Alz-
heimer (154).

La expresion del receptor P2X7 se encuentra incrementada en el cerebro de
pacientes afectados de Alzheimer, asi como en modelos de ratones transgénicos
empleados en el estudio de esta enfermedad (155, 156). La estimulacién del re-
ceptor P2X7 en macréfagos y microglia modifica la secrecién de citoquinas in-
ducida por el péptido B-amiloide (AB), lo que puede jugar un papel en las res-
puestas inflamatorias en el Alzheimer (157). Asimismo, la activacion del
receptor P2X7 con ATP o BzATP induce la generacién del i6n superéxido en
cultivos primarios de microglia. En un sistema de co-cultivo, la microglia esti-
mulada por ATP o BzATP induce la muerte de neuronas corticales, lo que in
vivo podria estar contribuyendo a la neurodegeneracion (156). Los receptores
P2X7 podrian, a la luz de estos resultados, constituir una diana terapéutica de
utilidad el tratamiento de la patologia de Alzheimer.

En secciones post-mortem del cerebro de pacientes de Alzheimer el re-
ceptor P2Y, se encuentra asociado con las estructuras aberrantes que son ca-
racteristicas de esta enfermedad, como son los ovillos neurofibrilares y las pla-
cas seniles (158). Sin embargo, hasta la fecha se desconoce cudl es el
significado de esta distribucion celular alterada del receptor PY, en el cerebro
afectado de Alzheimer.

La activacion del receptor P2Y, estimula el procesamiento de la proteina
APP (proteina precursora del amiloide) por la o-secretasa, lo que evita la for-
macién del fragmento -amiloide (AB), e incrementa la produccion del péptido
no amiloidogénico sAPPa., del que se ha comprobado que tiene efectos neuro-
protectores y mitogénicos. La activacion del receptor P2Y, en el cerebro podria,
de esta manera, incrementar la viabilidad neuronal (159).

Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington se caracteriza por la aparicion de movimien-
tos incontrolados, denominados coreicos, con pérdida de capacidades intelectua-
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les y cambios de conducta. Es debida a la expansion del triplete CAG en el gen
que codifica la proteina huntingtina. Los primeros sintomas aparecen al final de
la segunda década de vida y su severidad depende del expandido del triplete CAG.

Con objeto de determinar los cambios que la huntingtina mutada induce en
la neurotransmisién mediada por P2X, nuestro grupo ha medido la expresion (tan-
to a nivel de mensajero como de proteina) de los diferentes receptores P2X en
las estructuras mas afectadas, estriado y corteza, en dos modelos transgénicos de
la enfermedad de Huntington. Como resultado de estos estudios hemos detecta-
do un incremento en la expresion de receptores P2X, asi como un cambio en las
propiedades cinéticas de estos canales, en las proyecciones corticoestriatales de
los ratones modelo de Huntington. Alteraciones en la respuestas mediada por los
P2X se observaron también en las terminales de neuronas corticales en cultivo
transfectadas con la huntingtina mutada y fusionada con la GFP. Estos cambios
en las respuestas mediadas por P2X se tradujeron en un aumento de la suscepti-
bilidad de las neuronas a la muerte celular. El tratamiento in vivo con antago-
nistas de los receptores P2X disminuye el déficit motor y la pérdida de peso de
los ratones huntingtonianos, asi como la incidencia de la muerte cortical (160).

Esclerosis lateral amiotrofica (ELA)

La esclerosis lateral amiotrdfica (ELA) es una enfermedad neurodegenera-
tiva causada por la degeneracion de las neuronas motoras en la corteza motora,
el tallo cerebral y la médula espinal, que resulta en una progresiva atrofia y de-
bilidad de los musculos, seguida de paralisis, y que generalmente conduce a la
muerte del paciente en los 2-5 afios tras el diagndstico.

La ivermectina, un compuesto ampliamente empleado como agente antipa-
rasitario, es un modulador alostérico que potencia selectivamente el efecto de
los agonistas sobre el receptor P2X4. El tratamiento con ivermectina protege a
las neuronas motoras de la excitotoxicidad mediada por receptores de AMPA.
Asimismo, la ivermectina incrementa la esperanza de vida en un ratén transgé-
nico, modelo de ELA, que presenta una mutacién en el gen que codifica para
la superoxido dismutasa 1 (161).

La lesién de un nervio puede conducir a la liberacién de cantidades masi-
vas de ATP y producir cambios en la expresién de receptores purinérgicos que
participen en la respuesta al dafo. Asi, por ejemplo, la expresion de los recep-
tores P2X1 y P2X2 en las motoneuronas faciales se ve incrementada, tras una
lesion del nervio facial (162). El incremento en la expresion del P2X1 es me-
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nos marcado y menos persistente en los ratones, modelo de ELA, con la supe-
roxido dismutasa 1 mutada. Una disminucion en la liberaciéon de ATP en res-
puesta al dafio en las motoneuronas podria explicar esta baja induccién del P2X1
en los ratones mutados (162).

Isquemia/hipoxia

En varios sistemas celulares se ha descrito una participacién directa del ATP
extracelular y los receptores P2 en el estrés isquémico. Por ejemplo, en cultivos or-
ganotipicos de hipocampo, corteza y estriado se observa un incremento en la ex-
presién de los receptores P2X2 y P2X4 en condiciones de deprivaciéon de oxige-
no/glucosa (163). La expresion del receptor P2X1 también se incrementa en
estructuras correspondientes a las fibras musgosas y las colaterales de Schaffer de
CA1-3 y el giro dentado en el modelo organotipico de hipocampo (164). El uso de
antagonistas de los receptores P2 previene la pérdida de neuronas inducida por las
condiciones isquémicas en los cultivos organotipicos (163, 164). Un incremento en
la expresion de los receptores P2X2 y P2X4 se observa también en el hipocampo
de gerbos sometidos a una oclusién bilateral de las carétidas, un modelo amplia-
mente utilizado para el estudio de las lesiones isquémicas cerebrales. (163).

Aunque estudios iniciales habian mostrado que la delecion del receptor
P2X7 (en ratones knockout) y/o el tratamiento con el antagonista P2X7, KN-
62, no afectaba a la muerte celular inducida por isquemia (165); otros ensayos,
sin embargo, han aportado datos que sugieren que este receptor podria ser un
elemento importante en los mecanismos de dafio celular por hipoxia/isquemia:
tras la estimulacion isquémica se observa un incremento en la expresion (a ni-
vel de ARNm y proteina) del P2X7 en neuronas granulares de cerebelo en cul-
tivo y en cultivos organotipicos de hipocampo (166, 167). También se observa
un incremento en la expresion del P2X7 en neuronas y células gliales de la cor-
teza cerebral de ratas espontineamente hipertensas usando un modelo de isque-
mia cerebral focal permanente (168). En cultivos celulares cerebrocorticales, la
isquemia conduce a una hipersensibilizacién (debida a un incremento en la efi-
ciencia de sus vias de transduccién de sefial) del receptor P2X7, que se tradu-
ce en un incremento en la liberacién de GABA inducida por BZATP (169). Un
incremento en el ARNm del P2X7, asignado tnicamente a la microglia, se ob-
serva en el tejido que rodea al drea necrosada como consciencia de una oclu-
sion de la arteria cerebral media (69). Asimismo, receptores P2X7 y P2X4 de
la microglia podrian estar implicados en el dafio cortical inducido por la depri-
vacién de oxigeno/glucosa (170).
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Trauma

El dafio celular, como se ha mencionado previamente, libera grandes canti-
dades de ATP al medio extracelular, lo que puede ser importante para impulsar las
respuestas celulares al trauma. Asi, por ejemplo, empleando un modelo in vitro de
trauma que induce la liberacién de ATP, se ha podido comprobar que este ATP li-
berado, activando receptores P2Y,, estimula la sintesis y secrecion de trombos-
pondina-1 en los astrocitos. La trombospondina es una molécula de la matriz ex-
tracelular que induce la formacién de sinapsis durante el desarrollo y puede tener
un papel en la reparacion y el remodelado del tejido nervioso tras un dafio (171).

El ATP liberado de los astrocitos es esencial en la respuesta defensiva de la
microglia inducida por una lesién traumatica del cerebro, contribuyendo a esta-
blecer una barrera potencial entre el tejido sano y el danado (138). EI receptor
P2Y,, y probablemente también el P2X4 estimulan la migraciéon y quimiotaxis
de la microglia hacia el sitio del dafio tras un trauma cerebral (139, 140), don-
de la microglia en reposo se transforma en su forma activada, efecto que es in-
ducido in vitro por el ATP (141). Asimismo, tras un dafio tisular, el receptor
P2Y, incrementa su expresion en las células microgliales, donde estimula la ac-
tividad fagocitotica, ayudando asi a limitar el dafio secundario mediante la eli-
minacién de células muertas y residuos potencialmente peligrosos (172). La mi-
croglia activada también muestra cambios significativos en la expresion del
receptor P2X7, el cual puede jugar un papel importante en el control de la pro-
liferacién y muerte de las células microgliales (173).

Tras un dafio neuronal, el ATP puede actuar también en combinacién con
los factores de crecimiento derivados de fibroblastos, epidermis y plaquetas, asi
como con el factor de crecimiento neural, liberado por las neuronas o células
gliales, para estimular la proliferacién de los astrocitos, contribuyendo asi al pro-
ceso de astrogliosis reactiva (174). El factor de transcripcion STAT3 y la ciclo-
oxigenasa 2 podrian participar en los mecanismos de sefalizacién intracelular
activados por el ATP para inducir la proliferacion de los astrocitos (175, 176).

Un nuevo mecanismo para la inhibicién de la apoptosis en neuroproteccion
implica la interaccién de dos sistemas actuando en paralelo: por un lado, el ATP
extracelular, a través de la activacion de receptores P2Y, y, por otro lado la neu-
rotrofina, actuando a través de receptores TrkA (177). El receptor P2Y,, me-
diante la regulacion de la expresion de genes pro- y anti-apoptéticos, activa me-
canismos neuroprotectores en los astrocitos (178). Finalmente, el nimero de
neuronas y células gliales positivas para el receptor P2Y, en el nicleo accum-
bens se incrementa significativamente tras una lesioén (179).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Los receptores de nucleétidos son muy abundantes en el SNC, donde estdn
presentes en todos los tipos de células neurales. A pesar de que sus papeles fi-
sioldgicos estdn todavia muy lejos de ser completamente elucidados y de que
solo disponemos de informacién en muchos casos fragmentaria, existen sin em-
bargo evidencias de que estos receptores estan implicados en diferentes desor-
denes y condiciones patoldgicas del SNC. En los dltimos afios se ha hecho un
considerable esfuerzo para sintetizar ligandos potentes y selectivos de los re-
ceptores P2. Estos compuestos, aparte de ser importantes herramientas farma-
coldgicas para la caracterizacion de los papeles fisiopatoldgicos de los recepto-
res P2X y P2Y, podrian representar nuevas herramientas terapéuticas con interés
potencial en varias enfermedades neurolégicas humanas.
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RESUMEN

El neurotransmisor glicina tiene un papel doble en el sistema nervioso central
(SNC), como inhibidor en vias glicinérgicas y como activador del receptor N-me-
til-D-aspartato (NMDA) en vias glutamatérgicas excitadoras. La sefial inhibidora es
transmitida a través del receptor ionotrépico de glicina sensible a estricnina (GlyR),
que actia como un canal de CI hiperpolarizando la membrana postsinaptica. La ter-
minacién de la neurotransmision es llevada a cabo por la captura de la glicina a tra-
vés de transportadores especificos dependientes de Na"y CI, GLYT1 y GLYT2, lo-
calizados en la membrana plasmatica de las terminales nerviosas y astrocitos
proximos a la sinapsis. La generacion de ratones deficientes en los genes de estos
transportadores y el desarrollo de inhibidores especificos ha permitido establecer el
papel que desempefian in vivo. Los fenotipos de estos animales son homdlogos a
los sintomas de enfermedades humanas caracterizadas por alteraciones en la neuro-
transmision glicinérgica. La hiperplexia hereditaria es una enfermedad neurolégica
producida por mutaciones en los genes de las subunidades o y B del receptor de gli-
cina y proteinas asociadas. Estudios genéticos recientes han identificado mutacio-
nes en el gen del transportador de glicina GLYT2 en pacientes de hiperplexia. La
reciente resolucion de la estructura tridimensional de un transportador bacteriano ho-
mologo ha permitido avanzar en el conocimiento del mecanismo funcional de estas
proteinas. Parece probable, y resulta esperanzador, que los recientes avances per-
mitan desarrollar compuestos que actien selectivamente sobre GLYT1 y GLYT?2 in-
terfiriendo con la neurotransmision glicinérgica o glutamatérgica y tengan aplica-
ciones terapeuticas como antipsicéticos, antiepilépticos o analgésicos.

Palabras clave: Glicina. Sinapsis. Receptores. Transportadores. Hiperplexia.
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ABSTRACT
Physiopathology of inhibitory glycinergic neurotransmission

Glycine neurotransmitter has a dual role in the central nervous system, as in-
hibitor in the glycinergic pathways and as a co-agonist at the excitatory NMDA glu-
tamate receptor. Inhibitory signal is transmitted by activation of the strychnine-sen-
sitive glycine receptor that increases the chloride conductance of the postsynaptic
membrane. The synaptic glycine concentration is mainly controlled by two Na" and
CI'-dependent transporters, GLYT1 and GLYT2 present at the plasma membrane of
nerve terminals and glia. Our understanding of the physiological role of these trans-
porters has recently been enlightened thanks to the development of specific inhibi-
tors, and to the generation of mice defective in the corresponding genes. The
symptoms observed in glycine transporter deficient mice are similar to those asso-
ciated with human hereditary diseases that perturb the glycinergic neurotransmis-
sion. Hyperekplexia or startle disease is a mammalian neurological syndrome cau-
sed by mutations in genes for several postsynaptic proteins involved in glycinergic
transmission as the glycine receptor ol and 3 subunits, and related proteins. Re-
cently, mutations in the gene encoding the presynaptic glycine transporter GLYT2
have been identified though genetic analysis of human patients of this disorder. In
addition, the three-dimensional resolution of the structure of a bacterial homologue
has shed light on the mechanisms of glycine transport. It looks hopeful that this kno-
wledge will prove to be useful for the development of selective drugs for GLYT1
and GLYT?2 with antipsychotic, antiepileptic or analgesic applications.

Keywords: Glycine. Synapsis. Receptors. Transporters. Hyperekplexia.

INTRODUCCION

La glicina, el amino4cido proteinogenético mds pequefio, desempefia nu-
merosas funciones metabdlicas importantes especialmente en el SNC de los ma-
miferos. Representa, junto con el GABA, uno de los dos transmisores inhibi-

Abreviaturas: AMPA, 4cido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico; GABA, 4ci-
do gamma-aminobutirico; GCS, sistema de ruptura de glicina; GlyR, receptor de glicina; GLYT,
transportador de glicina; HMGN3, grupo N3 de alta movilidad; IPSCs, corrientes postsindpticas
espontdneas inhibidoras; NMDA, N-metil-D-aspartato; NSS, neurotransmitter sodium symporter;
PSD95, densidad postsindptica 95; SLC6, solute carrier 6; SNARE, receptor de proteinas de an-
claje del factor soluble sensible a N-etilmaleimida; SNC, sistema nervioso central; TM, trans-
membrana.

148



FISIOPATOLOGIA DE LA NEUROTRANSMISION GLICINERGICA

dores de la neurotransmision rapida. La glicina es especialmente abundante en
zonas caudales del SNC, como el tallo cerebral, la zona pontinocerebelosa y la
médula espinal. En el tallo cerebral y la médula espinal, las interneuronas gli-
cinérgicas controlan la generacion de ritmos motores, la coordinacién de res-
puestas reflejas espinales y el procesamiento de sefales sensoriales y nocicep-
tivas. Las interneuronas espinales glicinérgicas del tipo Ia median circuitos
reflejos de inhibicién reciproca, permitiendo de esta forma la relajacion de
musculos antagdénicos y la contraccion coordinada de musculos agonistas, mien-
tras que las interneuronas de Renshaw regulan la excitabilidad de motoneuro-
nas mediante la produccion de sefiales inhibidoras recurrentes a través de un sis-
tema de retroalimentacion negativa (1). Por otra parte, la glicina es un importante
neurotransmisor implicado en el procesamiento de la informacién auditiva en
los nticleos cocleares, en el complejo de la oliva superior y en el coliculo infe-
rior donde interviene en la modulacion de diversos circuitos neuronales (2). Un
importante aspecto de las acciones de la glicina se refiere al procesamiento de
la informacién visual: hay neuronas glicinérgicas inhibidoras involucradas en la
modulacion de los campos receptivos en la retina (3). Asimismo, la glicina esta
implicada en la supresion de las sefiales nociceptivas en la médula espinal (4).
Un segundo papel de la glicina en el SNC, adicional al de neurotransmisor in-
hibidor, es el de neuromodulador en vias glutamatérgicas excitadoras que utili-
zan el receptor de glutamato tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) del que la gli-
cina es un activador necesario tanto para la unién del glutamato como para el
reciclado del receptor en la membrana plasmatica (5).

En una neurona glicinérgica inhibidora (Figura 1), la despolarizacién pro-
ducida por la llegada de un potencial de accién al terminal provoca la libera-
cién de la glicina contenida en vesiculas sindpticas mediante exocitosis depen-
diente de calcio (exocitosis regulada). Tras su liberacién en el espacio sinptico,
la glicina interacciona y activa receptores postsindpticos especificos (GlyRs) que
pertenecen, al igual que los receptores de GABA,, ., a la superfamilia de recep-
tores pentaméricos cuyo paradigma es el receptor nicotinico de acetilcolina (6).
La activacion de GlyR determina la apertura de un canal en la proteina que pro-
voca flujo de cloruro al citoplasma de la neurona postsindptica. La hiperpolari-
zacion resultante estabiliza el potencial de membrana alrededor del valor de re-
poso, alejandolo del de activacién y, por lo tanto, inhibe a la neurona
postsindptica (7). La accién neurotransmisora de la glicina finaliza cuando su
concentracion en la sinapsis disminuye y se recuperan los niveles anteriores a
la estimulacién. Los transportadores especificos (GLYTs) localizados en la mem-
brana plasmética de las neuronas o de las células de glia adyacentes llevan a
cabo esta fase final de la neurotransmision al transportar glicina activamente ha-
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MNeurona Glicinérgica

Astrocito

GLY-R

Neurona Postsinaptica

Ficura 1. Esquema de la sinapsis glicinérgica inhibidora. Se indican los siguientes elementos

presindpticos: el transportador de glicina GLYT2 acoplado a 3Na*y ICI y las proteinas asociadas

sintenina, Ulip-6 y sintaxinalA; el transportador de glicina y GABA de vesiculas sindpticas,

VIAAT, y las bombas iénicas H*'ATPasa de vesiculas sindpticas (SSV) y Na*K*ATPasa de

membrana plasmadtica. GLYTI es el transportador glial de glicina. En el elemento postsindptico

se indican los receptores pentaméricos de glicina GIyR y las proteinas asociadas gefirina y
colibistina.

cia el interior celular. El ciclo iniciado por la despolarizacién neuronal se com-
pleta con el rellenado de las vesiculas sindpticas con la glicina presente en el
citoplasma de la terminal nerviosa, funcién que lleva a cabo el transportador ve-
sicular, VIAAT/VGAT (8, 9). La glicina y el GABA comparten el mismo trans-
portador vesicular, lo que permite que algunos terminales inhibidores (mixtos)
almacenen conjuntamente ambos neurotransmisores en las mismas vesiculas
desde donde seran liberados simultaneamente (10).

Los niveles de glicina en las células nerviosas son el resultado de la con-
tribucién relativa de la acumulacién mediada por los transportadores, de su sin-
la tesis de novo y de su degradacién. El metabolismo de la glicina en el SNC
es considerablemente activo e implica dos rutas mitocondriales dependientes de
piridoxal-5-fosfato. La sintesis de novo se produce gracias a la actividad catali-
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tica de la enzima «serina hidroximetiltransferasa o serina hidroximetilasa» que
retira un fragmento hidroximetilo de la serina para generar glicina utilizando
como aceptor el tetrahidrofolato. La degradacion intracelular de la glicina es lle-
vada a cabo por el llamado «sistema de degradacién de glicina o descarboxila-
sa de glicina», (GCS), complejo multienzimatico formado por cuatro activida-
des enzimadticas presentes en cuatro proteinas diferentes, la proteina P (una
descarboxilasa dependiente de piridoxal-5-fosfato), la proteina H (una proteina
de transferencia de hidrégeno que contiene lipoamida), la proteina T (una trans-
ferasa del grupo aminometilo dependiente de tetrahidrofolato) y la proteina L
(una deshidrogenada dependiente de NAD*, que requiere FAD). El complejo
estd asociado a la membrana interna mitocondrial y, en el SNC, se localiza prin-
cipalmente en las mitocondrias de los astrocitos. El sustrato de este complejo
de degradacién es la glicina incorporada al interior celular mediante transporte
desde el exterior celular (11).

RECEPTOR DE GLICINA

La unién de la glicina a su receptor tipo GlyR genera corrientes producidas
por la entrada de iones cloruro en la neurona postsindptica. Las corrientes si-
napticas glicinérgicas median respuestas rdpidas inhibidoras que siguen un per-
fil de tiempo complejo. Tipicamente comienzan con una primera fase de res-
puesta postsindptica rdpida debida a la apertura inminente y sincrénica de
multiples canales de cloruro por la unién de la glicina sindptica, seguida de una
caida lenta y bifdsica que corresponde a la inactivacion y cierre asincrénico de
los canales individuales y la retirada de glicina del espacio intersindptico a tra-
vés de los transportadores (12, 13). Diversas evidencias han indicado que, en
las sinapsis centrales, la retirada del neurotransmisor libre es muy rdpida, més
que la activacién de los receptores, por lo que la unién de la glicina de nuevo
al receptor no contribuye a la inhibicién mantenida en una misma ronda de se-
falizacién (1).

Se puede decir que el receptor de glicina se encuentra entre los mejor co-
nocidos hasta el momento gracias a numerosos estudios bioquimicos, electrofi-
siolégicos, farmacolégicos, inmunoldgicos, genéticos y de biologia molecular
(14,15). Una parte importante del éxito en el estudio de este receptor se debe a
que su unién a la glicina es impedida por el alcaloide convulsivante estricnina,
que se extrae del arbol Strychnos nux vomica, originario de la India. La estric-
nina es el antagonista mas clasico del receptor y se une a €l con gran afinidad
reconociendo un epitopo casi solapante, aunque no coincidente, con el sitio de
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unién de la glicina. Su disponibilidad constituye una valiosa herramienta expe-
rimental, aunque actualmente existen antagonistas derivados del 4cido quinoli-
nico de mas reciente desarrollo (16).

Los GlyR tienen estructura pentamérica y estan compuestos por dos ti-
pos de subunidades, las o, funcionales, y las P, estructurales. La estequio-
metria establecida es de 30.:23, aunque hay datos recientes que sugieren que
la proporciéon de subunidades puede ser 2c::3p3. Hasta el momento, se han
identificado cuatro genes diferentes en vertebrados (denominados Glra 1-4)
que codifican las cuatro subunidades o (at1-04) que muestran entre si una
elevada identidad de secuencia (mas del 80%). Sin embargo, sélo se ha iden-
tificado un gen (G/rb) que codifica la subunidad 3, de menor homologia con
las o (un 50% con o1). Se han descrito variantes o0 y B por procesamiento
alternativo de sus mRNAs. Los diferentes genes tienen patrones de expresion
temporal y regional muy definidos. Unida fuertemente a la subunidad P se
encuentra la proteina gefirina cuya funcién es anclar el receptor al citoes-
queleto subcortical a través de su unién a tubulina. La gefirina tiene un pa-
pel aglutinador de las moléculas de receptor en la membrana plasmaética y se
asocia también al receptor de GABA, (16). Otras proteinas como colibistina,
profilina, y RAFT1 también participan en el complejo andamiaje asociado
con el GlyR (1). Cada una de las subunidades del GlyR esta constituida por
una cadena polipeptidica con cuatro dominios transmembrana con los extre-
mos amino y carboxilo situados en la parte extracelular a modo de antenas.
Se conocen con detalle los residuos de aminoécido involucrados en la unién
a los ligandos glicina y estricnina que estdn situados en la region que prece-
de al segmento M1 de las subunidades o.. También se conocen los aminoaci-
dos implicados en la interaccién con subunidades adyacentes y la unién a un
gran ndmero de sustancias de interés como B-aminoacidos (taurina, B-alani-
na), anestésicos, alcoholes, esteroides, Zn*", etc. En el bucle citopldsmico que
une los segmentos M3 y M4 hay seis residuos cargados positivamente nece-
sarios para la correcta topologia de la subunidad o1. En el dominio M2 de
las subunidades o, residen los determinantes moleculares responsables de la
estricta especificidad anidnica del canal, (dos residuos de arginina), cuyo ta-
mafio de poro es de 5.2 A y que, al igual que los receptores GABA, ., pre-
senta un orden de selectividad I"> Br~ > CI” > F~ siendo ademads bastante per-
meables a COH™ (13).

Las sinapsis glicinérgicas son funcionalmente heterogéneas. El mayor de-
terminante de esta variabilidad es la diversidad de subtipos de GlyR generados
por diferentes combinaciones de subunidades, aunque esto también depende de
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otros factores como morfologia de la hendidura sinaptica, nivel de agregaciéon
de receptores, localizacion, ... Los estudios in vitro de expresion heteréloga han
demostrado que la composicién de subunidades del receptor tiene una impor-
tante repercusion en propiedades funcionales y farmacolégicas como la con-
ductancia del canal, la cinética de activacion y la sensibilidad a bloqueantes y
moduladores (16). No obstante, el papel fisiolégico de los distintos tipos de re-
ceptores no ha sido definitivamente establecido y constituye un area de intensa
investigacion. La subunidad 3 se expresa abundantemente en el SNC embrio-
nario y postnatal. Los GlyRs que contienen la subunidad ol son los mas abun-
dantes y se expresan ampliamente en médula espinal en estadio embrionario,
postnatal y adulto, y ademads en tallo cerebral, coliculos y retina de neonato y
adulto. De hecho, la expresion del mRNA de la subunidad a1 solapa con el mar-
caje de [*H] estricnina, lo que es coherente con un papel primordial en el con-
trol de la coordinacién de las respuestas reflejas espinales del receptor con pro-
tameros ol y B. De las subunidades minoritarias a3, 02 y o4, s6lo estd presente
en médula espinal de adulto la a3, aunque en niveles moderados, asi como en
cerebelo y bulbo olfativo. La 02 se expresa abundantemente en la médula es-
pinal en el estado embrionario y postnatal, pero no en adulto, en el que hay ba-
jos niveles en hipocampo, corteza cerebral, tdlamo y retina. La completa distri-
bucién de la 04 permanece elusiva debido a su escasez. Recientemente, se ha
descrito que los GlyR con subunidades o3 estan implicados selectivamente en
la supresion nociceptiva espinal y pueden ser un blanco terapéutico en el trata-
miento del dolor. Los GlyRa3 localizados en las dendritas de interneuronas de
la sustancia gelatinosa donde las fibras aferentes nociceptivas hacen contacto si-
naptico, se activan reduciendo la generacion de espigas y por tanto la sefial no-
ciceptiva. Durante la inflamacion esta supresion se relaja por accién de la pros-
taglandina E que modula negativamente al receptor, generando hipersensibilidad
a estimulos mecdnicos y térmicos (4, 13). Sin embargo, en la retina de mami-
feros donde la distribucién de GlyR es muy amplia y la transmision glicinérgi-
ca desempefia un papel crucial en el procesamiento de las sefiales luminosas
(17), las diferencias en la composicion de GlyRs se han asociado a un papel fi-
sioldgico concreto. Las diferentes subunidades o del receptor se distribuyen se-
lectivamente en los distintos tipos neuronales de la retina (bipolares al, gan-
glionares o1, o2, o3, amacrinas o2) y, puesto que presentan distintas
velocidades de respuesta, determinan diferencias temporales que condicionan el
orden en que las sefiales visuales llegan a los centros cerebrales superiores, per-
mitiendo su interpretacion (18, 19).

Al igual que otros receptores, los GlyRs se localizan preferentemente en las
densidades postsindpticas y en menor medida en la membrana extrasindptica.
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Aunque la neurotransmisién tiene lugar mayoritariamente en la sinapsis, los re-
ceptores localizados en la region extrasinaptica pueden activarse por el neuro-
transmisor liberado de forma no vesicular o por el que accede por difusién pro-
cedente de las sinapsis adyacentes. Asi, la activacion de los GlyRs sindpticos
por altas concentraciones de glicina liberada por exocitosis en la sinapsis pro-
vocara una inhibicién «fasica» y la activacion persistente de los receptores por
niveles bajos de glicina en la zona extrasinaptica provocara una inhibicién man-
tenida «ténica» de los GlyRs. Parece que la inhibicién ténica estd mediada por
GlyRs que difieren en composicion molecular y propiedades de respuesta res-
pecto a los sindpticos. Asi, muchos moduladores tienen efectos diferenciales en
receptores sindpticos o extrasindpticos. La estructura y papel de los GlyRs ex-
trasindpticos en la mediacion de procesos de importancia fisiolégica, como el
desarrollo, es objeto actual de estudio.

TRANSPORTADORES DE GLICINA DE LA MEMBRANA
PLASMATICA

Distribucion y funcién

La glicina liberada al espacio sindptico es retirada por transportadores es-
pecificos localizados en la membrana plasmadtica de las neuronas o de las cé-
lulas de glia adyacentes. Transportan glicina con alta afinidad (Km de orden
UM) por un mecanismo activo, electrogénico, acoplado al gradiente electro-
quimico de Na* y dependiente de CI". La Na'™-K"-ATPasa genera y mantiene el
gradiente de Na® a través de la membrana plasmadtica, lo que proporciona la
energia necesaria para el transporte del neurotransmisor desde el espacio si-
naptico hacia el interior de los terminales nerviosos en contra de un gradiente
de concentracién de varios 6érdenes de magnitud. Existen dos variantes de trans-
portadores de alta afinidad en el SNC de mamiferos llamados GLYT1 y GLYT2
producidos por genes diferentes (S/c6a9 y Slc6a5) de los cuales, a su vez, exis-
ten varias isoformas generadas mediante procesamiento alternativo de los men-
sajeros, o por el uso de diferentes promotores (20). GLYT1 y GLYT2 son miem-
bros de la familia de transportadores SLC6 o NSS que incluye a los
transportadores de los neurotransmisores noradrenalina, dopamina, serotonina
y GABA, asi como a transportadores de sustancias no neurotransmisoras (0s-
molitos o0 aminodcidos). Se han identificado, ademds, homdlogos «huérfanos»
de los que se desconoce el sustrato, y algunos ortélogos bacterianos. Los trans-
portadores de neurotransmisores de esta familia requieren el transporte de CI
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junto al Na" y el neurotransmisor, pero este requerimiento no es extensivo a
los miembros procariotas.

GLYT1 y GLYT2 son proteinas homdlogas que ostentan alrededor del 50%
de identidad de secuencia. Sin embargo, desempefian papeles complementarios
en la neurotransmision glicinérgica debido a que presentan relevantes diferen-
cias en su funcién y distribucién tanto regional como celular (20-22). GLYT2
reside principalmente en dreas caudales del SNC como la médula espinal, tallo
cerebral y cerebelo donde se halla exclusivamente localizado en los axones y
terminales de neuronas glicinérgicas. GLYT1 tiene una distribuciéon mas rostral
y se concentra en los astrocitos que circundan y envuelven tanto las sinapsis gli-
cinérgicas como las glutamatérgicas, encontrdndose, ademds, en tejidos perifé-
ricos como el pancreas y el higado (23-25).

Los estudios de silenciamiento génico han demostrado que GLYTI1 y
GLYT?2 ejercen papeles complementarios en la transmisién inhibidora mediada
por glicina. GLYT1 es el principal responsable de la terminacién de la senal y
del mantenimiento de bajos niveles de glicina en las sinapsis, mientras que
GLYT2 aumenta la eficacia de la neurotransmisiéon manteniendo el suministro
de glicina al interior del terminal, lo que permite el rellenado de las vesiculas
sinapticas por el transportador vesicular que tiene baja afinidad por el neuro-
transmisor (Km del orden mM, (21, 26, 27)). Aunque la localizacién mayorita-
ria de GLYT1 es glial, recientemente se ha detectado su presencia en neuronas
glutamatérgicas donde se asocia a receptores de glutamato del tipo NMDA (28,
29). Esta distribucion resulta idonea para que, mediante regulacion de las con-
centraciones sinapticas de glicina, GLYT1 neuronal ejerza el control de la gli-
cina que se une al receptor NMDA, en tanto que, GLYT1 glial y, en menor me-
dida GLYT2 en el caso de sinapsis inhibidoras, colaboran en el mantenimiento
de niveles extracelulares submicromolares de glicina.

Los papeles fisiolégicos diferenciales de las dos isoformas GLYT1 y GLYT2
se basan en propiedades termodindmicas Unicas (Figura 2). GLYT1 cataliza el
cotransporte de sodio/cloruro/glicina con una estequiometria de 2:1:1, mientras
que GLYT2 transporta un ion sodio adicional, mostrando una estequiometria de
3:1:1 (30, 31). De este modo, se asegura el transporte vectorial de glicina hacia
el terminal ya que la fuerza motriz para el transporte en contra de gradiente de
concentraciéon del sustrato es dos drdenes de magnitud mayor en el caso de
GLYT2 que en el de GLYT1. Esta caracteristica conlleva que la isoforma neu-
ronal tenga una severa limitacion para llevar a cabo el transporte reverso, mien-
tras que GLYT1 puede responder a las necesidades fisiol6gicas importando o
exportando glicina, dependiendo del entorno quimico (32).
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FiGura 2. Diferente estequiometria respecto a los iones sodio de los transportadores de glici-

na. GLYT] y GLYT2 transportan glicina por un mecanismo de simporte con Na* y ClI'. GLYT2

presenta un mayor acoplamiento al gradiente electroquimico de sodio que GLYTI debido a que

cotransporta 3Na* por molécula de glicina y ciclo de translocacion, mientras que GLYTI sélo
requiere 2Na"*.

Relacion entre la estructura y la funcion

Como el resto de transportadores de la familia SLC6/NSS, GLYT1 y GLYT2
son proteinas politépicas con 12 dominios transmembrana (TM) y extremos ami-
no y carboxilo localizados en el interior celular. El segundo bucle extracelular
de los GLYTs contiene cuatro residuos de asparragina unidos a cadenas de oli-
gosacdarido (33, 34). La estructura tridimensional de estos transportadores ha sido
revelada por homologia con una proteina homéloga bacteriana, el transportador
de leucina de Aquifex aeolicus (LeuT,,), cuya estructura cristalina ha sido esta-
blecida a una resolucién de 1.65 A (35). Esta elevada resolucion, infrecuente
entre las proteinas de membrana, ha proporcionado numerosas claves para des-
entrafar las bases estructurales del funcionamiento de los transportadores de la
familia SLC6/NSS. Aunque el grado de conservacion de la secuencia de ami-
nodcidos de LeuT,, en relacién con sus homdlogos de eucariotas es escasa (20-
25%), sin embargo aumenta considerablemente en las secuencias de las hélices
o. TM donde residen los sitios de unidn a sustratos e iones. La secuencia de las
regiones mas hidrofilicas, extremos amino y carboxilo terminales asi como los
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bucles extra e intracelulares que conectan los segmentos TM, son las de menor
nivel de conservacion.

El plegamiento de LeuT,, constituye una estructura novedosa, no conocida
hasta la fecha, aunque con posterioridad se han publicado plegamientos estruc-
turalmente homodlogos en dos familias de transportadores no relacionados con
los SLC6/NSS, lo que sugiere que representa un patrén estructural mds general
(36, 37). Las primeras diez hélices oo TM constituyen el nicleo de la proteina
en el que se reconocen dos mitades que contienen dos elementos estructurales
repetitivos con topologia invertida (TM1-5 y TM6-10) que pueden superponer-
se por rotacion de uno de ellos respecto al plano de la membrana. La interfase
entre estas dos repeticiones o mitades contiene el sitio de unién al sustrato y dos
iones sodio (Nal y Na2). El bolsillo de unién estd formado por residuos de los
TMI1 y TM6 que, dispuestos de modo antiparalelo, tienen interrumpida la es-
tructura o-helicoidal en su porcién central, asi como residuos de los TM3, TM7
y TMB&. El grupo carboxilo del sustrato estd en contacto directo con el i6n so-
dio en Nal, lo que proporciona una base estructural muy adecuada para expli-
car el acoplamiento i6nico del movimiento del sustrato durante el cotransporte.
Dos residuos aromadticos (Tyr108 y Phe253) estabilizan un par iénico entre los
residuos Arg30-Asp404, que actia a modo de compuerta externa y, en el lado
citoplasmatico, el par Arg5-Asp369 forman la compuerta interna. En la estruc-
tura cristalizada, ambas compuertas aparecen cerradas. Algunos de los residuos
que forman el bolsillo de unién de LeuT,, se habian identificado en estudios
funcionales previos con mutantes de neurotransportadores, lo que demuestra que
la estructura es relevante para otros miembros de la familia SLC6/NSS. Tal es
el caso de la Tyr108 del TM3, conservada en toda la familia, cuyo grupo hi-
droxilo interacciona con el carboxilo de la leucina y cuya implicacién en la unién
del sustrato y actividad de transporte habia sido descrita para los transportado-
res GAT-1, SERT y GLYT2 (38-40). Los determinantes de la especificidad de
sustrato parecen residir en las cadenas laterales de los residuos de TM3, TM6
y TM8 que rodean la regién no polar de la leucina en LeuT,,. En GLYT1 y
GLYT2 estos residuos son sustituidos por aminoacidos con cadenas laterales
mads voluminosas que podrian acomodar mejor a la glicina de menor tamaiio
(35). El modelo de LeuT,, ha demostrado su utilidad para los GLYTs ya que ha
permitido identificar un residuo del TM6 como tnico responsable de la dife-
rente sensibilidad de estos transportadores al inhibidor competitivo, sarcosina
(N-metilglicina). La presencia de una serina (Ser481) en el sitio de unién al sus-
trato de GLYT2 impide la interaccién de esta isoforma con sarcosina, de mayor
tamafio que la glicina. Sin embargo, GLYT1 que en la posicién equivalente tie-
ne un residuo de glicina (Gly403), mds pequefio, puede no sélo unir la sarcosi-

157



CARMEN ARAGON RUEDA Y BEATRIZ LOPEZ-CORCUERA

na sino incluso transportarla (41). Sin embargo, aunque el sitio de unién a gli-
cina puede ser modelado por homologia con la estructura bacteriana y los resi-
duos implicados en la coordinacién de sodio en los sitios Nal y Na2 parecen
estar conservados entre los transportadores SLC6/NSS, la explicacion de este-
quiometrias alternativas a la 2:1:1 mostradas por algunos componentes de la fa-
milia como GLYT2 o SERT, es un aspecto que aun esta por resolver (42).

Los transportadores eucariotas SLC6/NSS son funcionalmente dependien-
tes de CI para el transporte de sodio y el sustrato, propiedad que estd ausente
en LeuT,, y demds miembros bacterianos. La reciente identificacion del sitio
de cloruro ha confirmado la hipétesis de que el papel funcional del anién es
llevado a cabo por aminodcidos con carga negativa (Glu290 en LeuT,,) en aque-
llos miembros SLC6 que no lo requieren durante el transporte (43, 44). El si-
tio propuesto estd formado por residuos de TM2, TM6 y TM7 y estd a tan sélo
5 A del sitio Nal, proximidad que justifica el estrecho acoplamiento iénico. El
intercambio de glutamato por serina en la posicién 290 de LeuT,, genera mu-
tantes bacterianos dependientes de cloruro y, el cambio reciproco en la posi-
cién homoéloga en GAT1 y SERT, produce mutantes cuyo transporte es inde-
pendiente del anién. Se ha sugerido que el papel del cloruro es estabilizar la
unién del sodio y compensar las multiples cargas positivas del complejo de
translocacion, por lo que es requerido en las etapas iniciales del ciclo de trans-
porte (43, 44).

Mecanismo funcional: modelo de acceso alternante

Esta bastante aceptado que los transportadores funcionan exponiendo alter-
nadamente los sitios de unién a los sustratos a un lado y otro de la membrana,
lo que permite captarlos en un compartimento, y liberarlos en el opuesto. Para
que esto suceda, se requiere que las dos compuertas externa e interna no estén
abiertas simultdneamente (Figura 3). El ciclo catalitico del transporte se inicia
con la unién en el exterior de iones y sustrato a la conformacién «hacia fuera»
del transportador que mantiene abierta la compuerta externa. Esta unién provo-
ca simultineamente el cierre de la compuerta externa y la apertura de la inter-
na, con la adquisicién de la conformacién «hacia dentro». La coordinaciéon en
el funcionamiento de las dos compuertas es clave ya que, si se abriesen simul-
tdneamente, la energia contenida en el gradiente de sodio se perderia. Tras la li-
beracion del sustrato y los iones al interior celular, la compuerta interna se cie-
rra a la vez que la externa se abre completando el ciclo (35). La tdltima etapa,
el retorno del transportador vacio, es la mas lenta y limitante del proceso glo-
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FiGura 3. Representacion esquemdtica del mecanismo de «acceso alternante». Las diferentes
conformaciones que el transportador adopta a lo largo del ciclo de transporte son tales que los
sitios de union de la glicina y los iones tinicamente son accesibles desde un lado de la membra-
na. Asi en el lado externo, el sustrato e iones se unirdn a la conformacioén «hacia fuera» del
transportador, esta union induce cambiols conformacionales en el transportador, liberandose la

glicina e iones desde la conformacion «hacia dentro» del transportador por ser los sitios de union
accesibles al interior celular.

bal y las mutaciones que bloquean al transportador en esta etapa, impiden que
el ciclo de transporte se complete pero no afectan al intercambio reversible de
sustrato e iones a ambos lados de la membrana. Esto explica que el transporte
sea mds lento que el intercambio, en el que esta etapa de retorno no estd im-
plicada. Esta teoria ha encontrado soporte en las estructuras cristalizadas de Leu-
T,, que presentan el bolsillo de unién a los sustratos e iones (incluso inhibido-
res) aislado del medio acuoso extra e intracelular por las respectivas compuertas
(35, 45). Asimismo, el plegamiento de LeuT,, ha proporcionado una base es-
tructural para la explicacion detallada del mecanismo de acceso alternante para
el cual han sido propuestos dos modelos. Uno de ellos aprovecha la pseudo-si-
metria de la estructura de LeuT,, y propone que el transportador sufre un cam-
bio conformacional que abre la compuerta interna a la vez que cierra la exter-
na, de modo que el movimiento de dominios para abrir la compuerta interna es
igual y simétrico al que cierra la externa (46). El otro modelo se basa en la de-
mostracién de que LeuT,, presenta un segundo sitio de unioén al sustrato que se-
ria el que, tras su unién en la conformacién «hacia fuera», determinaria la aper-
tura de la compuerta interna (47). La elucidacion del mecanismo por el que se
produce el acceso alternante en los transportadores SLC6/NSS atin requiere tra-
bajo experimental.
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Oligomerizacion

Aunque la estructura cristalina de LeuT,, corresponde a un dimero, la identi-
ficacién de los elementos estructurales que forman el bolsillo de unién del sus-
trato e iones en cada mondmero sugiere que son funcionales de modo indepen-
diente (35). La dimerizacion de LeuT,, esta sustentada por las dos ultimas hélices
o (TM11 y TM12) que no intervienen directamente en el nucleo funcional de la
proteina. La formacién de oligémeros se ha observado en diferentes transporta-
dores eucariotas de la familia SLC6/NSS (ver revision, 48) y, recientemente, se
ha demostrado en GLYT1 y GLYT2 en membranas de células transfectadas y de
cerebro mediante microscopia FRET y entrecruzamiento de protémeros (49, 50).
Sin embargo, aunque es dudoso que la oligomerizacion de estas proteinas se re-
quiera para el transporte, es probable su implicacién en el trifico del transporta-
dor desde su salida del reticulo endopldsmico hacia la membrana plasmética, como
se ha descrito para GAT1 y GLYT1 (49,51). Asi, cualquier alteracién en la capa-
cidad de oligomerizacién podria impedir el correcto posicionamiento de los trans-
portadores en la membrana y afectar, en definitiva, a la capacidad de transporte.

Consecuencias de la eliminacion de los genes codificantes de GLYT1
y GLYT2

La funcién de GLYT1 y GLYT2 in vivo fue puesta de manifiesto median-
te la generacion de ratones modificados genéticamente a los que se eliminé el
gen de GLYT1 (Slc6a9) o GLYT2 (Slc6a5) (26, 27). Los ratones GLYT1” su-
frian alteraciones respiratorias y motosensoriales graves caracterizadas por le-
targia, hipotonia y falta de respuesta a estimulos sensoriales que provocaban su
muerte a las 6-14 h tras el nacimiento. Los registros funcionales del circuito
neuronal del tallo cerebral responsable del ritmo respiratorio presentaban un pa-
trén irregular y muy lento que se normalizaba con la adicidn de estricnina, el
antagonista del GlyR. Las motoneuronas del niicleo hipogloso del tallo cerebral
de estos animales también presentaban una activacion ténica elevada de GlyR
debido a una concentracién de glicina en la sinapsis superior a la normal (26).
Estas observaciones revelaron el papel de GLYT1 en el mantenimiento de los
niveles de glicina requeridos para una neurotransmision glicinérgica normal, que
impida el fallo respiratorio en el periodo neonatal.

Los ratones GLYT2”, aparentemente normales al nacer, sin embargo mori-
an prematuramente durante la segunda semana de vida debido a alteraciones
neuromotoras graves caracterizadas por rigidez muscular, espasticidad, temblo-
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res, convulsiones. Los andlisis electrofisiolégicos de neuronas de tallo cerebral
aisladas de estos ratones, mostraban una menor amplitud de las corrientes pos-
tsindpticas espontdneas inhibidoras glicinérgicas (IPSCs), debido a una dismi-
nucion de la liberacién del neurotransmisor en la sinapsis. Por tanto, GLYT2
desempefia un papel crucial en el reciclaje de glicina en el terminal presindpti-
co aportando suficiente neurotransmisor para el rellenado de las vesiculas si-
napticas y el mantenimiento de su contenido (27). Los resultados obtenidos en
los ratones deficientes genéticamente permiten adjudicar papeles complementa-
rios, y por tanto no redundantes, a GLYT1 y GLYT2 en la neurotransmision gli-
cinérgica inhibidora, lo que ha despertado el interés en el desarrollo de una far-
macologia selectiva de los GLYTs con posibles aplicaciones en la modulacién
de la neurotransmisién glicinérgica.

Las caracteristicas funcionales de GLYT1 y GLYT2 son idéneas para lle-
var a cabo sus respectivos papeles fisioldgicos. Debido al mayor acoplamiento
a sodio, GLYT2 puede acumular niveles de glicina en el citoplasma de la ter-
minal del orden de mM, coincidiendo con la afinidad del transportador vesicu-
lar de glicina, VIAAT. Estudios inmunohistoquimicos han confirmado la mayor
acumulacion de glicina en neuronas que expresan GLYT2 (52). Ademas, GLYT2
también participa junto a GLYT1 en la finalizacién de la accion de la glicina en
algunas sinapsis. Prueba de ello es el aumento en los niveles de glicina y pro-
longacion de los potenciales postsindpticos glicinérgicos observados al inhibir
GLYT?2 con compuestos especificos (53, 54). Por otra parte, GLYT1 puede fun-
cionar de forma reversible retirando o liberando glicina en la sinapsis debido a
su menor acoplamiento al gradiente de sodio. Esta liberacion de neurotransmi-
sor por un mecanismo independiente de Ca®* puede ser importante en determi-
nadas situaciones fisiopatoldgicas de despolarizaciéon neuronal 6 de astrocitos.

El papel que GLYT1 desempeiia en la neurotransmisién glutamatérgica no
ha podido establecerse en los ratones GLYT1” ya que su muerte prematura ocu-
rre con anterioridad al desarrollo de la transmision mediada por glutamato. Sin
embargo, los ratones heterocigotos (GLYT1*") adultos, en los que los niveles de
GLYTTI caen al 50%, presentan una elevada actividad del receptor de glutama-
to tipo NMDA respecto a otros tipos (AMPA), y aventajan a los animales con-
troles en pruebas de memoria espacial (55). Estas respuestas son andlogas a las
que se observan en animales en los que se ha producido inhibiciéon farmacol6-
gica de GLYT1 in vivo (56). Resultados similares se desprenden de un recien-
te trabajo con ratones mutantes condicionales en los que el gen de GLYT1 se
elimina selectivamente de neuronas del cerebro anterior (57, 58). Asi, los datos
indican que el bloqueo o baja expresiéon de GLYT1 puede producir la sobresti-
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mulacion de los receptores de glutamato tipo NMDA debido a la elevacién de
los niveles sindpticos de glicina.

Regulacion de los transportadores de glicina

En la actualidad son escasos los datos existentes sobre la regulacién de la sin-
tesis y degradacion de los transportadores de glicina. La expresion de GLYT1 esta
regulada por factores de transcripcion de la familia HMGN3, muy abundantes en
células de glia y retina, coincidiendo con la elevada presencia del transportador
(59). El complejo Trb-1/CASK, especifico de neuronas, regula la transcripcion de
GLYT]1 al unirse directamente a la regiéon 5 del promotor (60). En cultivos mix-
tos glia/neurona, la expresion glial de GLYT1 es dependiente de la actividad de
las neuronas adyacentes, a través de un mecanismo aun por determinar (61). En
los nicleos cocleares dorsales del sistema auditivo la estimulacion acistica de la
actividad neuronal regula la transcripcion del gen de GLYT2 (62).

En una fase posterior a la sintesis de los transportadores en el ribosoma, los
cambios en la actividad y/o en el nimero de moléculas de GLYT1 y GLYT2 en
la membrana plasmdtica podrian afectar en gran medida a la eficacia de la neuro-
transmision inhibidora y excitadora en la que desempeiian su papel. En este sen-
tido, se han propuesto diversos mecanismos reguladores. El tréafico intracelular
de GLYTI1 y GLYT2 hasta su llegada a la superficie celular estd modulado por
modificaciones postraduccionales e interacciones con diversas proteinas. La pro-
fusa N-glicosilacién del bucle extracelular 4 es necesaria para la correcta inser-
ciéon de GLYT1 y GLYT2 en zonas determinadas de la membrana en células po-
larizadas (33, 34), aspecto fundamental por tratarse de proteinas neuronales. Las
interacciones del extremo C-terminal de GLYT1 con componentes del complejo
del exocisto y con la proteina PSD95 parecen contribuir a la fidelidad y estabi-
lidad de la insercién en la membrana, respectivamente (29, 63). En las termina-
les presindpticas, la interaccion de GLYT2 con sintenina-1 y la proteina SNARE
sintaxina 1A estabilizan y regulan la insercion del transportador en la membra-
na (64-66). El extremo N-terminal de GLYT?2 interacciona con Ulip-6 (Unc-33),
miembro de una familia de proteinas implicadas en el crecimiento axonal. Ulip-
6 podria activar la endocitosis de GLYT2, lo que disminuirfa la presencia del
transportador en la membrana (67). Algunos componentes de vias de sefaliza-
cién, como el Ca* y la protefna kinasa C, también regulan el tréfico intracelular
de los GLYTs (68, 69). Los mecanismos por los que actian no han sido del todo
establecidos, si bien podrian indirectamente modular las interacciones con las
proteinas descritas, activar la endocitosis dependiente de ubiquitinacién o direc-
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tamente inducir la exocitosis dependiente de Ca®" a través del complejo SNARE
(66). No se ha detectado fosforilacion directa de GLYT1 y GLYT2 por la prote-
ina kinasa C y permanece la incdgnita de si este mecanismo es responsable de
la endocitosis mediada por los ésteres de forbol (70).

El reciente establecimiento de la asociaciéon de GLYT2 con microdominios
lipidicos ricos en colesterol y esfingolipidos (membrane rafts) en neuronas de ta-
llo cerebral ha afiadido un mecanismo nuevo de regulacion de la actividad de este
transportador. La modificacion farmacoldgica de los componentes lipidicos de los
rafts, reduce tanto su inclusion en rafts como su actividad de transporte de glici-
na, lo que indica que GLYT?2 requiere la localizacién en balsas lipidicas para man-
tener una funcién éptima (71). Ademas, la endocitosis del transportador podria es-
tar relacionada con su asociacioén a rafts, ya que el tratamiento con ésteres de
forbol no sélo activa la internalizaciéon de GLY'T2, como parece ser una caracte-
ristica general de los transportadores SLC6/NSS, sino que desplaza a GLYT2 de
los rafts. Sin embargo, un mutante refractario a la endocitosis mediada por éste-
res de forbol, no experimenta este efecto y permanece asociado a rafts (72).

Otros compuestos a afiadir a la numerosa lista de moduladores, en este caso
de GLYT]1, son el acido araquidénico, la anandamida, los iones Zn** y los H*.
Todos ellos también actian sobre los receptores NMDA, por lo que la modula-
cién conjunta de ambas proteinas supondria una regulacién mds precisa y efi-
caz de la actividad glutamatérgica (73-75).

NEUROTRANSMISION GLICINERGICA Y PATOLOGIAS DEL SNC

Los fenotipos de los ratones GLYT1” y GLYT2" son muy diferentes entre
si y presentan caracteristicas similares a los sintomas de dos tipos de enferme-
dades hereditarias humanas que aparecen en la primera etapa postnatal o en la
adolescencia. Los animales GLYT1" en sus escasas horas de vida postnatal pre-
sentan letargia, hipotonia, escasa respuesta a estimulos tactiles y una severa de-
presion del ritmo respiratorio, sintomas todos ellos que se manifiestan en la en-
cefalopatia glicinérgica o hiperglicinemia no ceténica humana (OMIM 605899).
En los pacientes de esta enfermedad en los que se conoce su etiologia, ésta se
debe a una defectuosa degradacion intracelular de la glicina provocada por mu-
taciones en alguna de las proteinas del «sistema de degradacion de glicina o des-
carboxilasa de glicina», (GCS). La mayoria de los pacientes presentan defectos
en las proteinas P o T mitocondriales, que hacen inactivo al GCS, lo que gene-
ra elevados niveles de glicina en los fluidos corporales incluido el fluido cefalo-
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rraquideo (76). Sin embargo en algunos de estos pacientes no se han encontrado
tales polimorfismos, lo que abre la posibilidad de que otros genes puedan estar
implicados, entre ellos GLYT1, cuya actividad de transporte proporciona sustra-
to a este complejo de degradacién en astrocitos (76, 77). Quizd polimorfismos
aun no conocidos del gen de GLYT1 estén asociados con esta enfermedad.

Los ratones mutantes GLYT2” presentan sintomas antagénicos a los ante-
riores, mds propios de una hipoglicinemia tales como una alterada coordinacién
motora, rigidez muscular, espasticidad, temblores frecuentes y convulsiones, en-
tre otros. Este fenotipo reproduce en gran medida los sintomas de la hiperple-
xia humana (27).

Hiperplexia

Durante mucho tiempo se habia considerado a la neurotransmisién gabaérgi-
ca como la responsable de diferentes alteraciones neuromusculares como epilep-
sia y la hiperplexia o enfermedad del sobresalto. Sin embargo, estudios farmaco-
l6gicos y genéticos han puesto de manifiesto que las vias de neurotransmision
glicinérgica inhibidora estan directamente relacionadas con la hiperplexia heredi-
taria (comunmente denominada a veces «sindrome del bebé entumecido», OMIM
149400). Es un sindrome clinico poco comin que se manifiesta muy pronto tras
el nacimiento (o incluso en el periodo intrauterino). Se caracteriza por una res-
puesta exagerada a estimulos somatosensoriales e hipertonia muscular. Los indi-
viduos reaccionan con sobresaltos enérgicos y sostenidos manteniendo una apre-
ciable rigidez de tronco y extremidades con aparicion de temblores frecuentes, que
en ocasiones recuerdan a las respuestas propias de ataques epilépticos ténicos.
Aunque con el paso del tiempo algunos de los sintomas iniciales pueden atenuarse,
el riesgo de muerte subita del bebé es alto como consecuencia de fallos cardio-
rrespiratorios y espasmos laringeos (78-80).

Hiperplexia postsindptica: mutaciones en el receptor de glicina (GIyR)
y proteinas relacionadas

Los andlisis de ligamiento genético llevados a cabo en la década de los 90 de-
mostraron que la regién distal del cromosoma 5q estaba relacionada con la hiper-
plexia hereditaria y que mutaciones en el gen Glral que codifica la subunidad ol
del GlyR, localizado en esa regién del cromosoma, 5q32, causaban formas auto-
sémicas dominantes o recesivas de hiperplexia segtin el tipo y posicién de la mu-
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FiGurA 4. Mutaciones causantes de hiperplexia hereditaria identificadas en los genes de su-
bunidades del receptor de glicina y del transportador de glicina GLYT2. (a) y (b) Estructura se-
cundaria de las subunidades ol y B del receptor postsindptico de glicina GlyR. Son proteinas po-
litépicas que atraviesan la membrana mediante cuatro dominios helicoidales y dejan, a modo de
antenas extracelulares, los extremos amino y carboxilo. (¢) Estructura secundaria del transpor-
tador neuronal de glicina GLYT2. La proteina presenta 12 dominios transmembrana con los ex-
tremos amino y carboxilo localizados en el interior celular. Se indica con puntos oscuros la po-
sicion en las proteinas de las mutaciones causantes de hiperplexia hereditaria identificadas hasta
la fecha en los genes Glral, Glrb y Slc6a5 que codifican GlyRal, 3 y GLYT2, respectivamente.

tacion (81, 82). Las alteraciones encontradas en pacientes son sustituciones pun-
tuales de residuos, truncamientos de la proteina (sin sentido) y cambios de fase de
lectura. La gran mayoria se deben a polimorfismos que afectan a los dominios M1-
M3 del GlyRal, donde se hallan el sitio de unién a glicina y los determinantes del
canal de cloruro. Las mutaciones autosémicas dominantes mas numerosas se en-
cuentran préximas al dominio TM2 de GlyRal, siendo las mds frecuentes la sus-
titucién de la Arg271 por Leu o Gln (R271L o R271Q). Este residuo es necesario
para la selectividad anidnica del canal de cloruro. Otras mutaciones alteran la co-
municacion alostérica entre el canal y el sitio glicina determinando una disminu-
cién aparente de la afinidad por el neurotransmisor (Figura 4). También se han en-
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contrado mutaciones en Glral responsables de formas autosémicas recesivas de la
enfermedad, aunque no se han detectado mutaciones en otras subunidades del GlyR
(02, 03, 04), lo que parece coherente con su menor abundancia y su emergente
papel en procesos no relacionados con el control de la coordinacién de respuestas
motoras espinales. Mas recientemente se han descrito casos de hiperplexia causa-
dos por mutaciones en el gen de la subunidad 3 del GlyR, Girb (83), asi como en
los genes de proteinas asociadas al GlyR, como la gefirina (GPNH) y colibistina
(ARHGEF9) que forma parte de la maquinaria de sefializaciéon que controla la mi-
gracion de gefirina hacia la membrana postsindptica en desarrollo (1, 84, 85, para
revision ver 11, 13). Para casi todas estas mutaciones se han generado lineas de ra-
tones mutantes (Oscillator, Nmf11, Cincinatti) que generan fenotipos con sintoma-
tologia similar a la manifestada en la enfermedad en humanos (86-88).

Hiperplexia presindptica: mutaciones en el transportador neuronal de glicina
GLYT2

Aproximadamente un 70% de los pacientes diagnosticados de hiperplexia he-
reditaria no presentan mutaciones en los genes GIyR, GPNH o ARHGEF9A, clasi-
camente asociados con la enfermedad, lo que sugiri6 la implicacién de otros ge-
nes en su etiologia. Una valiosa pista en la bisqueda de genes candidatos fue
proporcionada por los ratones carentes del gen de GLYT2, cuyo fenotipo reprodu-
ce los sintomas de los animales con mutaciones en Glral (Oscillator, Nmfl1, Cin-
cinatti). Los recientes andlisis genéticos han permitido describir varias mutaciones
en el gen de GLYT2, Sic6a5, localizado en el brazo corto del cromosoma 11
(11p15.1) causantes de hiperplexia humana (89, 90). Sic6a5 posee 16 exones dis-
tribuidos en una region de aproximadamente 21.4 Mb en la que sélo el primer exén
contiene el sitio de iniciacion de la traduccidén. Se han localizado 11 mutaciones en
los pacientes diagnosticados de hiperplexia que estdn repartidas por el marco de
lectura de la proteina y afectan a los exones 2, 5, 7-10 y 13, estando ausentes en
individuos sanos. La mayor parte tienen cardcter autosémico recesivo. Funcional-
mente son mutaciones puntuales o sin sentido que producen, en todos los casos,
un transportador inactivo. Algunas generan un transportador truncado y, por lo tan-
to, inactivo (Y377X, V432F+{s97, Q630X, P108L+fs25). Otras, producen una pro-
teina que, si bien se expresa en la membrana plasmadtica, es una proteina inactiva
por fallos en la unién de alguno de sus ligandos, glicina (W482R) o sodio (N509S)
o por estar la sustitucién en regiones cruciales para la actividad de transporte
(T425M, Y491C, N511S). En otros polimorfismos de hiperplexia hereditaria,
GLYT?2 no se expresa en la membrana plasmadtica y queda retenido en el reticulo

166



FISIOPATOLOGIA DE LA NEUROTRANSMISION GLICINERGICA

endoplasmico al estar alterado su trafico intracelular (S512R). Esta mutacién es la
unica que se manifiesta como dominante, lo que ha llevado a sugerir que podria
funcionar como dominante negativo del trafico de GLY T2, probablemente mediante
retencion del transportador silvestre en un oligdmero comtn. Otros polimorfismos
del gen Slc6a5 producen transportadores aparentemente activos y funcionales, ha-
biéndose propuesto para estos casos fallos en la interaccién de GLYT2 con prote-
fnas accesorias necesarias para el correcto trafico de GLYT2 hacia la membrana
en el sistema nervioso (L306V, A89E, G767R, 85,86). Las proteinas sintenina-1,
sintaxina 1Ay Ulip-6 que interaccionan con GLYT2, asi como el transportador ve-
sicular de glicina VIAAT, se consideran posibles candidatos (91). Mds reciente-
mente se ha descrito una mutacién del gen de GLYT2 vacuno (L270P) como res-
ponsable de una enfermedad similar a la hiperplexia humana, la distonia muscular
congénita, enfermedad letal para el ganado con las consiguientes repercusiones eco-
némicas. La mutacién probablemente interrumpe la estructura o helicoidal del
TM3, que contiene residuos cruciales en la unién de glicina (35, 92).

Esquizofrenia

El doble papel que GLYT1 desempeiia regulando los niveles de glicina en
la sinapsis inhibidora glicinérgica y excitadora glutamatérgica convierte al trans-
portador en un blanco terapéutico potencial para algunas patologias asociadas a
alteraciones de estas vias nerviosas.

La esquizofrenia es un grave patologia del SNC cuya etiologia se ha asociado
tradicionalmente a una sobreactivacion de vias dopaminérgicas (hip6tesis dopami-
nérgica). El deterioro cognitivo producido en estos pacientes se trata en la actualidad
con antipsicéticos, antagonistas de los receptores de dopamina D2. Sin embargo, es-
tudios preclinicos y clinicos realizados en la tltima década han llevado a desarrollar
la hipdtesis glutamatérgica que postula que muchos de los sintomas de la patologia
que afectan al deterioro cognitivo son debidos a una reducida funcién del receptor
NMDA. Asi, la inactivacién de los genes de algunas subunidades del receptor y la
inhibicién funcional con agentes especificos que lo bloquean, reproducen algunos de
los sintomas psicoticos de la esquizofrenia (93-95). Por otra parte, la sobreexpresion
de la subunidad NR2B de NMDA en ratones aumenta su capacidad de aprendizaje,
de forma similar a lo observado en ratones mutantes GLYT1*" (96). Puesto que
GLYTT1 regula las concentraciones de glicina en el microentorno de los receptores
de NMDA vy la reduccion de la actividad de GLYT1 neuronal mejora el aprendizaje
asociativo, en la actualidad parece claro que el bloqueo de transportador GLYT1 cons-
tituye un abordaje farmacoldgico para el tratamiento de la esquizofrenia. En este sen-
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tido, son alentadores los resultados de los ensayos clinicos en pacientes de esquizo-
frenia realizados con sarcosina y derivados que han mostrado mejoria de los sinto-
mas cognitivos y psicéticos (56, 97). Actualmente, varias compaiiias farmacéuticas
estan llevando a cabo ensayos preclinicos con una segunda generacion de inhibido-
res de GLYT1 no relacionados estructuralmente con la sarcosina (98, 99). La dispo-
nibilidad de inhibidores selectivos de la forma neuronal de GLYT1 permitiria, asi-
mismo, abundar en el estudio de su papel fisiolégico.

Otras patologias

La red de interneuronas glicinérgicas localizadas en las astas dorsales de la
médula espinal regulan la transmision de sefiales nociceptivas desde la perife-
ria a regiones superiores del cerebro (100). El desequilibrio entre la neuro-
transmision excitadora e inhibidora de esta region medular desempena un papel
clave en la patologia del dolor crénico tanto de tipo inflamatorio como neuro-
patico. Actualmente se considera a la inhibicién de la neurotransmisién glici-
nérgica o desinhibicién como el mecanismo responsable de la patologia (101).
Por tanto el aumento de los niveles de glicina en las sinapsis de las astas dor-
sales por inhibidores de los GLYTs podria producir analgesia. Los resultados de
trabajos recientes demuestran la eficacia de la inhibicién de los GLYTs en el
control del dolor neuropético en ratones (102, 103).
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6. Endocannabinoides: un nuevo sistema
de comunicacion en el cerebro
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E
ISMAEL GALVE-ROPERH

RESUMEN

La marihuana (Cannabis sativa L.) se ha empleado tanto médica como re-
creativamente desde hace muchos siglos. Sin embargo, la estructura quimica de
sus componentes activos (los cannabinoides) no se dilucidé hasta los afios 1960.
Hoy en dia sabemos que los cannabinoides actiian en el organismo a través de
receptores especificos que son normalmente activados por una familia de mo-
léculas endogenas denominadas endocannabinoides. Este sistema endocannabi-
noide regula criticamente la neurotransmisiéon en numerosas regiones del siste-
ma nervioso central, actuando como una sefial retroinhibidora para evitar el
exceso de actividad presindptica. Estos y otros hallazgos han contribuido a una
extraordinaria expansion en el conocimiento basico de como los (endo)canna-
binoides actian en nuestro organismo, asi como al renacimiento del estudio tan-
to de sus propiedades terapéuticas como de sus acciones como sustancias de
abuso.

Palabras clave: Cannabinoide. Receptor. Neuromodulacién. Neurona. Glia.

ABSTRACT

Endocannabinoids: a new brain communication system

Marijuana (Cannabis sativa L.) has been used both medicinally and recre-
ationally for many centuries. However, the chemical structure of its active in-
gredients (the cannabinoids) was not elucidated until the 1960s. Nowadays we
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know that cannabinoids act in the body via specific receptors that are normally
engaged by a family of endogenous molecules termed endocannabinoids. This
endocannabinoid system is a key regulator of neurotransmission in many areas
of the central nervous system, acting as a feedback signal that prevents exces-
sive presynaptic activity. These and other findings have contributed to a great
expansion in the basic knowledge of how (endo)cannabinoids act in our body,
as well as to the renaissance of the study of both their therapeutic properties and
their drug-of-abuse actions.

Keywords: Cannabinoid. Receptor. Neuromodulation. Neuron. Glia.

CANNABINOIDES

La marihuana (Cannabis sativa L.) es la unica especie del reino vegetal que
de manera bien establecida produce cannabinoides, una familia de moléculas
bioactivas de la cual se conocen hoy en dia mas de setenta representantes dife-
rentes (1). Aunque no se han estudiado con detalle las propiedades farmacold-
gicas de la mayoria de estos compuestos, estd ampliamente aceptado que el A’-
tetrahidrocannabinol (THC; Figura 1) es el mas importante tanto por su alta
abundancia en la planta como por su elevada potencia de accién (1, 2). Otros
cannabinoides como el cannabinol y el cannabidiol pueden aparecer asi mismo
en niveles significativos en la planta y sus preparados, pero su potencia de ac-
cién es muy reducida. Desde los afios 1990 sabemos que el THC ejerce su gran
variedad de efectos, tanto en el sistema nervioso central como en distintas lo-
calizaciones periféricas del organismo, debido a que es similar a una familia de
moléculas producida por numerosos animales, incluido el ser humano, y cuya

Abreviaturas: AC, adenilil ciclasa; AEA, N-araquidonoiletanolamina (anandamida); 2-AG,
2-araquidonoilglicerol; ATF-4, factor activador de la transcripcion 4 (activating transcription fac-
tor 4); cAMP, adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico; CHOP, proteina homéloga a CCAAT/enhan-
cer binding protein (C/EBP) (C/EBP homologue protein); DAG, sn-1,2-diacilglicerol; DAGL, sn-
1-diacilglicerol lipasa; ERK, quinasa regulada por sefiales extracelulares (extracellular
signal-regulated kinase); FAAH, amidohidrolasa de acidos grasos (fatty acid amide hydrolase);
GABA, icido y-aminobutirico; iR, receptor ionotrépico; JNK, quinasa del extremo N-terminal de
c-Jun (c-Jun N-terminal kinase); MAGL, monoacilglicerol lipasa; mR, receptor metabotrépico;
NAPE, N-acilfosfatidiletanolamina; NMDA, N-metil-D-aspartato, NT, neurotransmisor; PKA,
proteina quinasa A; PLC, fosfolipasa C; PLD, fosfolipasa D; RIM-10., molécula que interaccio-
na con Rab3 1o (Rab3-interacting molecule-1-); SM, esfingomielina; SMasa, esfingomielinasa;
SPT, serina palmitoiltransferasa; THC, A’-tetrahidrocannabinol; TRB3, homélogo de la proteina
tribbles 3 (tribbles homologue 3); VSCC, canal de Ca** sensible a potencial (voltage-sensitive
Ca** channel).
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A?-Tetrahidrocannabinol {THC)

1=
OHY - —
Anandamida ( AEA)

OH
o
OH

2-Araquidonoilglicerol (2-AG)

FiGura 1. Estructura quimica de los principales cannabinoides. Estructura quimica del A’-
tetrahidrocannabinol (principal fitocannabinoide) y la anandamida y el 2-araquidonoilglicerol
(principales endocannabinoides).

accion por tanto mimetiza. Estas moléculas se denominan por ello cannabinoi-
des enddégenos o endocannabinoides. Quimicamente hablando se trata de deri-
vados del 4cido araquiddnico, y la anandamida (N-araquidonoiletanolamina,
AEA) (3) y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG) (4,5) son sus principales repre-
sentantes (Figura 1). Se han obtenido ademds en el laboratorio muy diversos
andlogos sintéticos de los cannabinoides naturales, tanto de la planta (fitocan-
nabinoides) como de los endocannabinoides, que muestran una especificidad y
potencia de acciéon mucho mds elevadas, y entre cuyos representantes el WIN-
55,212-2 y el HU-210 son quizds los actualmente mds empleados como herra-
mientas farmacoldgicas en la investigacion sobre cannabinoides.
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Cannabinoides
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Ficura 2. Cannabinoides y sus receptores. Los tres tipos de cannabinoides (vegetales, endogenos

y sintéticos, cuyos ejemplos mds representativos podrian ser THC, anandamida y WIN-55,212-2,

respectivamente) se unen a los mismos receptores (receptores CB) en la superficie celular, y a
través de ellos median sus efectos bioldgicos.

RECEPTORES DE CANNABINOIDES

Al ser compuestos estrechamente relacionados entre si, los cannabinoides tan-
to endégenos como de C. sativa y sintéticos actian en el organismo mediante las
mismas dianas moleculares. Se trata de receptores especificos localizados en la mem-
brana plasmatica de las células que se denominan receptores de cannabinoides o re-
ceptores CB (Figura 2) y de los cuales existen hoy en dia dos tipos bien caracteri-
zados molecular y farmacoldgicamente: el receptor de tipo 1 6 receptor CB, (6) y
el receptor de tipo 2 6 receptor CB, (7). Es posible no obstante que existan en el
organismo otros receptores, como GPR55 (8) o TRPV1 (9), que medien algunas ac-
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Cannabinoides

Reservoros
infracellulares

PB-ATFA-CHOP / - e"\..a—'.
TRB3 )
PKA

CONTROL DE FUNCIONES CELULARES

FIGurA 3. Mecanismos de seiializacion acoplados al receptor CB, cannabinoide. Los
cannabinoides ejercen sus efectos a través de receptores acoplados a proteinas G, principalmente
G,,- En concreto, el receptor CB, cannabinoide regula una gran variedad de sistemas de
senalizacion celular. Entre estos efectos se incluyen los siguientes: (i) la inhibicion de la via de la
adenilil ciclasa (AC)-adenosina 3’ .5’ -monofosfato ciclico (cCAMP )-proteina quinasa A (PKA); (ii)
el control de la concentracién citoplasmdtica de Ca’* libre, tanto por cierre de canales iénicos de
membrana plasmdtica [por ejemplo canales de Ca’* sensibles a potencial (voltage-sensitive Ca**
channels, VSCC)] como por salida de Ca’* de reservorios intracelulares como el reticulo
endopldsmico (probablemente via proteinas G,); (iii) la activacién de cascadas de proteina
quinasas activadas por mitéogenos como ERK (quinasa regulada por seiiales extracelulares;
extracellular signal-regulated kinase), JNK (quinasa del extremo N-terminal de c-Jun; c-Jun N-
terminal kinase) y p38; (iv) la generacion del esfingolipido ceramida a través de dos posibles
mecanismos. la hidrolisis de esfingomielina (SM) via activacion de una esfingomielinasa (SMasa),
con la posible participacion de la proteina adaptadora FAN, y la sintesis de novo de ceramida,
probablemente via induccion de la serina palmitoiltransferasa (SPT); en las células tumorales, la
acumulacion de ceramida induce una respuesta de estrés de reticulo endopldsmico que
desencadena la induccion sucesiva de los factores de transcripcion p8, ATF-4 (factor activador de
la transcripcion 4; activating transcription factor 4) y CHOP [proteina homdloga a
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP);, C/IEBP homologue protein] y de la pseudoquinasa
TRB3 (homdlogo de la proteina tribbles 3, tribbles homologue 3); (v) la modulacion de la quinasa
de supervivencia Akt, tanto directamente a través de la sefializacion dependiente de proteinas G,
acopladas al receptor CB, como a través de la interaccion con TRB3. Todos estos y otros
mecanismos de sefializacion participan en el control de la funcionalidad celular por cannabinoides.
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ciones de los (endo)cannabinoides. Los receptores CB, y CB, pertenecen a la prin-
cipal clase de receptores del organismo (los receptores acoplados a proteinas G) y
se acoplan principalmente a proteinas G, aunque también se ha descrito que en al-
gunas situaciones pueden sefializar via proteinas G, (10, 11). A través de ambas, es-
tos receptores modulan rutas de sefializacion intracelular de gran importancia como
la via de la adenilil ciclasa (AC)-adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico (cAMP)-pro-
teina quinasa A (PKA), cascadas de proteina quinasas activadas por mitégenos como
ERK (quinasa regulada por sefiales extracelulares; extracellular signal-regulated ki-
nase), la generacion del esfingolipido ceramida y la via de la quinasa Akt (10-12).
Estos y otros mecanismos de sefializacién, que se detallan en la Figura 3, partici-
pan en el control de la funcionalidad celular por el sistema endocannabinoide.

Como parece l6gico suponer, tinicamente los tejidos del organismo que po-
seen receptores especificos para cannabinoides son blanco de la accidn de estos
compuestos. En concreto, la mayor parte de los efectos de los cannabinoides,
tanto sobre el sistema nervioso central como sobre diversas localizaciones peri-
féricas, estdn mediados por el receptor CB,, inicialmente denominado «receptor
central de cannabinoides» pero que hoy sabemos posee una localizacién muy
ubicua. Este receptor es especialmente abundante en dreas del sistema nervioso
central implicadas en el control de la actividad motora (ganglios basales, cere-
belo), memoria y aprendizaje (corteza, hipocampo), emociones (amigdala), per-
cepcién sensorial (tdlamo) y diversas funciones auténomas y endocrinas (hipo-
tdlamo, médula), lo que l6gicamente explica que los endocannabinoides modulen
estos procesos y que el consumo de marihuana interfiera con ellos (10, 11) (Fi-
gura 4). El receptor CB, estd presente también en las terminales nerviosas pe-
riféricas que inervan tanto la piel como los tractos digestivo, circulatorio y res-
piratorio, asi como en numerosos tejidos y dérganos como endotelio vascular,
hueso, testiculo, ttero, ojo, higado y tejido adiposo.

El receptor CB,, inicialmente denominado «receptor periférico de cannabi-
noides», muestra una distribucién mds restringida que receptor CB, y estd fun-
damentalmente presente en el sistema inmune, tanto en células (por ejemplo,
linfocitos y macréfagos) como en tejidos (por ejemplo, bazo, apéndice y gan-
glios). Se piensa por ello que este receptor estd implicado en la modulacién de
la respuesta inmune por el sistema endocannabinoide (10, 13).

SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

Los endocannabinoides, junto con sus receptores y sistemas especificos de
sintesis y degradacién, constituyen en el organismo el denominado sistema en-
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Bl Expresion alta del receptor CB,
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FiGura 4. Expresion del receptor CB, cannabinoide en distintas regiones del sistema nervioso
central. El receptor CB, cannabinoide constituye uno de los receptores mds abundantes del
sistema nervioso central, y se halla expresado en muy distintos tipos de neuronas de prdcticamente
todas sus regiones. Es particularmente abundante en el hipocampo (donde controla los procesos
de aprendizaje y memoria), la corteza (donde controla el procesamiento de informacion cognitiva),
el cerebelo (donde controla la actividad motora) y los ganglios basales (donde controla el
comportamiento motor 'y otros procesos muy diversos). Ademds, en la amigdala modula las
emociones, en el tronco cerebral y la medula espinal controla la respuesta nociceptiva, en el
sistema mesolimbico dopaminérgico participa en los procesos motivacionales y de recompensa,
en el hipotalamo regula la ingesta, etc. Original disponible en http://www.endocannabinoid.net.

docannabinoide o sistema cannabinoide endégeno. Este sistema (o al menos par-
te de sus componentes) aparece de forma altamente conservada en la gran ma-
yoria de animales, al menos en todos los deuterdstomos, y su funcién hasta aho-
ra mejor establecida es la de constituir un mecanismo de neuromodulacién en
el sistema nervioso central de los mamiferos (14, 15). Asi, cuando se activan
receptores de neurotransmisores en la membrana plasmdtica de una neurona
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FiGura 5. Papel neuromodulador de la anandamida. La ocupacion de receptores postsindpticos
de diversos neurotransmisores (NT), particularmente receptores ionotrépicos (iR) de glutamato,
eleva la concentracién citoplasmdtica de Ca** libre, lo cual induce (i) la activacién de N-
aciltransferasas que generan precursores fosfolipidicos de anandamida (AEA) como la N-
acilfosfatidiletanolamina (NAPE) y (ii) la subsecuente hidrolisis de NAPE por diversas lipasas,
entre las que destaca una fosfolipasa D (PLD) de NAPE. Se ha descrito asi mismo la localizacion
presinaptica de la NAPE-PLD, lo que implicaria la posible generacion presindptica de AEA
(senialada con interrogacion). La AEA actiia sobre receptores CB, presindpticos, que estdn
acoplados al cierre de canales de Ca’* sensibles a potencial y a la apertura de canales
rectificadores de K*. Ello hiperpolariza la membrana plasmdtica e inhibe la secrecion de NTs.
La accion de la AEA finaliza mediante la recaptura por un sistema de transporte de membrana
(T) atin no completamente caracterizado y una familia de enzimas intracelulares entre las que
destaca la amidohidrolasa de dcidos grasos (fatty acid amide hydrolase, FAAH), de localizacion
preferentemente postsindptica y que degrada la AEA a dcido araquidonico y etanolamina. +,
activacion; -, inhibicion.

postsinaptica, ésta sintetiza precursores de endocannabinoides y los escinde para
liberar a la hendidura sindptica endocannabinoides funcionalmente activos. Esto
acontece, por ejemplo, tras la unidon de algunos neurotransmisores como el glu-
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Ficura 6. Papel neuromodulador del 2-araquidonoilglicerol. La ocupacion de receptores
postsindpticos de diversos neurotransmisores (NT), particularmente receptores metabotrépicos
(mR) de glutamato, induce (i) la disociacién de proteinas G, heterotriméricas y (ii) la activacion
de la fosfolipasa CB, (PLCP), que hidroliza precursores fosfolipidicos de membrana como el
Jfosfatidilinositol 4,5-bisfosfato para rendir sn-1,2-diacilgliceroles (DAG), entre ellos los que
poseen un grupo araquidonoilo en posicién sn-2. Estos son hidrolizados por la sn-1-diacilglicerol
lipasa (DAGL) para generar 2-araquidonoilglicerol (2-AG). El 2-AG actiia sobre receptores CB,
presindpticos, que estdn acoplados al cierre de canales de Ca’* sensibles a potencial y a la
apertura de canales rectificadores de K*. Ello hiperpolariza la membrana plasmdtica e inhibe la
secrecion de NTs. La accion del 2-AG finaliza mediante la recaptura por un sistema de transporte
de membrana (T) atin no caracterizado y una familia de enzimas intracelulares entre las que
destaca la monoacilglicerol lipasa (MAGL), de localizacién preferentemente presindptica y que
degrada 2-AG a dcido araquidonico y glicerol. +, activacion, -, inhibicion.

tamato a sus receptores ionotrépicos o metabotrépicos. Los endocannabinoides
actian entonces como mensajeros quimicos retrégrados, esto es, se unen a re-
ceptores CB, de la neurona presindptica, lo que conlleva por ejemplo que se di-
ficulte la entrada de iones Ca®" (por cierre de canales de Ca** sensibles a po-
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tencial; VSCCs, voltage-sensitive Ca** channels) y se facilite la salida de iones
K" (por la apertura de canales rectificadores de K sensibles a proteinas G). Ello
impide la despolarizacion de la membrana y los procesos exocitosis, y asi se
bloquea la liberacién de neurotransmisores como el glutamato o el 4cido y-ami-
nobutirico (GABA). La accion neuromoduladora de los endocannabinoides fi-
naliza mediante su recaptura celular a través de sistemas de transporte de mem-
brana plasmaética y su posterior degradacion intracelular, que corre a cargo de
una variada familia de lipasas entre las cuales la amidohidrolasa de acidos gra-
sos (fatty acid amide hydrolase, FAAH) y la monoacilglicerol lipasa (MAGL)
son las mejor caracterizadas para la AEA y el 2-AG, respectivamente. En las Fi-
guras 5y 6 se detallan las caracteristicas de los procesos de sefalizacion retrd-
grada en los que participan la AEA y el 2-AG.

El receptor CB, cannabinoide es en general uno de los tipos de receptores
mds altamente expresados en el sistema nervioso central y, en concreto, el re-
ceptor presindptico acoplado a proteinas G mas abundante en el cerebro adulto,
hallandose presente en muy distintos tipos de neuronas de pricticamente todas
las regiones de este 6rgano (Figura 4). La localizacién presindptica del receptor
CB, cannabinoide fue mostrada por vez primera en terminales axonales de in-
terneuronas hipocampales, y hoy en dia se conocen numerosos ejemplos de otras
neuronas GABAérgicas (por ejemplo, corticales y estriatales), asi como gluta-
matérgicas (por ejemplo, corticales, hipocampales, hipotaldmicas y cerebelares)
o de vias subcorticales ascendentes (por ejemplo, terminales colinérgicas, nor-
adrenérgicas y serotoninérgicas), que expresan altas cantidades de receptores CB,
presindpticos (15). Aunque el resultado global de la activacién de dichos recep-
tores es la retroinhibicién de la liberacién de neurotransmisores y la consiguien-
te atenuacion de la transmision sindptica, el curso temporal en el que tiene lugar
este proceso divide los efectos de los endocannabinoides sobre la plasticidad si-
naptica en dos grandes tipos, que pueden ademds poseer distintas implicaciones
patofisioldgicas (16). Asi, la depresion sindptica a corto plazo se inicia muy ra-
pidamente (< 1 s) y su duracién es muy corta (s-min), mientras que la depresién
sindptica a largo plazo requiere periodos mds largos de induccién (s-min) y su
duracién es mds larga (h). Aunque ambos procesos estan mediados por la acti-
vacion de receptores CB, presindpticos, los mecanismos sefializadores responsa-
bles de cada uno de ellos son diferentes. Asi, la depresion a corto plazo suele im-
plicar la inhibicién de canales de Ca* y la apertura de canales de K* en la
membrana plasmatica (Figuras 5 y 6), mientras que la depresién a largo plazo
depende de la inhibicién de la via AC-cAMP-PKA (Figura 3) y consecuente-
mente de la inactivacion de algunas proteinas blanco de esta ruta como RIM-1a
(molécula que interacciona con Rab3 1a; Rab3-interacting molecule-1 ).
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Ficura 7. Expresion de receptores cannabinoides en distintas localizaciones celulares del
sistema nervioso central. Los endocannabinoides actiian como mensajeros retrégados y controlan
a través de receptores CB, presindpticos la liberacion de neurotransmisores como el glutamato
(ver mds detalles en las Figuras 5y 6). Se ha descrito ademds la existencia de receptores CB,
postsindpticos, cuya activacién inhibiria la actividad de canales de Ca’* sensibles a potencial
(voltage-sensitive Ca’* channels, VSCC) y de receptores ionotrépicos de glutamato (tipo N-metil-
D-aspartato, NMDA). Los receptores CB, se expresan también en astrocitos, donde podrian
controlar el aporte de nutrientes a las neuronas, asi como en células del endotelio vascular, donde
su activacion induce vasodilatacion. Por iltimo, los receptores CB, cannabinoides se expresan
en células de microglia, donde median la inactivacion de dichas células y por tanto un descenso
en la liberacion de moléculas proinflamatorias. Figura original cortesia del Prof. Javier
Ferndndez-Ruiz y la Dra. Sara Gonzdlez (Universidad Complutense de Madrid).

Ademads de esta localizacidn caracteristica en terminales presindpticas, se
ha descrito la existencia de receptores CB, en neuronas postsindpticas, cuya ac-
tivacion inhibirfa la actividad de VSCCs y de receptores ionotrdpicos de gluta-
mato (tipo N-metil-D-aspartato, NMDA) (Figura 7). En el cerebro los recepto-
res CB, se expresan también en astrocitos, donde podrian controlar el aporte de
nutrientes a las neuronas y mediar procesos de intercomunicacién sindptica en-
tre ambos tipos de células, asi como en células del endotelio vascular, donde su
activacion induce vasodilatacién. Por tltimo, los receptores CB, cannabinoides
se expresan en células de microglia, donde median la inactivacioén de dichas cé-
lulas y por tanto un descenso en la liberacién de citoquinas proinflamatorias y
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, lo que conlleva a su vez una ate-
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nuacion de los procesos neuroinflamatorios (17, 18) (Figura 7). Todos estos efec-
tos complementan la accidén de mensajeros retrégrados que ejercen los canna-
binoides sobre la plasticidad sindptica y la funcionalidad neuronal.

El sistema endocannabinoide no sélo se expresa en el sistema nervioso adul-
to, sino que también lo hace en el cerebro en desarrollo, en el cual evidencia un
patrén de distribucion «atipico», ya que, por ejemplo, durante etapas prenatales
los receptores CB, abundan en células progenitoras neurales y en proyecciones
axonales que conforman areas de sustancia blanca (19, 20). Estudios recientes su-
gieren que, durante el desarrollo cerebral, el sistema endocannabinoide controla
procesos esenciales como la proliferacidon, migracion, diferenciaciéon y supervi-
vencia de células neurales, asi como la elongacién y fasciculacion de axones y la
formacion de conexiones sindpticas durante el establecimiento de los patrones
morfogenéticos del sistema nervioso (20). Una reminiscencia de ese papel del sis-
tema endocannabinoide durante el desarrollo podria ser su presencia y actividad
funcional en células progenitoras residentes en regiones neurogénicas del cerebro
adulto como la zona subventricular y el giro dentado del hipocampo (21).

POSIBLES APLICACIONES TERAPEUTICAS
DE LOS CANNABINOIDES

La marihuana y sus preparados se han empleado en medicina desde hace al
menos cincuenta siglos. Ademds, los descubrimientos recientes en el conoci-
miento del sistema endocannabinoide han contribuido al renacimiento del estu-
dio de sus posibles propiedades terapéuticas, lo que constituye hoy en dia un
campo de amplio debate cientifico y clinico (22, 23). Con base en la demostra-
cion de la funcion moduladora que los endocannabinoides ejercen sobre nume-
rosas funciones cerebrales, se ha sugerido el potencial terapéutico que la mani-
pulacién farmacolégica de sus niveles o la administraciéon de agonistas
cannabinoides (bien fitocannabinoides, bien cannabinoides sintéticos) podria te-
ner en el tratamiento de diversas patologias que afectan al sistema nervioso. En
algunas de estas enfermedades ya se ha podido poner de manifiesto que existen
cambios en la expresion de receptores cannabinoides y/o en los niveles de en-
docannabinoides en ciertas zonas del cerebro, lo que justificaria el estudio far-
macolégico de este sistema (22, 23). Por ejemplo, y de forma general, los can-
nabinoides ejercen efectos analgésicos que los harian de utilidad en el
tratamiento del dolor (24). También podrian ser utiles en el tratamiento de los
procesos de neuroinflamacién, en la que su administracién permitiria paliar al-
gunas consecuencias tipicas de dichos desérdenes (18). Hoy en dia sabemos ade-
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mds que, bajo determinadas circunstancias, los cannabinoides son capaces de
proteger a las neuronas frente a diversas situaciones de dafio, lo que podria te-
ner interés para el tratamiento de episodios de dafio cerebral agudo y quizas de
enfermedades neurodegenerativas (25, 26). Su participacién en los procesos de
memoria y aprendizaje hace pensar que los cannabinoides podrian ser de utili-
dad en trastornos como la extincion de memorias aversivas en situaciones de
estrés post-traumadtico (27). Andlogamente, la presencia de receptores de can-
nabinoides en regiones del sistema limbico y el hipotdlamo anterior permitiria
que en este caso el bloqueo de dichos receptores pueda ser una aproximacion
farmacoldgicamente relevante en el tratamiento de trastornos alimentarios y me-
tabdlicos (28) y de fendmenos compulsivos relacionados con la adiccién a dro-
gas (29, 30).

A pesar de todo ello, la utilizacién clinica de los cannabinoides y otros com-
puestos que afectan a la sefializacién cannabinérgica es hoy en dia bastante res-
trictiva. En la actualidad se permite en algunos paises la prescripcién de capsu-
las de THC (Marinol®) y del cannabinoide sintético nabilona (Cesamet®), asi
como la dispensa de marihuana medicinal, para inhibir la nausea y el vémito y
estimular el apetito en pacientes de sida o cancer tratados con agentes quimio-
terapéuticos emetdgenos (12, 31). Entre otros posibles usos de los cannabinoi-
des, cuyo estudio se encuentra en su mayoria en fase III de ensayos clinicos,
podriamos destacar el tratamiento del dolor (el Sativex®, un aerosol oro-muco-
sal que contiene THC y cannabidiol, ha sido registrado recientemente en Cana-
da para el tratamiento del dolor neuropatico asociado a la esclerosis multiple y
el dolor oncolégico resistente a opioides) (32), la atenuacién de los trastornos
del movimiento (espasmos y temblores) asociados a la esclerosis multiple (32)
y la recuperacién neuroldgica posterior a un traumatismo craneal (33). Por otro
lado, un antagonista selectivo de los receptores CB, (Acomplia®) ha sido apro-
bado en la Unién Europea como tratamiento adyuvante (junto con la dieta y el
ejercicio fisico) de la obesidad (34). En la Figura 8 se detallan los medicamen-
tos hoy en dia disponibles basados en cannabinoides y el estado de las princi-
pales investigaciones clinicas sobre estos compuestos.

No debemos olvidar en cualquier caso que, aunque los cannabinoides sean
sustancias bastante seguras en el contexto de su aplicacion clinica, su uso mé-
dico estd en parte dificultado por sus efectos psicoactivos no deseados, entre los
que se incluyen los de tipo afectivo (euforia), somdtico (somnolencia, descoor-
dinacién motora), sensorial (alteraciones en la percepcion temporal y espacial,
desorientacion) y cognitivo (lapsos de memoria, confusion) (23, 35). Aunque di-
chos efectos secundarios puedan ser transitorios y estar dentro de los margenes
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Ficura 8. Posibles aplicaciones terapéuticas de los cannabinoides. El efecto terapéutico mejor

establecido hoy en dia de los cannabinoides es la inhibicion de la ndusea y el vomito en pacientes

de cancer y sida tratados con agentes quimioterapéuticos. Los cannabinoides también pueden

aumentar el apetito, inhibir el dolor, atenuar los trastornos del movimiento (espasmos y temblores)

asociados a enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis miiltiple y quizds ser agentes

neuroprotectores. Por otro lado, el bloqueo de los receptores CB, podria ser de utilidad
terapéutica en el tratamiento de la obesidad y trastornos metabdlicos.

aceptados para otros medicamentos, estd claro que al menos para determinados
pacientes y patologias seria deseable disefiar cannabinoides que carecieran de
acciones psicotropicas. Puesto que éstas dependen de los receptores CB, cen-
trales, la opcién mds légica es evitar la activacion de dichos receptores (siem-
pre que la patologia en cuestioén lo haga viable). Asi, se estd intentando disefiar
compuestos que se unan selectivamente al receptor CB, o compuestos que no
atraviesen la barrera hematoencefdlica y por tanto no alcancen el sistema ner-
vioso central (22, 23). Por otro lado, la administracién a animales de experi-
mentacioén de inhibidores de la degradacion (recaptura o hidrélisis intracelular)
de endocannabinoides ha permitido conseguir la elevacion de los niveles de es-
tos compuestos en contextos espacio-temporales restringidos y de esta manera
la induccién de efectos bradiquinésicos, ansiolicos o analgésicos sin efectos se-
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cundarios notorios (36). Este tipo de compuestos no ha sido aun objeto de en-
sayos clinicos.

La comunidad cientifica se encuentra hoy en dia en un punto en el cual se
ha acumulado un conocimiento relativamente bueno de cémo actian molecu-
larmente los (endo)cannabinoides en el organismo y de cudles pueden ser algu-
nas de sus aplicaciones terapéuticas mds inmediatas. Sin embargo, es necesario
llevar a cabo investigacién bdsica mds profunda y ensayos clinicos mds ex-
haustivos para comprender mds sélidamente la funcién bioldgica y relevancia
terapéutica de estos nuevos mensajeros quimicos de nuestro organismo.
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RESUMEN

El aumento en la concentracién intracelular de Ca™ que se produce en la neu-
rona postsindptica como consecuencia de la actividad nerviosa desencadena una cas-
cada de sefalizaciones que, en ultima instancia, se manifiesta como cambios en la
expresion de genes especificos. El control de la expresion génica por calcio es un
fenémeno altamente regulado y desempefia un papel vital en la funcionalidad de
muiltiples procesos nerviosos tales como la morfogénesis axo-dendritica, el desarro-
llo de la sinapsis, la supervivencia neuronal y la adquisicién de las respuestas adap-
tativas que subyacen a los procesos de aprendizaje y de memoria que se producen
en el cerebro adulto. En esta revision se enumeraran las proteinas decodificadoras
de la sefial de calcio que ejercen un papel critico a nivel nuclear regulando la acti-
vidad de diferentes vias transcripcionales. También se analizard en modelos in vivo
la repercusion fisiolgica que conlleva la modificacién de los genes que codifican
dichas proteinas sensoras de Ca**, destacando la importancia de los mecanismos
transcripcionales regulados por calcio en la funcionalidad y especificidad celular.

Palabras clave: Factores de transcripcion. Calcineurina. Ca*/calmodulina
quinasas. Sensores de calcio. Histonas.

ABSTRACT

Calcium-dependent transcriptional regulation in the nervous system

The calcium signal is used by all living organisms to distribute information
essential to regulate many different cellular functions. In neurons, signaling
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through calcium ions is particularly relevant and sophisticated, with a multitu-
de of specialized proteins serving to finely tune calcium free concentrations in
specific microdomains or organelles. In this article we will summarize the in-
formation about well known proteins that sense and decode the calcium signal
and are key elements in the nucleus to regulate the activity of various trans-
criptional networks. When possible, the review will also present in vivo models
in which the genes encoding these calcium sensors-transducers have been mo-
dified, to emphasize the critical role of these Ca**-operated mechanisms in many
physiological functions.

Keywords: Transcription factors. Calcineurin. Ca**/calmodulin kinases.
Calcium sensors. Histones.

El esclarecimiento de los mecanismos moleculares que correlacionan los ni-
veles intracelulares de calcio libre con la expresién de genes especificos ha su-
puesto uno de los objetivos principales en el &mbito de la Neuroquimica molecu-
lar. Este conocimiento se ha visto dificultado por la elevada complejidad de la
regulacion transcripcional mediada por calcio, que es dependiente i) de la dina-
mica temporal de la sefial de calcio, ii) de los microdominios subcelulares donde
se genera la sefial y iii) de la naturaleza de la sefial de calcio intranuclear.

i) En la mayoria de las células, sean o no de caricter excitable, la activacién
de los receptores de membrana genera oscilaciones en los niveles intracelulares
de calcio que desde un principio se han interpretado como un «cédigo» que ex-
plicaria la gran variabilidad de respuestas bioldgicas que se inducen en diferentes

Abreviaturas: NFAT, factor nuclear de las células T activadas; NFkB, factor nuclear kap-
pa-B; CREB, proteina de union al elemento de respuesta a AMP ciclico; BDNF, factor neuro-
tréfico derivado de cerebro; IP3, inositol-3-fosfato; PKC, proteina quinasa C; CaMK, calmodu-
lina-quinasa; PP1, proteina fosfatasa 1; CaM, calmodulina; LTP, potenciacién a largo plazo; CBP,
proteina de uniéon a CREB; IKK, IkB quinasa; HAT, histona acetiltransferasa; AKAP79, protei-
na-79 de anclaje a quinasa A; GSK-3, glicégeno sintasa quinasa 3; TORC, transductor de la ac-
tividad regulada de CREB; MEF-2, factor-2 activador de miocitos; HDAC, histona desacetilasa;
CRE, elementos de respuesta a AMPc; bZIP, dominio de unién/dimerizacion al ADN; DREAM,
modulador antagonista de los elementos de respuesta “downstream’; KID, dominio inducible por
quinasa; MITR, represor transcripcional de interaccién con MEF-2; CCDY, canales de calcio de-
pendientes de voltaje; CK1, caseina quinasa I; DYRK, quinasa regulada por fosforilacion en ti-
rosina de doble especificidad; KChIP, proteina de interaccién con canales de potasio; LCD, do-
minio rico en leucina y aminodcidos cargados; EFmDREAM, proteina DREAM mutada en
manos-EF; NCX3, intercambiador de Na*/Ca® de membrana tipo 3; CGN, neuronas granulares
de cerebelo; CREST, transactivador de respuesta a calcio; CCAT, regulador transcripcional aso-
ciado a un canal de calcio; Sox, caja HMG relacionada con Sry; HMG, grupo de proteinas de
alta movilidad; MSK, quinasa activada por estrés y mitégenos.
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sistemas celulares. En la naturaleza oscilatoria de la sefial de calcio la frecuencia,
mas que la amplitud, parece ser el origen del cddigo de informacion. En 1998, los
grupos de Lewis y Tsien demostraron en paralelo coémo una oscilacién de alta fre-
cuencia era capaz de inducir la trascripcion dependiente del factor nuclear de las
células T activadas (NFAT) y del factor nuclear kappa-B (NFxB) mientras que
una baja frecuencia sé6lo regulaba la expresién mediada por NFkB (1, 2).

ii) El lugar fisico en el que se produce la entrada de calcio, denominados
habitualmente microdominios, también juega un papel fundamental en la natu-
raleza de la sefial de calcio (3, 4). En neuronas, la entrada de calcio a través
de los receptores sinapticos de NMDA induce la fosforilacion de la proteina de
unién al elemento de respuesta a AMP ciclico (CREB) y la expresion del fac-
tor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), mientras que la activacién de los
receptores extrasindpticos de NMDA bloquea dichos efectos (5). Esto signifi-
ca que la expresion de BDNF se encuentra regulada por al menos dos meca-
nismos diferentes activados por calcio pero acoplados a cascadas de sefializa-
cién especificas que producen efectos biologicos opuestos. Recientemente
Hardingham y colaboradores han incrementado la complejidad de este sistema
al describir que la activacién de los receptores de NMDA sindpticos puede con-
ferir neuroproteccién a corto o largo plazo dependiendo de la ruta de sefaliza-
cion a la que se encuentren acoplados: la activacién de la cascada fosfoinosi-
tol 3-quinasa/Akt o la activacion de CREB y el aumento del calcio intranuclear,
respectivamente (6).

iii) La regulacion transcripcional dependiente de calcio requiere necesa-
riamente la presencia de Ca** dentro del niicleo. En un principio se pensaba que
los iones podian difundir libremente desde el citosol hacia el nicleo, y vice-
versa, a través de los poros nucleares. Sin embargo, cada dia existen mds evi-
dencias que apoyan la existencia de una homeostasis regulada del Ca** intranu-
clear independiente de los niveles de calcio citosélico (7-9). Conceptualmente
esta hipdtesis tiene una gran relevancia ya que implica la existencia de meca-
nismos que regulan tanto la salida de calcio nuclear como la presencia de mi-
crodominios de calcio dentro del nicleo que podrian modificar de forma espe-
cifica la estructura de la cromatina y la expresion génica. Recientemente se ha
identificado la presencia de un reticulo nucleopldsmico que se continda con el
reticulo endopldsmico y con la envuelta nuclear. Este reticulo posee receptores
de inositol-3-fosfato (IP3) que median pequefios incrementos de calcio en mi-
crodominios subnucleares concretos, donde se produce la translocacién de la
proteina quinasa nuclear C-y (PKC-y) a la envuelta nuclear sin que se vea mo-
dificada la distribucién citosélica de la proteina PKC (10).
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A continuacion, se resumen los mecanismos descritos hasta el momento que
median la regulacion de la expresion génica dependiente de calcio, ya sea a tra-
vés de mecanismos intracelulares generales o de sefiales especificas en com-
partimentos subnucleares.

1. REGULACION DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL POR
PROTEINAS QUINASAS/FOSFATASAS DEPENDIENTES
DE CALCIO

Se han descrito y caracterizado en profundidad diferentes proteinas quina-
sas y fosfatasas que al ser activadas directa o indirectamente por cambios en los
niveles intracelulares de calcio libre ejercen su accidn sobre sustratos que a su
vez pueden modificar la expresion de multitud de genes. En esta revisién nos
centraremos en cuatro grupos principales de proteinas: por un lado las calmo-
dulina-quinasas (CaMKs) y las PKC «convencionales» y por otro las proteinas
fosfatasas PP1 y PP2B, mds conocida como calcineurina.

A. Calmodulina-quinasas

Las CaMKs (CamKI, II y IV) son serina/treonina quinasas que presentan
en su extremo amino una subunidad catalitica y un domino C-terminal regula-
dor que contiene el sitio de unién para la Ca**/calmodulina (CaM) y un domi-
nio de autoinhibicién. A diferencia de las CaMKI y IV, que son enzimas mo-
noméricas, la CaMKII posee un dominio de asociacién que le permite formar
estructuras multiméricas. Hasta la fecha se han caracterizado cuatro isoformas
de la CaMKII: o y B, que se expresan preferentemente en neuronas, Yy 0, que
se expresan en células somdticas (11). Las CaMKs se encuentran reguladas por
fosforilacién, aunque los mecanismos implicados difieren entre ellas. Mientras
la CaMKI y la CaMKIV son fosforiladas por las proteinas quinasas CaMKKao
y B, la CaMKII se autofosforila en el residuo Thr-286. Como consecuencia, la
afinidad de la fosfoCaMKII por la CaM aumenta 1000 veces, convirtiéndola en
un enzima parcialmente independiente de la Ca**/CaM (12). El hecho de que la
CaMKII se mantenga activa una vez finalizado el estimulo, ha permitido pro-
ponerla como la molécula «memoria» mediadora de los procesos de potencia-
cién a largo plazo (LTP) de la actividad sindptica (13). La actividad enzimatica
de la CaMKII finaliza por accién de fosfatasas especificas y/o por autofosfori-
lacién en los residuos Thr-305 y Thr-306 que bloquean la unién de la CaM.
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Ficura 1. Control de la actividad transcripcional por proteinas quinasas dependientes de calcio.
El esquema representa las principales vias transcripcionales que se encuentran reguladas por
Ca**/calmodulina quinasas (CaMKs) y proteinas quinasa C (PKC) «convencionales» dependientes
de Ca** y diacilglicerol. Las CaMKs modifican la actividad de diversos factores de transcripcion
(FT) entre los que se incluyen CREB, CBP, Ets-1 y NFxB. Las PKC también regulacion la
actividad de NFxB y de proteinas nucleares como CBP y PICAF.

Las CaMKs pueden fosforilar muy diversos sustratos, entre los que se in-
cluyen factores de transcripcion que regulan la expresion de un gran nimero de
genes como CREB, CBP (proteina de union a CREB), Ets-1 y NF-xB (Figura
1). La modificacion génica de alguna CaMK tiene como consecuencia la apari-
cion de alteraciones fenotipicas muy graves en el individuo portador. Por ejem-
plo, la deficiencia del gen que codifica la isoforma CaMKIIo reduce la LTP en
hipocampo y la plasticidad de la corteza visual primario (14, 15), también pro-
duce un comportamiento agresivo y una respuesta anormal ante el miedo (16)
e incrementa el dafio neuronal post-isquémico (17).

B. Proteinas quinasas C dependientes de Ca**

La familia de las PKCs esta formada por un grueso ntimero de serina/tre-
onina quinasas que se encuentran implicadas en multiples procesos celulares
como son la proliferacion y diferenciacion celulares, la respuesta inmune, la
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regulacion transcripcional, la transmision sinaptica y los fenémenos de apren-
dizaje y memoria. Esta familia se compone de 12 isoenzimas que se subdivi-
den en 3 grandes grupos en funcién de su estructura y caracteristicas de acti-
vaciéon: PKCs clésicas o «convencionales», PKCs «nuevas» y PKCs «atipicas»
(18). Las PKCs cldsicas (o, BI, BII, y) son activadas por Ca** y diacil-glicerol
(DAG) o ésteres de forbol (PE), mientras que las PKCs nuevas (9, €,1, 6) no
son reguladas por Ca** pero se activan por DAG y PE. Tanto las PKCs clasi-
cas como las nuevas presentan un par de dominios en dedos de zinc en su re-
gion reguladora. A diferencia de éstas, las PKC atipicas (CI, CII, VA, L) no son
activadas ni por Ca*" ni por DAG o PE y sélo presentan un dedo de zinc en el
dominio regulador.

Como se ha mencionado previamente, un incremento en la concentracion
intracelular de Ca®* produce la activacién de las PKCs cldsicas y su recluta-
miento hacia la cara interna de la membrana plasmatica o de la envuelta nu-
clear en pocos minutos. Este proceso se encuentra asociado a una modula-
cion de la expresion génica mediante dos mecanismos principales: la
fosforilacion de la IxB quinasa (IKK) y un aumento en la actividad de las
histona acetiltransferasas nucleares (HAT) (Figura 1). En el primer caso, la
fosforilacion de la IKK produce su activacion y la consecuente translocacion
nuclear del factor de transcripciéon NF-kB, que induce la expresién de cito-
quinas, moléculas de adhesién y enzimas como la ciclooxigenasa-2 y la 6xi-
do nitrico sintasa, entre otras (19, 20). Respecto al segundo mecanismo, el
incremento en la actividad de las HAT nucleares se ha relacionado con la ace-
tilacién especifica de una serie de proteinas nucleares como CBP y P/CAF
(21). En ratones deficientes de PKC-y se observa una clara alteracién de la
transmision sindptica en el hipocampo y una inervacién aberrante de las neu-
ronas de Purkinje procedente de las fibras trepadoras de la corteza cerebelo-
sa (22, 23).

C. Calcineurina o proteina fosfatasa 2B

La calcineurina es una serina/treonina fosfatasa activada por Ca**/CaM
constituida por una subunidad catalitica que contiene el sitio de unién a la cal-
modulina y una subunidad reguladora que une calcio. Presenta una afinidad por
la Ca®/CaM de m4s de un orden de magnitud superior a la descrita para la CaM-
KII. Asi, la calcineurina es activada preferentemente por incrementos de calcio
sostenidos y de poca magnitud, mientras que los picos de calcio transitorios y
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de gran amplitud median fundamentalmente la expresion génica dependiente de
la CaMKII (3, 24).

La actividad de la calcineurina se encuentra regulada por su interaccién con
diferentes proteinas endogenas. El primer inhibidor caracterizado fue la protei-
na-79 de anclaje a quinasa A (AKAP79), una proteina que permite el anclaje a
membrana de la calcineurina junto con las proteinas quinasas A o C (25). Otros
inhibidores como Cabin1/Cain, A238L y el regulador de la sefializacién por cal-
modulina (RCS) actian bloqueando la unién de la calcineurina a sus substratos
fisioldgicos (26-29), mientras que la proteina CHP/p22 mimetiza la interaccidn
de la calcineurina con su subunidad reguladora (30). Recientemente se ha des-
crito una nueva familia de reguladores de la calcineurina, los denominados
RCAN-1, 2 y 3 (31, 32). La proteina RCAN-1, también denominada calcipre-
sina-1, MCIP-1 y Adapt78, se expresa abundantemente en sistema nervioso cen-
tral, donde interacciona con la subunidad catalitica de la calcineurina inhibien-
do la vias de sefalizacién dependientes de NFAT y MEF-2 (33). Curiosamente,
la expresion de RCAN-1 se encuentra a su vez regulada por NFAT, indicando
que este inhibidor puede actuar regulando los niveles endégenos de calcineuri-
na activada. Cabe destacar que la fosforilacion de RCAN-1 por la glicégeno sin-
tasa quinasa 3 (GSK-3) revierte su efecto inhibidor sobre la calcineurina (34) y
que la activacién de la via de Notchl también reprime la RCAN-1 a través de
la proteina Hes-1 (35).

La calcineurina regula la actividad de al menos tres rutas transcripcionales
de gran relevancia fisioldgica que implican directamente a las proteinas NFAT,
TORC (transductor de la actividad regulada de CREB) y MEF-2 (factor-2 acti-
vador en miocitos) (36). En el caso de NFAT y TORC, el efecto de la calcineu-
rina se debe a una desfosforilacién directa de estos factores, mientras que en el
segundo caso, la calcineurina regula la actividad de MEF-2 mediante tres meca-
nismos diferentes que se discutirdn detalladamente en la seccion 2 (Figura 2). La
calcineurina también puede modular la expresion génica al modificar la concen-
tracion intracelular de Ca** libre mediante la desfosforilacién de fosfolamban, un
regulador endégeno de la bomba de calcio SERCA2a, de los receptores de ria-
nodina y del receptor de IP3 de tipo 1 (37-39). La calcineurina desempefia un
papel fundamental en los fenémenos de plasticidad sindptica y memoria. En el
hipocampo de ratones transgénicos que sobre-expresan la calcineurina activada
se observa un retraso en la generacioén de la LTP que se corresponde con defec-
tos en la memoria a largo plazo (40, 41). Por el contrario, la inhibicién tempo-
ral de la calcineurina facilita la LTP en estos animales, observandose una mejo-
ra en el aprendizaje y en la memoria a corto y largo plazo (41).
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Figura 2. Control de la actividad transcripcional por proteinas fosfatasas dependientes de
calcio. El esquema representa las principales vias transcripcionales que se encuentran reguladas
por calcineurina y la proteina fosfatasa 1 (PP1). La calcineurina se encuentra implicada en la
regulacion de NFAT y MEF-2, mientras que la PP1 modula la actividad de CREB/CBP y de las
enzimas histona desacetilasas (HDACs).
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D. Proteina fosfatasa 1

La holoenzima PP1 es una serina/treonina fosfatasa dependiente de Ca*/cal-
cineurina constituida por una subunidad catalitica altamente conservada y una o
mas subunidades reguladoras. La actividad de la PP1 se encuentra modulada por
su interaccidon con aproximadamente 70 proteinas auxiliares diferentes que diri-
gen el enzima hacia diversos compartimentos subcelulares, confiriéndole su es-
pecificidad de substrato (42, 43). Dentro de las proteinas auxiliares destacan un
grupo de moléculas que se comportan como inhibidores de la PP1 bloqueando su
actividad catalitica. Algunos ejemplos de estas proteinas son los inhibidores 1 y
2 de la PP1, DARPP-32, PNUTS y NIPP-1. La defosforilacién del inhibidor 1 por
la calcineurina o por la PP2A resulta en una activacion de la PP1 calcio-depen-
diente o calcio-independiente, respectivamente (44). PNUTS y NIPP-1 son dos
inhibidores que producen la localizacion y retencion de la PP1 en el nicleo, re-
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gulando asf la actividad nuclear del enzima (45, 46). La fosforilacion de PNUTS
y NIPP-1 por la PKA regula tanto la unién de los inhibidores a la PP1 como el
bloqueo de su actividad enzimatica (47, 48). PNUTS también se une a la croma-
tina, incrementando la descondensacién cromosémica dependiente de PP1 (49).

La desfosforilaciéon de CREB vy el consecuente bloqueo de la expresion géni-
ca dependiente de dicho factor es la funcion principal de la PP1 a nivel nuclear
(Figura 2). Para ello PP1 interacciona especificamente con la histona desacetilasa
1 (HDACT1), produciéndose el reclutamiento de la fosfatasa a las proximidades de
fosfoCREB para que éste sea desfosforilado (50). En ratones transgénicos, la so-
breexpresion del inhibidor 1 de la PP1 prolonga el estado fosforilado de CREB
(51) e incrementa la autofosforilacion de la CaMKII en el residuo Thr-286 (52).

2. FACTORES DE TRANSCRIPCION REGULADOS POR CALCIO

En la actualidad, existe una larga lista de efectores nucleares cuya accién se
encuentra regulada por cambios en la concentracion intracelular de Ca*, incluyendo
tanto proteinas que son modificadas post-traduccionalmente de manera calcio de-
pendiente, como moléculas cuya actividad o presencia nuclear estd regulada por su
interaccién con dicho i6n o con proteinas intermediarias que unen calcio.

A. CREB/CBP/TORC

Aunque la expresion génica dependiente de CREB es una de las vias de
control transcripcional mejor conocidas y caracterizadas, en los dltimos afios se
han descrito nuevos componentes y nuevas etapas dentro de este proceso de re-
gulacién que, en muchos casos, son estrictamente dependientes de los niveles
de Ca®" intracelular. En un principio se consideraba que el paso inicial en el pro-
ceso de regulaciéon dependiente de CREB consistia en la unién de dimeros de
CREB fosforilado a sitios especificos en el genoma denominados elementos de
respuesta a AMPc (CRE). Sin embargo, los estudios de Goodman y colabora-
dores han puesto de manifiesto que la unién de CREB a un determinado sitio
consenso CRE (5’-TGAGCTCA-3’) se encuentra especificamente regulada en
cada subtipo celular, representando una etapa importante en el control de la ex-
presion génica (53). Ademds, tanto la configuracion de la regién promotora de
los genes diana (por ejemplo, la existencia de una caja TATA y su proximidad
a los sitios CRE) como el estado de metilacion de los elementos CRE préximos
al promotor son factores determinantes en la unién de CREB al promotor y en
la consecuente proporciéon de genes diana que pueden ser regulados por
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Ficura 3. Regulacion calcio dependiente de la expresion génica mediada por CREB. La
actividad de CREB ylo su cofactor CBP se encuentra modulada por accion de diversas
quinasas/fosfatasas asi como por su interaccion con las proteinas TORC y DREAM.

Ca**/AMPc en un momento dado (54, 55). Por lo tanto, existen factores gené-
ticos y epigenéticos que van a regular en primera instancia la expresiéon génica
dependiente de CRE.

La fosforilacién de CREB en el residuo de Ser-133 y su consiguiente acti-
vacion, puede llevarse a cabo por accién de diferentes quinasas como son la
PKA, la PKC, algunas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs, ERK, p38),
la CaMK y la CaMKK (Figura 3). Como se ha mencionado previamente, la ac-
tivacion de la PP1 dependiente de la Ca*/calcineurina es la encargada de des-
fosforilar CREB y detener la transcripciéon dependiente de CRE (50). Por sf sola,
la fosforilaciéon de CREB no es suficiente para inducir la expresiéon de los ge-
nes diana, siendo necesario el reclutamiento de proteinas coactivadoras como
CBP/p300 (56). La unién de CBP/p300 a fosfoCREB se encuentra a su vez mo-
dulada por la fosforilacién dependiente de Ca* y de CaMKIV de CBP en el re-
siduo Ser-301, tal y como se observa tras la activacion de los receptores de
NMDA en cultivos primarios de neuronas hipocampales (57, 58). Sin embargo,
la mutacién puntual de dicho residuo de serina reduce pero no bloquea por com-
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pleto la transactivacion dependiente de CREB/CBP, indicando que deben exis-
tir otros sitios de fosforilacién por CaMKIV (especialmente en la regién carbo-
xilo terminal de CBP), o por otras quinasas como CaMKII, implicados en el re-
clutamiento de CBP. No se conoce con exactitud cémo la fosforilacion de CBP
afecta a la transactivacion de los genes diana, aunque se ha sugerido que pue-
de estar modificando la actividad de HAT, tal y como se habia descrito previa-
mente para la proteina P/CAF (21). Asi, tanto en ratones heterocigotos para CBP
(CBP*") como en ratones que expresan de manera inducible una forma mutan-
te de CBP que carece de actividad HAT, se observa una disfuncién en la aceti-
lacién de la cromatina que se corresponde con una alteracion de la memoria a
largo plazo que puede ser revertida con inhibidores de las HAT (59, 60). Ade-
mas, la sobreexpresion de una proteina CREB constitutivamente activa o el tra-
tamiento con rolipram, un inhibidor de la fosfodiesterasa de AMPc que incre-
menta la fosforilaciéon de CREB, también rescatan parcialmente el fenotipo
observado en estos animales (59, 61). Un mecanismo adicional de regulacion
implicaria la fosforilacién del dominio de unién/dimerizacién al ADN (bZIP) de
CREB, que parece contribuir significativamente a la activacién de CREB en res-
puesta a un aumento del calcio intracelular mediando la interaccién de CREB
con proteinas coactivadoras (62).

En Ia bisqueda de posibles candidatos para la interaccién con CREB se ha
identificado una familia de moléculas coactivadoras altamente conservadas de-
nominadas TORCs. Estas proteinas median la activacion de CREB dependiente
de calcio y de AMPc, independientemente del estado de fosforilacion de CREB.
La familia TORC esté constituida por tres miembros que comparten un dominio
«coiled-coil» o de doble espiral en el extremo amino terminal y que se asocian
formando tetrdmeros con el dominio bZIP de CREB. Los dominios de doble es-
piral proporcionan una gran estabilidad a la estructura de o-hélice, siendo ca-
racteristicos de las proteinas sometidas a un elevado estrés estructural como la
tropomiosina, las queratinas y la laminina. Los niveles de expresion de las TORCs
son muy bajos en las células, al contrario de lo que sucede con CBP. En condi-
ciones basales, estas proteinas tienen una localizacién preferentemente citosoli-
ca, pero tras una estimulacion se movilizan al nicleo donde ejercen su efecto re-
gulador sobre CREB. Un claro ejemplo lo encontramos en las células de los
islotes pancreaticos donde, en condiciones de reposo, TORC2 se encuentra se-
cuestrado en el citoplasma mediante su fosforilacion y consecuente interaccion
con las proteinas 14-3-3. Tras una estimulaciéon hormonal o un aumento de glu-
cosa, se produce un aumento de calcio y la consecuente activacién de la calci-
neurina que desfosforila TORC2, liberandolo de su unién a las proteinas 14-3-3
y permitiendo su translocacién al nicleo donde regula la transcripcién depen-
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diente de CREB. Por otro lado, un aumento en los niveles intracelulares de AMPc
se asocia con la inhibicion de la quinasa SIK?2, reduciéndose también la fosfori-
lacién de TORC2 (63, 64). A nivel nuclear, las TORCs promueven la transcrip-
cién mediada por CRE a través de su interaccion con el dominio bZIP de CREB.
El reclutamiento de TORC es independiente de la fosforilacion de bZIP y no pa-
rece regular la capacidad de union de CREB al ADN, sino que incrementa la
interaccién entre el dominio de transactivacion rico en glutaminas de CREB y la
proteina TAFII130, un componente del complejo TFIID (54, 65).

Finalmente, la interaccion calcio-dependiente de CREB o fosfoCREB con
el represor transcripcional DREAM (modulador antagonista de los elementos de
respuesta «downstream» (DREAM) regula la accesibilidad de CBP al dominio
inducible por quinasa (KID) de CREB, reduciendo asi la transcripcién mediada
por CREB (66). Este mecanismo, que se describe detalladamente en el aparta-
do 2D, constituye junto con el de TORCs, una via de regulacion de la actividad
de CREB independiente de su estado de fosforilacion.

B. MEF-2

MEF-2 es una familia de factores de transcripciéon miogénicos constituida
por cuatro miembros (MEF-2A, B, C y D) que desempefian un papel determi-
nante en la diferenciacién de los miocitos y en la activacién de los linfocitos T
mediante la regulacion transcripcional de genes especificos (67, 68). De hecho,
la pérdida de MEF-2C es letal en estadios embrionarios tempranos como con-
secuencia de la aparicion de anomalias cardiacas severas durante el desarrollo
(69). Asimismo, MEF-2A y MEF-2C se encuentran altamente expresados en
neuronas postmitéticas del cerebelo y de la corteza cerebral, respectivamente,
donde ejercen un papel fundamental en la supervivencia neuronal (70). La ac-
tividad transcripcional de las proteinas MEF-2 se encuentran reguladas por una
gran variedad de mecanismos. En condiciones de reposo, las proteinas MEF-2
se encuentran unidas al ADN como parte de un complejo represor que incluye
HDACs y proteinas de unioén a calmodulina entre otras (71). Las proteinas
HDAC4 y HDACS interaccionan con un dominio denominado MEF-2 que se
localiza en las proximidades de la caja MADS en el extremo amino terminal de
las proteinas MEF-2, reprimiendo la actividad transcripcional de MEF-2 sobre
sus genes diana, como por ejemplo c-jun (71-73). Normalmente, MEF-2B y
MEF-2D son secuestradas por cabinl o por el represor transcripcional de inter-
accion con MEF-2 (MITR) formando complejos multiproteicos junto a HDACI1
(74, 75). Cabinl recluta tanto histona desacetilasas como histona metiltransfe-
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rasas para reprimir la actividad transcripcional de MEF-2 (76, 77). Como con-
secuencia, la transcripcion de los genes diana, como nur77, también se encuen-
tra reprimida (78). HDAC4, cabinl y MITR interaccionan con la Ca*'/calmo-
dulina y con MEF-2 a través del mismo dominio, de forma que tras una
estimulacién y la consecuente formacién de complejos Ca**/calmodulina nucle-
ares, las proteinas MEF-2 quedan libres del complejo represor (78, 79). Este me-
canismo Ca**-dependiente se encuentra parcialmente contrarrestado en el caso
de MEF-2D por un aumento en los niveles de AMPc (80). Ademas, la fosfori-
lacién dependiente de calcio del dominio MEF-2 por la CaMKI y la CaMKIV
impide la interaccion con HDAC, liberando MEF-2 de su represion (71, 74).
Ambas quinasas fosforilan a HDAC4 y HDACS creando un fosfodominio que
se une a las proteinas 14-3-3 y media la exportacién de las HDACs del niicleo
al citosol, liberando de su represion a MEF-2 (81, 82). Cabe destacar que en
miocitos, donde HDAC9 reprime la actividad transcripcional de MEF-2, se ha
descrito un ciclo de retroalimentacion negativa en el que HDACO es a su vez
una diana transcripcional directa de MEF-2 (83).

La activaciéon de las proteinas MEF-2 es un evento dependiente de calcio
para el que se han propuesto dos mecanismos principales. En primer lugar, el
grupo de Greenberg ha demostrado que en neuronas de cerebelo la entrada de
calcio a través de los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV) indu-
ce la activaciéon de MKK6-p38 MAPK, produciéndose la fosforilacién de la Ser-
387 localizada en el dominio de transactivacién de MEF-2C (84). En segundo
lugar, se ha propuesto que la calcineurina activa MEF-2 mediante un mecanis-
mo posttranscripcional que en neuronas granulares de cerebelo incrementa su
actividad de unién al ADN (85). En ambas hipdtesis se previene la formacion
de los complejos MEF-2/HDAC, se induce la exportacién nuclear de las HDACs
de clase II, se activa la transcripcioén dependiente de MEF-2 y, dependiendo del
tipo celular, se estimula la expresion de citoquinas, la miogénesis o la supervi-
vencia neuronal (Figura 4).

C. NFAT

La familia de factores de transcripciéon denominada NFAT estd constituida
por 5 miembros: NFATc1, NFATc2, NFATc3, NFATc4 y NFATcS (también de-
nominado TonEBP), todos ellos evolutivamente relacionados con la también fa-
milia de factores de transcripcién Rel/NF-kB. Ademads de su importante papel
en la respuesta inmune, las proteinas NFAT también se encuentran implicadas
en el desarrollo del corazén, muisculo esquelético y sistema nervioso. La des-
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Ficura 4. Regulacion calcio dependiente de la expresion génica mediada por MEF-2. La
actividad de MEF-2 se encuentra modulada por accion de la calcineurina y algunas MAP
quinasas (MKK6/p38) asi como por la formaciéon de complejos nucleares con las histona
desacetilasas (HDACs).

fosforilacién de una region rica en serinas (SRR) presente en el extremo amino
terminal de NFAT por accion de la calcineurina produce un cambio conforma-
cional en la proteina que expone una seial de localizacién nuclear, permitien-
do su translocacion al ndcleo. Una vez alli, NFAT se une al ADN de forma in-
dividual o formando parte de complejos con otras nucleoproteinas como Fos-Jun
para activar la transcripciéon de genes especificos dependiendo del tipo celular
en el que se encuentre (86, 87). El proceso finaliza con la fosforilacion de NFAT
por la caseina quinasa I (CK1) o por la accion secuencial de las quinasas cons-
titutivas PKA y GSK-3, induciendo la exportaciéon de NFAT fosforilado al cito-
sol (Figura 5) (88, 89). El proceso completo es extremadamente rapido, lo que
proporciona a las proteinas NFAT una sensibilidad adicional a la hora de de-
tectar cambios en la dindmica intracelular de los niveles de Ca®* (3). Existen
quinasas inducibles como MAPKs p38 y JNK que confieren una especificidad
adicional por presentar diferentes afinidades por los distintos miembros de la fa-
milia NFAT (90, 91). Por otro lado, las quinasas reguladas por fosforilacién en
tirosina de doble especificidad (DYRK) 1A y 2 son moduladores negativos de
la activacion de NFAT. DYRKIA se localiza en el niicleo donde ejerce un pri-
mer evento de fosforilacién que bloquea la fosforilacion de NFAT por CK1 y
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Ficura 5. Regulacion calcio dependiente de la expresion génica mediada por NFAT. La
localizacion subcelular y la actividad de NFAT se encuentran reguladas por un mecanismo de
fosforilacion/defosforilacion que implica a la calcineurina y a las quinasas GSK-3, PKA y CK1.
Adicionalmente, las quinasas DIRK actiian como moduladores negativos de la actividad de NFAT

GSK-3, produciendo la inactivaciéon de NFAT (92, 93). DYRK2, que se en-
cuentra en el citosol, actiia como una quinasa constitutiva que mantiene el ni-
vel de fosforilacion de NFAT en las células en reposo (93). NFAT puede actuar
como activador o represor de la expresion génica dependiendo de los comple-
jos nucleoproteicos de los que forma parte: una activacion génica implica la ac-
cién coordinada de NFAT y AP-1, mientras que en ausencia de AP-1, NFAT re-
cluta correpresores que silencian la expresiéon de los genes diana (94).
Recientemente se ha descrito que NFAT reprime la expresion de CDK4 mediante
el reclutamiento de histona desacetilasas a la regién 3’ previa al sitio de inicio
de la transcripcion del gen (95).

En la mayoria de los casos, la ablacién génica de un s6lo miembro de la
familia NFAT produce fenotipos parciales, lo que sugiere la existencia de un
cierto grado de redundancia en las funciones de las distintas proteinas de la fa-
milia. Los fenotipos mas destacados tnicamente se observan en el caso de eli-
minar dos o mds proteinas NFAT. Por ejemplo, la delecién de NFATc3 y NFATc4
provoca graves defectos en las proyecciones de las neuronas sensoriales que re-
sultan letales durante el desarrollo embrionario (96, 97). Como era de esperar,
la delecién de tres miembros de la familia, NFATc2, -c¢3 y -c4, produce efectos
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muy graves en la arborizacién axonal del sistema nervioso central y periférico.
Asi, aunque las neuronas procedentes de estos triples ratones deficientes pue-
den sobrevivir en cultivo, son incapaces de desarrollar prolongaciones en res-
puesta a factores de crecimiento como las neurotrofinas o la netrina-1 (98). Es-
tos resultados coinciden con el comportamiento sensorial aberrante observado
en Caenorhabditis elegans que presentan una pérdida de funciéon en TAX-6, la
subunidad catalitica de la calcineurina (99).

D. DREAM

En el apartado 2A, DREAM se ha definido como una proteina de interac-
cién con CREB que, al regular la accesibilidad de CBP al dominio KID de
CREB, reprime la transcripcion dependiente de los sitios CRE. Sin embargo, las
funciones de DREAM en el control de la expresiéon génica dependiente de cal-
cio son mucho més extensas. DREAM, también denominado KChIP-3 o calse-
nilina, es una proteina multifuncional que forma parte de la subfamilia de pro-
teinas sensoras de calcio KChIP (proteina de interaccién con canales de potasio)
(100-102). Esta familia esta formada por cuatro miembros (KChIP-1 a -4) que
se encuentran estructural y funcionalmente relacionados entre si (103). Los
KChlIPs se coexpresan en miultiples dreas cerebrales diferentes y también en te-
jidos no neurales como el sistema inmune, la gldndula tiroidea y los érganos re-
productores. Ademds, dependiendo del tipo celular y de las condiciones fisiol6-
gicas concretas, DREAM puede presentar diferentes localizaciones subcelulares
incluyendo las proximidades de la membrana plasmatica, el citosol y el niicleo.
Todos los KChIPs comparten la caracteristica de unirse como homo- o hetero-
tetrdmeros a secuencias especificas en el ADN denominados sitos DRE, repri-
miendo asi la transcripcién de los genes diana (102-105). Los KChIPs contie-
nen en su secuencia cuatro motivos de manos-EF, tres de los cuales son
funcionales. El término mano-EF describe a dos secuencias de o-hélice que se
orientan perpendicularmente entre ellas y estdn conectadas por un lazo que con-
tiene residuos aminoacidicos con alta afinidad por el Ca**. La uni6én del Ca®™ a
las manos-EF induce un cambio conformacional en las proteinas KChIPs, mo-
dificando su funcionalidad de manera calcio-dependiente. Asi, un aumento en
la concentracién de Ca®* intranuclear induce la liberacién de los tetrameros de
los sitios DRE vy, en consecuencia, la desrepresion de los genes diana. La mu-
tacion de cualquiera de las manos-EF funcionales produce una proteina DRE-
AM mutada (EFmDREAM) insensible a calcio que permanece unida a los si-
tios DRE de manera constitutiva, es decir, reprime de forma permanente la
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expresion génica (102). Dado que los KChiPs deben formar parte de tetrameros
para actuar como represores transcripcionales, las proteinas mutadas funcionan
como dominantes activos de las proteinas nativas cuando heteromerizan entre
si (106). La represion génica dependiente de DREAM también se encuentra re-
gulada por fosforilacion tras la activacion de las quinasas PKA o PI3K, asi como
por un aumento en los niveles de AMPc (107, 108). En el dltimo caso, la des-
represion se debe a una interaccion proteina-proteina entre DREAM y - o e-
CREM, dos efectores nucleares que median las acciones transcripcionales del
AMPc (107). Dicha interaccién se produce a través de dos dominios ricos en
leucinas y aminoacidos cargados (LCDs) que estan presentes tanto en la molé-
cula de DREAM como en o.-/e-CREM. Los motivos LCD se caracterizaron por
primera vez en algunas proteinas nucleares coactivadoras (NCoA-1, p/CIP) y
correpresoras (NCoR, SMRT) y han sido implicados en las interacciones prote-
ina-proteina con los receptores de hormonas nucleares y con CBP (109-111).
Del mismo modo, la presencia de dominios LCD en la proteina DREAM hace
posible su interaccién con otras nucleoproteinas de forma que se pueden mo-
dular diferentes eventos transcripcionales no relacionados directamente con la
presencia de sitios DRE en las regiones promotoras. De hecho, DREAM puede
interaccionar con CREB de forma LCD-dependiente desplazando a CREB de
los sitios CRE en el genoma y evitando el reclutamiento de CBP por fosfo-
CREB. Asi, DREAM puede reprimir la expresiéon génica mediada por CREB
sin unirse directamente a los sitios CRE o DRE (66). La interaccion DREAM-
CREB es dependiente de calcio y los mutantes EFmDREAM también se com-
portan como dominantes activos sobre la transcripcion calcio-dependiente me-
diada por CREB (66). Ademas, se han descrito interacciones independientes de
Ca’ y de LCD entre DREAM vy otras nucleoproteinas que demuestran la gran
versatilidad de esta proteina en la regulacion de la expresion génica (112, 113).
En la Figura 6 se resumen los mecanismos de regulaciéon de DREAM como re-
presor transcripcional.

Hasta la fecha, los KChIPs constituyen la dnica familia de sensores de
calcio con manos-EF capaz de unirse especificamente al ADN y de regular
directamente la transcripcion de manera Ca**-dependiente. Recientemente se
ha caracterizado una nueva proteina denominada Freud-1 que se une a sitios
especificos FRE presentes en la region promotora proximal del gen del re-
ceptor de serotonina 1A y reprime su expresién basal de manera Ca**-de-
pendiente (114). Freud-1 es una proteina evolutivamente conservada que
contiene dos repeticiones bdsicas DM-14, una region de dos o-hélices co-
nectadas por un lazo B predicho como el dominio de unién al ADN y una
region C2 de unidn a calcio/fosfolipidos similar a las encontradas en las PKC
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Ficura 6. Regulacion de la represion transcripcional mediada por DREAM/KChIPs. A) En
condiciones basales, DREAM se une como homo o heterotetramero a los elementos DRE
localizados en la region promotora proximal de los genes diana, reprimiendo su transcripcion.
B) En condiciones de estimulacion, un aumento en la concentracion de Ca’* intranuclear, la
fosforilacion de DREAM ylo la interaccion de DREAM con otras nucleoproteinas como dCREM,
median la liberacion de los tetrameros de los sitios DRE, produciéndose la desrepresion de los
genes diana. C) La proteina DREAM mutada insensible a calcio (EFmDREAM) es un dominante
activo que permanece unido a los sitios DRE de manera constitutiva, independientemente de los
niveles de calcio intranucleares.
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convencionales. Se requiere la presencia del dominio C2 intacto para que se
produzca la desrepresién mediada por Ca*" y el tratamiento con inhibidores
de la calmodulina o de las CaMKs revierte dicha desrepresion, lo que su-
giere la existencia de un mecanismo de regulacion adicional dependiente de
fosforilaciones.

La represion transcripcional mediada por DREAM se caracterizd por pri-
mera en el gen de la prodinorfina, que presenta sendos sitios DRE en su region
promotora proximal (102, 115). Curiosamente, la ablacién génica del sensor de
calcio neuronal-1, un gen funcionalmente relacionado con el de la prodinorfina,
en C. elegans produce defectos en el aprendizaje y la memoria asociativa del
gusano (116). Los ratones deficientes de DREAM presentan alteraciones en la
respuesta al tratamiento crénico con cannabinoides y un aumento en la expre-
sién de la prodinorfina en la médula espinal de estos animales, observandose un
fenotipo hiperalgésico que demuestra la implicacién de DREAM en el proceso
nociceptivo (117). Sin embargo, exceptuando los fendmenos mencionados an-
teriormente, la falta de expresiéon de DREAM no produce ninguna otra altera-
cién fenotipica marcada, lo que apuntaria a la existencia de una redundancia
funcional entre los distintos miembros de la familia KChIP. Para abordar este
problema y poder dilucidar la importancia fisiolégica de este grupo de protei-
nas, se han generado ratones transgénicos que sobreexpresan la forma mutada
EFmDREAM insensible a la regulacion por calcio y dominante activo sobre los
KChIPs nativos. En el cerebelo de estos animales se observa una disminucién
significativa en la expresién del intercambiador de Na*/Ca** de membrana tipo
3 (NCX3), una proteina fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de
calcio de las neuronas granulares de cerebelo (CGN) (106). Ademads, en culti-
vos primarios de CGN transgénicas, la reduccidn en los niveles de NCX3 tuvo
como consecuencia un aumento en los niveles citosélicos de Ca®* libre y con-
secuentemente una elevada vulnerabilidad al cultivo en condiciones despolari-
zantes (106).

E. NFxB/IxB

NFxB es un heterodimero de p65 (RelA) con p50 6 p52 que se expresa en
casi todos los tipos celulares y que estd implicado en la regulacion de un gran
nimero de genes que median la respuesta inmune, inflamatoria y de estrés (118,
119). NFxB se encuentra anclado a un grupo de proteinas denominadas IkB,
que lo mantienen retenido en el citosol mediante la ocultacién de su sefial de
localizacion nuclear (120). La hiperfosforilacién de IkB en los residuos Ser-32
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y Ser-36 por las quinasas IKKo y IKKf la hacen susceptible de ser ubiquitina-
da y posteriormente degradada por el complejo del proteasoma (121, 122). De
este modo, NFxB queda libre y se transloca al nicleo donde ejerce su funcion
transcripcional. Ademas, estudios recientes realizados tanto en neuronas como
en linfocitos T demuestran que la CaMKII es un activador de NFxB (123). En
neuronas en condiciones de reposo la forma p65:p5S0 de NF«kB se localiza pre-
ferentemente a nivel sindptico pero, tras una despolarizacion, los niveles de
NF«B nucleares aumentan significativamente (124). Este fenomeno es blo-
queado por antagonistas de los receptores de glutamato y por inhibidores de la
transmision sinaptica y de los CCDV. Cabe destacar que en ratones carentes de
p65 se han observado anomalias en la memoria y el aprendizaje no relaciona-
dos con alteraciones motoras, de percepcion o de motivacion.

F. Nuevos efectores transcripcionales regulados por calcio

Recientemente se ha caracterizado una proteina denominada CREST (trans-
activador de respuesta a calcio) capaz de inducir la expresion de genes de mane-
ra dependiente de calcio. Por el momento se desconoce el mecanismo por el cual
las sefiales de calcio median la activacion de CREST, ya que esta proteina care-
ce de dominios de unién a Ca** (125, 5). Ademas, CREST no se une directamente
al ADN, por lo que debe asociarse con otras nucleoproteinas para activar la trans-
cripcion. Por ejemplo, es capaz de interaccionar con CBP a través los dltimos nue-
ve aminodcidos de su extremo carboxilo terminal, mecanismo que explicaria el
fenémeno de maduracién dendritica inducido por CREST y que se encuentra aso-
ciado a la fosforilacién de CREB inducida por un aumento de Ca**/AMPc tras la
estimulacion neuronal (126). En las neuronas piramidales corticales de ratones de-
ficientes de CREST se observa una disminucion en el crecimiento y la arboriza-
cioén de las dendritas basales (las més proximas al soma) (125). EI 80% de estos
ratones mueren durante la segunda o tercera semana de vida postnatal, indicando
que este factor debe desempeniar una funcién bioldgica esencial. Desgraciada-
mente, no se conocen los genes diana de CREST que se encuentran directamen-
te implicados en la regulacion del desarrollo dendritico. Esta proteina presenta cer-
ca de su extremo C-terminal un dominio multifuncional que contiene una sefal
de localizacién nuclear y que estd implicado en la dimerizacién de CREST, re-
querida para que esta proteina sea transcripcionalmente activa (127).

Los CCDVs también pueden estar involucrados directamente en la regula-
cién transcripcional de genes especificos. Estudios previos han descrito que la
ruptura del extremo C-terminal de los CCDVs genera fragmentos que estan im-
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plicados en la regulacion de la actividad del propio canal reduciendo el flujo de
entrada de Ca** (128). Sin embargo, en los dltimos afios se ha demostrado que
el fragmento C-terminal procedente de la subunidad Ca 1.2 del CCDV tipo L,
denominado regulador transcripcional asociado a un canal de calcio (CCAT), se
localiza en el niicleo de interneuronas GABAGérgicas inhibitorias cortico-hipo-
campales donde regula la expresion de genes concretos (129, 130). Se descono-
ce si este tipo de modulacién transcripcional se produce en otros tipos celulares
no neuronales que también presentan canales de tipo L. La expresion génica re-
gulada por CCAT es dependiente de la estimulacion neuronal ya que, en respuesta
a una despolarizacion, se produce un aumento en los niveles de calcio que in-
ducen la exportacion de los fragmentos CCAT desde el nicleo al citosol (129).
Ademas, dicha regulacion transcripcional requiere la interaccion de CCAT con
otras nucleoproteinas como p54 (nrb)/NonO, una proteina nuclear de 54 kDa de
unién al ADN y ARN, también denominada proteina de unién a octdmero con-
teniendo dominio Non-POU (131). Dado que otras subunidades Ca, sufren la rup-
tura en su extremo carboxilo (132-134), es posible que el mecanismo de control
transcripcional anteriormente descrito no sea exclusivo de la subunidad Ca, 1.2.
De hecho, se ha descrio que la subunidad Ca 2.1 genera un fragmento COOH-
terminal que se localiza en el nicleo de las neuronas de Purkinje (135).

3. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA POR INTERACCIONES
PROTEINA-PROTEINA DEPENDIENTES DE CALCIO

Los sensores de Ca** como DREAM, calmodulina, S-100 y calreticulina, son
proteinas multifuncionales que interaccionan de manera calcio-dependiente con di-
ferentes dianas nucleares como factores de transcripcion o enzimas. En este aparta-
do se mencionaran dos tipos de interacciones que por su importancia merece la pena
destacar: por un lado la interaccién de los sensores de Ca* con las superfamilias de
factores de transcripcion bHLH, las proteinas Sox y los receptores nucleares, y por
otro lado los cambios en la estructura de la cromatina regulados por calcio.

A. Sensores de Ca* nucleares

La calmodulina, una pequefia proteina acidica de 148 aminodcidos, es el
prototipo de los sensores de calcio (139). Contiene cuatro manos-EF de unién
a Ca®™ que se distribuyen en parejas dentro de dos regiones globulares simétri-
cas que se localizan en los extremos NH, y COOH terminales de la proteina.
Ambas regiones se encuentran unidas por una hélice central flexible que com-
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pleta la tipica estructura en forma de mancuerna (140). Las proteinas S-100 tam-
bién poseen dominios de unién a Ca*" del tipo manos-EF y pueden interaccio-
nar con multiples dianas, muchas de ellas compartidas con la CaM. Tanto las
proteinas S-100 como la CaM establecen interacciones electrostiticas con los
dominios basicos de unién al ADN presentes en los factores de transcripcion
bHLH de clase I (136, 141). Esta interaccién bloquea la unién de dichos facto-
res al ADN, produciendo la pérdida de su actividad transcripcional. Ademas, la
interaccién de S-100 y CaM con las proteinas bHLH evita que éstas sufran mo-
dificaciones post-transcripcionales que estan implicadas en su capacidad de
transactivacién (142) o en su interaccién con algunos componentes de la ma-
quinaria transcripcional como HATs, HDACs o proteinas nucleares como pRB,
Notch y Mos (143). Las proteinas bHLH constituyen una familia de nucleopro-
teinas que se expresan ampliamente en diferentes 6rganos y que se encuentran
involucradas en el control del crecimiento y diferenciacién celular (144), ju-
gando un papel importante en la neurogénesis, hematopoyesis y miogénesis. En
un modelo murino que carece de la proteina Neuro2D, una proteina sensible a
Ca’* de la familia bHLH, se observa una falta de maduracién sindptica y un pa-
trén alterado en la proyecciones talamo-corticales (145).

La CaM también puede regular la importacion nuclear de importantes fac-
tores de transcripcidn, como es el caso de las proteinas Sox (caja HMG rela-
cionada con Sry). Estas proteinas constituyen una gran familia factores de trans-
cripcién que activan la expresion de genes mediante su unién a regiones
especificas en el ADN denominadas cajas HMG y mediante su interaccién como
proteinas coactivadoras (146). La proteina Sox9 es un miembro de la familia
Sox que se expresa de forma temprana en el embrién regulando la condrogé-
nesis, la formacion del testiculo y el desarrollo de la cresta neural (146). La
unién de la Ca’*-CaM con el dominio HMG de Sox9 bloquea su importacién a
nicleo y, en consecuencia, su actividad transcripcional (147). La presencia de
mutaciones sin sentido en el dominio HMG de Sox9 que afectan a su interac-
cién con la CaM, produce un sindrome autonémico dominante de malforma-
ciones Oseas severas denominado displasia campomélica (147). Este sindrome
se caracteriza por el encorvamiento de los fémures y tibias, junto con otras al-
teraciones orofaciales, cardiopulmonares y neurolégicas, en el que la mayoria
de los individuos XY presentan una reversion sexual de macho a hembra.

Finalmente, la calreticulina es otra proteina sensora de Ca’* que, aunque ini-
cialmente se localiza predominante en el interior del reticulo endopldsmico, pue-
de interaccionar con el dominio de unién al ADN miltiples nucleoproteinas
como los receptores de glucocorticoides, andrégenos, 4dcido retinoico y vitami-
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na D, bloqueando sus actividades transcripcionales (137, 138). Ademas, la cal-
reticulina media de manera calcio-dependiente la exportacién nuclear de los re-
ceptores de glucocorticoides (148, 149). La delecion de una secuencia sefial en
el extremo amino-terminal de la calreticulina elimina su efecto sobre la capaci-
dad de transactivacion de los receptores de glucocorticoides (150), pero no afec-
ta su funcién como factor de exportacion nuclear (151).

B. Modificaciones Ca**-dependientes en la estructura de la cromatina

Las enzimas reguladas por Ca** no s6lo modifican la actividad de determi-
nadas vias transcripcionales sino que también actdan sobre proteinas que se aso-
cian a la cromatina, como las histonas o el grupo de proteinas de alta movili-
dad (HMG), alterando selectivamente el entorno nucleosomal y provocando que
determinados genes especificos expongan o enmascaren sus regiones regulado-
ras de manera calcio-dependiente. Un claro ejemplo es la correlacion existente
entre la induccidén de la expresion del gen c-fos y el aumento de su sensibilidad
a la enzima DNAsal (152), fenémeno que se relaciona con la fosforilacién de
la histona H3 y de las proteinas HMG (153).

Las histonas son proteinas basicas, de baja masa molecular, muy conser-
vadas evolutivamente entre los eucariotas y en algunos procariotas. Constitu-
yen los componentes esenciales junto con el ADN de la cromatina sobre la base
de unas unidades conocidas como nucleosomas. Las cuatro histonas centrales
0 «core» forman un octamero alrededor del cual se enrolla el ADN, en una lon-
gitud variable en funcion del organismo. Este octamero se ensambla a partir de
un tetrimero de las histonas llamadas H3 y H4, al que se agregan dos hetero-
dimeros de las histonas denominadas H2A y H2B. Las histonas pueden ser mo-
dificadas covalente y post-traduccionalmente, en general en sus extremos ami-
no-terminales, mediante reacciones catalizadas por una serie de actividades
enzimaticas, incluyendo acetilaciones, fosforilaciones, metilaciones, y ADP-ri-
bosilaciones. Estas modificaciones pueden tener consecuencias en cuanto a la
estructura de la cromatina y la facilidad con la que las nucleoproteinas pueden
acceder al ADN. Las proteinas HMG son proteinas cromosémicas no histoni-
cas de bajo peso molecular que presentan un alto contenido en aminoacidos ba-
sicos y en aminoacidos acidos, una elevada proporcién de prolina, un bajo con-
tenido en aminodcidos hidrofébicos y una alta movilidad electroforética. Se han
detectado mas de 20 proteinas HMG, habiéndose encontrado las proteinas
HMG-1, HMG-2, HMG-14 y HMG-17 en todas las especies de mamiferos, aves
y peces estudiadas hasta el momento. Ejercen un papel fundamental en la es-
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tabilizacién del enhanceosoma (complejo proteico que se une a la regién pro-
motora de un gen para activar su expresion) y en la elongacion de la trans-
cripcion (154).

Como se ha comentado previamente, las proteinas que se asocian a la cro-
matina pueden sufrir modificaciones post-traduccionales entre las cuales la fos-
forilacion y la acetilacién/desacetilacion son las mejor caracterizadas en térmi-
nos de control de la estructura de la cromatina dependientes de la actividad
celular. En los afios ochenta, el grupo de Schulman demostré que la histona H3
y la proteina HMG-17 son fosforiladas especificamente en respuesta a un in-
cremento en la concentracién extracelular de Ca** (155). Ademds, tras la fosfo-
rilacién de estas proteinas se produce la hiperacetilacién de los extremos NH,-
terminales de las histonas y se reduce la metilacién de estos mismos residuos
(156, 157). Aunque se desconoce el mecanismo por el cual la fosforilacién de
las proteinas asociadas a la cromatina facilita la transcripcién, se ha propuesto
que la fosforilacién de las histonas impide el acceso de los correpresores trans-
cripcionales asociados a las HDACs y de las ADN metiltransferasas, estabili-
zando una conformacidn abierta de la proteina. Un aspecto importante consiste
en averiguar cudles son las quinasas que median dicha fosforilacién. En un pri-
mer lugar, la fosforilacién dependiente de Ca**/CaM de la histona H3 sugiri6 la
implicacién de una CaMK nuclear (158). Estudios mds recientes apuntan a las
quinasas activadas por estrés y mitégenos (MSK1 y 2), proteinas efectoras que
se activan con posterioridad a ERK y p38, como responsables de la fosforila-
cién de la H3 y la HMG-14 que se asocia a la induccién de los genes inmedia-
tos-tempranos c-fos/c-jun (159, 160). Las MSKs también son responsables de la
activacion directa de la subunidad p65 de NF-xB y de CREB (161, 162). Este
proceso de induccidn transcripcional es revertido por accién de la PP1, que ha
sido implicada en la defosforilacién de la H3 (163).

La relevancia fisiolégica de la fosforilacion de las histonas y las proteinas
HMG se hace patente en dos estudios recientes que muestran in vivo cOmo un
pulso de luz durante el ciclo nocturno induce la fosforilacién de la H3 depen-
diente de MSK1 en neuronas hipotalamicas del niicleo supraquiasmatico, el prin-
cipal regulador del ritmo circadiano (164, 165). El efecto de la luz es especifi-
co y la cinética de fosforilacion de la H3 es paralela a la induccién de los genes
c-fos y mPerl (el ortdlogo murino del gen period en Drosophila) en la misma
neurona. Ademds, la inhibicién de los receptores de GABA; bloquea tanto la
fosforilaciéon de la H3 como la expresion de c-fos y mPerl (165). En concor-
dancia con estos resultados, estudios previos habian demostrado que tanto los
niveles de fosfoCREB como la expresion génica dependiente de CRE oscilan

218



REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEPENDIENTE DE CALCIO EN EL SISTEMA NERVIOSO

siguiendo un ritmo circadiano en las células del niicleo supraquiasmatico, y que
un pulso de luz durante el ciclo nocturno induce un incremento en la expresién
génica mediada por CRE en estas células (166).

La acetilacién/desacetilacion es la modificacién post-traduccional mejor
caracterizada en el caso de las histonas. Normalmente la acetilacidn se rela-
ciona con una activacién de la expresiéon mientras que la desacetilacion se
asocia con una represion transcripcional. Es un hecho cominmente aceptado
que la acetilacion neutraliza parcialmente la carga positiva de las histonas,
reduciendo su afinidad por el ADN. De este modo, se crea una conformacion
abierta de la histona que permite el acceso de otras proteinas al ADN. La des-
acetilacion de la histona produce el efecto contrario. Los mecanismos que
modifican la actividad de las histona desacetilasas de manera actividad-de-
pendiente incluyen: interacciones proteina-proteina, cambios en la localiza-
cién subcelular del enzima, modificaciones post-traduccionales y regulacion
de su disponibilidad controlando la expresién de las HDACs o su procesa-
miento proteolitico. En los mamiferos, las HDACs se clasifican en tres gru-
pos diferentes (I, II y III) dependiendo de su homologia de secuencia con las
HDAC:s de levadura: Rpd3 (proteina de dependencia del potasio reducida 3),
Hdal (histona desacetilasa 1) y Sir2 (regulador de informacién silente 2), res-
pectivamente. En general, las HDACs no interaccionan directamente con al
ADN, sino que dependen de otras nucleoproteinas para su reclutamiento en
localizaciones especificas del genoma. Las HDACs se encuentran normal-
mente unidas a proteinas de andamiaje como Sin3 formando parte de gran-
des complejos multiproteicos multifuncionales que regulan la actividad de las
propias HDACs (167). Por ejemplo, se ha descrito un aumento en la activi-
dad de la HDACS3 tras su interaccion con el complejo silenciador SMRT/N-
CoR (168, 169). El mecanismo de activacion de la HDAC3 conlleva el des-
plazamiento de la proteina inhibidora TriC (complejo en anillo TCP-1) que
se encuentra unida a HDAC3 bloqueando su actividad enzimética (170). La
fosforilacion es otro de los principales mecanismos de regulacién de las
HDAUC:s. Las acetilasas de clase I aumentan su actividad tras ser fosforiladas
por la caseina quinasa II y/o la PKA, a excepcién de la HDACS, cuya acti-
vidad se ve reducida al ser fosforilada por PKA (171, 172, 173). En las
HDAC:s de clase II, la fosforilacién modifica su localizacién subcelular y su
habilidad para interaccionar con otras proteinas. Asi, la fosforilacién Ca**-de-
pendiente de HDAC4 y HDACS por la CaMKIV bloquea su interaccion MEF-
2 (78, 79). La desfosforilacién de las HDACs también es un proceso sensi-
ble a calcio, ya que la mayoria de estas enzimas forman complejos que
incluyen la fosfatasa PP1 (50).
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4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En los ultimos afios se han caracterizado un niimero ingente de proteinas
sensibles a calcio asi como nuevas vias de sefializacién dependientes de este i6n
que esclarecen considerablemente la comprensién de los mecanismos que regu-
lan la expresion génica. Estos descubrimientos también han hecho surgir nue-
vas cuestiones sobre los mecanismos que restringen espacial y temporalmente
la actividad transcripcional de una regién genémica concreta, definiendo asi un
patrén de expresion adecuado en cada momento y circunstancia. En el futuro
serd de vital importancia conocer el orden jerdrquico de las distintas vias de se-
flalizacion reguladas por Ca’ que operan simulténeamente en el control de la
expresion de un gen concreto.

Las tltimas investigaciones se han centrado fundamentalmente en el estu-
dio de la naturaleza y las caracteristicas de la sefial de calcio, sin clarificar de-
masiado cémo las diferentes reservas y localizaciones de Ca** libre activan o re-
primen de manera diferencial una via transcripcional dada. Probablemente
existen numerosos mecanismos de regulacion desconocidos por el momento que
participan en la modulacién de la respuesta transcripcional, asi como de las ca-
racteristicas temporales de dicha respuesta.

Finalmente mencionar que algunas publicaciones recientes han destacado la
existencia de una reserva nuclear de fosfoinositidos que parecen participar en la
regulacién de la expresion génica (174, 175, 176). Ademas, existen nuevas evi-
dencias que apuntan la existencia de una reserva nuclear de calcio regulado de
forma similar (10), aunque se necesita progresar en la investigacion para cer-
ciorarse de que dicha reserva de calcio es realmente nuclear e independiente del
reticulo endoplasmico. Tampoco se conocen los mecanismos que regulan la li-
beracion del Ca® nuclear o que controlan el paso de estos iones a través de los
poros nucleares. Otra cuestion abierta se refiere a la posible existencia de un
«didlogo» entre las reservas nucleares de inositoles fosfato y calcio que pudie-
ra remodelar la cromatina o influenciar directamente las vias transcripcionales.
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8. Modelos animales de enfermedades
neurodegenerativas: ejemplo de la
enfermedad de Huntington
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RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas son patologias muy complejas que
tienen como caracteristicas comunes el caracter progresivo de los sintomas y la
degeneracién paulatina de una parte o partes del sistema nervioso que desem-
boca en incapacidad fisica y psiquica. Las técnicas que se utilizan para el estu-
dio de estas enfermedades son de muy distinta naturaleza. La generacién de mo-
delos animales para su estudio ha supuesto un gran avance en el conocimiento
de los mecanismos involucrados en el desarrollo de la enfermedad, asi como en
la identificacidon de dianas terapetticas. Ademads, representan la forma mas fiel
de reproducir la enfermedad y son 6ptimos para el estudio global de las pato-
logias. La mayoria de los modelos animales que se generan en la actualidad son
modelos genéticos en los cuales se reproduce la enfermedad integrando en el
genoma del animal, o eliminando del mismo, las mutaciones responsables de la
patologia. También existe la posibilidad de generar modelos animales quimica-
mente inducidos en aquellos casos en los que la causa de la enfermedad no ten-
ga un origen genético o no se conozca. La especie animal mas utilizada hasta
hace poco en los laboratorios eran los roedores. En la actualidad, cada vez es-
tan apareciendo un mayor nimero de modelos animales generados en mamife-
ros superiores cuyo sistema nervioso es mas similar al de los humanos y el des-
arrollo de la patologia se asemeja mas a la que tiene lugar en los pacientes.

Palabras clave: Transgénico. Knock-in. Knock-out. Transactivador. In-
ducible.
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ABSTRACT

Animal models of neurodegenerative diseases: Huntington’s disease
as an example

Neurodegenerative diseases are very complex and their biological causes
vary from one to another, but all of them have some characteristics in common:
the progressive worsening of the symptoms and the degeneration of different
components of the central nervous system that entails physical and mental di-
sabilities. The generation of animal models to study these pathologies means a
great advance in the knowledge of the metabolic pathways involved in the di-
seases, and helps to find out possible therapeutic targets. They are also the most
physiological approach to perform global analysis of these diseases. Most of
these animal models reproduce the pathogenesis by inserting or removing, from
the animal genome, the mutation responsible for the disease. They can also be
chemically generated when the cause of the disease is not genetic or known.
The most used animals in the laboratories are rodents but, lately, some labora-
tories are starting to use higher mammals to create new animal models to take
advantage of the fact that their central nervous system is more similar to the hu-
man one, thus better resembling the human pathology.

Keywords: Transgenic. Knock-in. Knock-out. Transactivator. Inducible.

LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

Las primeras referencias que se tienen sobre la existencia de una enferme-
dad conocida vulgarmente como corea (derivada de la palabra choreus = baile),
y que hace referencia a una «mania danzante», son del siglo XIV. La primera
descripcion médica la hizo Paracelso (1493-1541), pero no fue hasta la des-
cripcién que hizo de ella el doctor George Huntington en el Medical and Sur-
gical Reporter (1), cuando se empezd a conocer formalmente como Enferme-

Abreviaturas: EH, Enfermedad de Huntington; SN, Sustancia Nigra; GP, Globo Palido;
NST, Nucleo Subtalamico; Htt, Huntingtina; PoliQ, poliglutamina; SCA, Ataxia Espinocerebe-
losa; DRPL, Atrofia Dentatorubro-Palidoluisiana; SBMA, Atrofia Muscular Espinobulbar; C. Ele-
gans, Caenorhabditis elegans; Aa, aminodcido; Htt*, huntingtina mutada; AQ, Acido Quinoli-
nico; NMDA, N-metil-D-aspartato; GFAP, proteina acidica fibrilar glial; CNTF, Factor
Neurotréfico Ciliar; BDNF, Factor neurotréfico derivado de cerebro; GDNEF, Factor Neurotréfi-
co derivado de glia; ATP, Adenosin trifosfato; 3-NP, Acido 3-nitropropiénico; ROS, Especies re-
activas de oxigeno; AAYV, Virus adeno-asociados; YAC, Cromosoma artificial de levaduras.
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dad de Huntington (EH). En esta publicacion se establece por primera vez la
edad de comienzo, después de los 40 afios, la tendencia a la locura y al suici-
dio, y el caricter hereditario de la enfermedad. En la actualidad, la EH se defi-
ne como un trastorno neurodegenerativo, autosémico, dominante, que comien-
za hacia la mitad de la vida (40 afios aproximadamente) y que termina con la
muerte del individuo después de aproximadamente 15 afios de enfermedad (2).
Lo mas caracteristico de esta enfermedad son los sintomas motores, conocidos
como «corea», que consisten en movimientos involuntarios que estan presentes
de forma continuada durante varias horas, que no pueden ser suprimidos vo-
luntariamente por el paciente y que empeoran con el estrés. Las causas de la
muerte son principalmente infecciones tipo neumonia (42%), problemas car-
diovasculares (33%) y, en menor medida, el suicidio (3%) y el cancer (3%) (3).
La prevalencia, en la mayoria de las poblaciones de origen europeo, es de apro-
ximadamente 1 de cada 10.000 individuos (4). Existen pequefias dreas de pre-
valencia particularmente alta y baja relacionada con los origenes étnicos de es-
tas poblaciones y con los origenes de la EH en ese pais, pero la posibilidad de
viajar y la mezcla de razas, hace que, actualmente, la prevalencia de la EH sea
relativamente estable en todo el mundo.

SINTOMATOLOGIA Y NEUROPATOLOGIA DE LA EH

Las manifestaciones clinicas caracteristicas de la EH consisten en disfuncién
motora, declive cognitivo y trastornos psicopatolégicos que se desarrollan a lo lar-
go de 10-15 afios, y que terminan con la muerte del individuo (2). Aunque la edad
media de inicio suele ser los 40 afios, existen casos en los que la enfermedad co-
mienza a manifestarse a los 2 afios (formas juveniles), y otros en los que se des-
arrolla a los 70-80 afios (formas tardias o seniles) (5). A pesar de existir estas gran-
des diferencias en la edad de comienzo de la enfermedad, no existen grandes
diferencias en la duracién de la misma (10-15 afos) (6). En todos los estudios re-
alizados estd muy bien establecida la edad de aparicién de los sintomas (5-8), pero
resulta mucho mds complicado determinar la edad de inicio de la enfermedad ya
que, anteriores a los sintomas obvios de disfuncién extrapiramidal detectables con
exdmenes motores o neurolégicos (hasta 3 afos antes), se desarrollan otras anor-
malidades motoras menores (temblor general, movimientos anormales de los ojos,
hiperreflexia, movimiento excesivo e inapropiado de los dedos, manos y pies du-
rante estrés emocional, etc.) que pueden pasar inadvertidas (9).

Los sintomas extrapiramidales que sufren los pacientes de EH se producen
como consecuencia de la atrofia de distintas areas cerebrales. La neuropatolo-
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gia de la EH incluye atrofia y gliosis del caudado y putamen, con pérdida es-
pecifica de las neuronas GABAérgicas del estriado denominadas neuronas es-
pinosas de tamafio medio que proyectan a la sustancia nigra (SN) y al Globo
Palido (GP) (10). En menor medida, también se encuentran afectadas las neu-
ronas piramidales de las capas III, V' y VI de la corteza (11, 12). Segtn va pro-
gresando la enfermedad, la pérdida neuronal se va extendiendo a otras regiones
cerebrales como el GP y del Niicleo Subtalamico (NST). Ya en las ultimas fa-
ses de la enfermedad empieza la degeneracion del talamo, la SN, el hipocam-
po, la médula espinal y otros (12, 13).

La degeneracién del estriado (drea més afectada en la enfermedad) produ-
ce un aumento de los movimientos involuntarios (tirones de la cabeza, cuello
y extremidades, movimientos faciales y muecas), asi como movimientos mas
lentos de lo normal y rigidez (14). La degeneracién de la corteza, que como ya
hemos visto es la segunda drea mas afectada, da lugar a déficits en la memo-
ria de trabajo, en la habilidad de establecer una tarea, y en la habilidad para
pasar de una a otra, cuando se da en la corteza prefrontal (involucrada en pro-
cesos cognitivos complejos); depresion y trastornos obsesivo compulsivo, sin-
tomas que en los enfermos de EH aparecen simultineamente a los sintomas
motores, cuando afecta a la corteza orbitofrontal; e inhibicién de la respuesta
y apatia cuando se produce en territorios corticales paralimbicos (15). En es-
tadios posteriores, en los que ya se detecta degeneraciéon del GP y del NST, se
observan movimientos mucho mads lentos, posturas anormales, dificultad en la
relajacion de los musculos y movimientos involuntarios de larga duracién (he-
miballismus) que se parecen a la corea, por ser repentinos y aleatorios, pero de
mucha mayor amplitud. Esto concuerda con el progresivo empeoramiento de
la rigidez y disminucién de la hiperquinesia que sufren los enfermos de EH
con el tiempo. La atrofia de la SN y del tdlamo en los estadios mds termina-
les de la EH produce la apariciéon de movimientos involuntarios de los ojos
(16), bradiquinesia, aquinesia, rigidez muscular y temblor en descanso, y difi-
cultad para prestar atencion.

MUTACION RESPONSABLE DE LA ENFERMEDAD

La mutacién responsable de la EH consiste en una expansion, en el extre-
mo 5" del gen que codifica por la proteina huntingtina (htt), de los tripletes CAG
que codifica por una secuencia de poliglutaminas (poliQ) (17-19). Los indivi-
duos sanos tienen entre 11-35 repeticiones de CAG, mientras que los enfermos
de EH tienen mas de 37 repeticiones. Ademas de la EH existen otras 8 enfer-
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medades neurodegenerativas hereditarias causadas por expansion de poliQs en
el extremo N-terminal de distintas proteinas no relacionadas entre ellas. Estas
enfermedades son: las Ataxias Espinocerebelosas (SCAs) -1, -2, -3, -6, -7, y -
17; la Atrofia Dentatorubro-Palidoluisiana (DRPL) y la Atrofia Muscular Espi-
nobulbar (SBMA) (20, 21). En todas las enfermedades el limite patogénico se
encuentra alrededor de 40 repeticiones, aumentando la severidad de la enfer-
medad y comenzando antes seglin aumenta el nimero de repeticiones (22). El
hecho de que todas estas enfermedades desarrollen sindromes neurodegenerati-
vos similares sin tener en cuenta la diferente naturaleza de las proteinas que lle-
van la mutacidn y la expresion ubicua de las mismas, sugiere fuertemente la te-
oria de que es una ganancia de funcién téxica de la proteina lo que da lugar a
la enfermedad, y de que existe una vulnerabilidad selectiva de las neuronas a
las poliQs (en el caso de la EH son las neuronas GABAérgicas del estriado las
mads afectadas). Esta vulnerabilidad selectiva de distintos grupos neuronales en
las distintas enfermedades causadas por poliQ también sugiere la posible im-
plicacién de la pérdida parcial de la funcién de la proteina en esos tipos celu-
lares el desarrollo de estas enfermedades.

Otra caracteristica comun a todas las enfermedades causadas por expansion
de poliQ es la presencia de agregados proteicos intraneuronales, que se detectan
con anticuerpos anti-huntingtina y anti-ubiquitina, formados por la acumulacién
de las proteinas que llevan la poliQ. Este hecho resulta muy curioso ya que se
ha demostrado que el nimero minimo de repeticiones de CAG necesarias para
que se produzca agregacion in vitro estd en torno a 40 (23), y como hemos men-
cionado anteriormente, el limite patogénico de expansién de poliQs de todas es-
tas enfermedades estd en torno a 40 repeticiones (22). Estos agregados se en-
cuentran representados con distintas densidades en varias dreas del cerebro. En
la EH son muy numerosos en la corteza, especialmente en capas 5 y 6, incluso
en estadios de la enfermedad en la que no se ha producido todavia degeneracion
cortical (24, 25). La frecuencia de inclusiones en la corteza es directamente pro-
porcional al tamafio de la expansiéon de poliQ e inversamente proporcional a la
edad de inicio y muerte de la enfermedad (26). En el estriado, aunque es el drea
mds afectada en la EH, la presencia de agregados es poco comun, encontrdndo-
se principalmente en las neuronas espinosas de tamafio medio (24, 25). En otras
estructuras como el globo palido, el cerebelo (tanto en la capa molecular como
en la granular), la SN, el NST o el hipocampo también son bastante escasos.

Dentro de las neuronas, las inclusiones son principalmente intranucleares lo-
calizadas de forma variable a lo largo de la superficie del nucleo (25). Un andli-
sis mds detallado de la composicion de estos agregados concluyé que estan com-
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puestos por un cuerpo esférico con una densidad electrénica muy fuerte y estruc-
turas filamentosas en su superficie orientadas al azar o paralelamente unas a otras.
Ademas se vio que no estan separados por membrana del nucleoplasma (25, 27).
También se detectd la presencia en los mismos de otras proteinas diferentes a la
htt como la histona H3, la histona H4, la proteina hnRNPH, la hnRNPF, etc (27).

MODELOS ANIMALES DE LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

La EH es una enfermedad en la que todavia se desconocen muchos aspec-
tos de los mecanismos que estdn implicados en ella, por ello, actualmente no
existen tratamientos eficaces para retrasar su comienzo o para enlentecer su pro-
greso. Pero es un paradigma de enfermedad neurodegenerativa para producir
modelos animales ya que estd causada por una tinica mutacién muy bien cono-
cida y caracterizada, y ademds confiere una ganancia de funcién téxica a la pro-
teina que expresa la mutacion.

Los modelos animales suponen un gran avance en este aspecto ya que nos
permiten realizar distintos abordajes experimentales para averiguar los posibles
mecanismos involucrados en la patologia, asi como identificar dianas terapéu-
ticas o comprobar el efecto de potenciales tratamientos en estados patoldgicos,
celulares y moleculares tempranos de la enfermedad, que seria imposible reali-
zar in vivo en pacientes de EH.

Los modelos animales mds ampliamente estudiados y utilizados son los de
roedores aunque, recientemente, han comenzado a utilizarse con bastante regu-
laridad primates no humanos. También se utilizan, aunque en menor medida,
otras especies de invertebrados como Caenorhabditis elegans y Drosophila me-
lanogaster. Estos modelos de invertebrados permiten un andlisis rdpido de las
hipétesis y probar nuevas estrategias terapéuticas.

1. CAENORHABDITIS ELEGANS COMO MODELO DE LA EH:

Caenorhabditis elegans (C.elegans) es un nematodo muy utilizado para el
estudio de la biologia del desarrollo. C elegans posee algunas caracteristicas
muy interesantes:

1. No tiene el gen ortélogo de la hit.

2. No posee poliQ en ninguna proteina.
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Ambas caracteristicas son muy utiles para un modelo de EH ya que supo-
ne que el fenotipo que desarrollen serd debido tinicamente al transgen que se
les ha insertado (28). Ademas:

1. Se conoce su genoma completo, posee cerca de 97 millones de pares
de bases nitrogenadas, y mas de 19000 genes.

2. Contiene ortélogos de algunas de las proteinas que interaccionan con
la htt, y se ha visto que, in vitro, son capaces de interaccionar con la
construccién de htt insertada (29). Esto posibilita la realizacion de es-
tudios de interaccién proteina-proteina (30).

3. El uso de Caenorhabditis elegans resulta conveniente en estudios bio-
l6gicos por su corto periodo de gestacion y gran cantidad de progenie.

4. Es transparente a lo largo de toda su vida, lo que facilita la observa-
cién de su desarrollo temprano bajo el microscopio.

5. Es hermafrodita, lo que favorece la obtenciéon y mantenimiento de in-
dividuos con mutaciones recesivas.

6. Es muy simple, por ejemplo en cuanto a nimero celular (unas 1000
células), lo que ha permitido caracterizar como se genera cada linaje
celular a lo largo del desarrollo.

En esta especie esta descrito un modelo transgénico que se generd inser-
tando al azar en el genoma de C. elegans una construccién formada por los pri-
meros 57 aminodcidos (aa) de la htt humana con una expansién de poliQ pa-
togénica, bajo el control de un promotor que sélo se expresa en las neuronas
mecanosensoriales (31). El fenotipo observado es un déficit mecanosensorial
en la cola, anormalidades morfoldgicas axonales y disfuncién neuronal direc-
tamente proporcional a la longitud de la poliQ. Todo ello sucede en ausencia
de muerte neuronal. Ademas también se observan acumulaciones proteicas pe-
rinucleares, pero éstas no son consecuencia de la patogenicidad de la poliQ ya
que también estan presentes cuando se expresan longitudes no patogénicas de
poliQ (32). Estos resultados nos permiten afirmar que la disfuncién neuronal
es un proceso independiente de muerte neuronal y de la presencia de agrega-
dos, aunque si correlaciona con cierto grado de agregacién y anormalidades
morfolégicas axonales.

Este modelo se utiliza principalmente para realizar screenings y hallar po-
sibles candidatos y rutas que regulen o estén dafiados en la EH (33, 34).
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2. DROSOPHILA MELANOGASTER COMO MODELO DE EH

La Drosophila melanogaster, o mosca de la fruta, es uno de los mejores in-
vertebrados para utilizar como modelo de enfermedades de organismos supe-
riores ya que:

1. El andlisis comparativo de su genoma con el humano revela que al me-
nos un 50% de los genes son similares a los de los humanos (35).

2. De los genes que estan asociados a alguna enfermedad en humanos, el
75% aproximadamente tienen ort6logo en Drosophila (36).

3. Tiene un sistema nervioso con una estructura que separa funciones
como la vision, el olfato, el aprendizaje y la memoria de una forma si-
milar al del sistema nervioso de mamiferos (37-39).

4. El ojo de Drosophila esta compuesto por centenares de conjuntos de
neuronas fotorreceptoras por lo que cualquier variacion en el patrén es
bastante evidente.

5. Es muy fécil su manipulacién genética y conseguir que un gen extra-
flo se exprese de forma especifica de tejido o temporalmente. Ademas
existen gran cantidad de herramientas genéticas comerciales adecuadas
para su uso en este organismo.

6. El periodo de gestacion dura aproximadamente 10 dias (desde la fertiliza-
cién hasta que el huevo eclosiona) por lo que es posible obtener animales
para experimentacion, con multiples variantes genéticas, con gran rapidez.

En esta especie, los modelos transgénicos se obtienen generalmente inyec-
tando en los embriones de mosca una construccién que consta de un promotor
activable mediante la unién del transactivador GAL4 (UAS), seguido del exdn
1 de la htt humana o la proteina completa con una expansién de poliQ patogé-
nica (37 CAG o mas). Esta mosca, por si sola, no expresa la construccién ya
que tiene que estar presente el transactivador GAL 4 para que se produzca su
transcripcidn; pero si cruzamos esta cepa con otra cepa que exprese dicho trans-
activador (GAL 4), entonces éste se unird al UAS y obtendremos la expresion
del transgen. Existen cepas estandar que expresan GAL 4 en tejidos especificos,
por lo que al cruzarlas con la cepa que lleva el transgen de la htt mutada (htt*)
obtendremos una expresion de éste especifica del tejido que queramos (40). La
cepa resultante expresarda dos copias de htt endégena no mutada y la construc-
cién que nosotros hemos introducido de htt* en el tejido especifico que quera-

244



MODELOS ANIMALES DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS: EJEMPLO DE LA ENFERMEDAD...

mos. La expresion de la htt* en Drosophila reproduce la degeneracién neuro-
nal tardia (comienza en el estado de larva madura/pupa) caracteristica de la EH
en humanos (41). La severidad de la enfermedad, al igual que en humanos, es
progresiva, dependiente de la longitud de la poliQ, y causa déficit motor y muer-
te neuronal temprana (41). Las poliQs expandidas hacen que la localizacion ci-
toplasmica de la htt que se de con longitudes de poliQ no patogénicas pase a
ser nuclear, y que comiencen a aparecer agregados nucleares (25).

Este modelo es muy util para investigar tanto los mecanismos de actuacién
de la EH, como el desarrollo de tratamientos y curas. Entre los formacos que se
han estudiado en este modelo se encuentra inhibidores de histonadeacetilasas
(42), péptidos inhibidores de la agregacioén (43-45) y drogas que modifican la
respuesta celular al estrés (46). También se han realizado screennings genéticos
en busca de posibles moléculas que intervengan en la EH y que ofrezcan una
pista sobre las posibles rutas afectadas.

3. ROEDORES COMO MODELOS DE EH

El Mus musculus es la especie mas frecuente de ratdn utilizada en los la-
boratorios de investigacién. En general, los roedores se vienen utilizando como
modelo de la EH desde hace mas de tres décadas. Estos animales reinen una
serie de caracteristicas de crianza y manipulaciéon genética que los convierten
en buenos candidatos a ser modelos de estudio de enfermedades:

1. Tamafio apropiado para la crianza y manipulacion

2. Poseen un breve periodo de gestacién (19-21 dias) con un alto ntime-
ro de crias y rapido destete. Esto supone una rapida generacién de ani-
males para el estudio.

3. La duracién de su vida es de 3 afios aproximadamente, lo que supone
que en un periodo de tiempo relativamente corto puedes analizar todo
el desarrollo de la enfermedad, tanto de estadios presintomaticos como
sintomaticos.

4. Al ser mamiferos euterios, al igual que el hombre, tienen un genoma
muy similar a los humanos por lo que poseen genes ortélogos para la
mayoria de las enfermedades humanas.

5. La manipulacién de sus genes por medio de técnicas de ingenieria ge-
nética es relativamente facil, permitiendo crear variaciones y combina-
ciones con rapidez y facilidad.
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6. Se pueden cruzar facilmente con otros modelos animales y, gracias al
breve periodo de gestacion, obtener combinaciones genéticas con rapi-
dez para poder analizar las implicaciones de otras proteinas en la EH.

7. Los roedores modelo de la EH se podrian clasificar en dos categorias
seglin los métodos utilizados para generarlos: 1) modelos animales
«quimicamente inducidos» o 2) modelos animales «genéticos».

3.1 Modelos quimicamente inducidos

3.1.1. Excitotoxicos directos

La palabra excitotoxicidad hace referencia al efecto perjudicial que tiene
sobre las neuronas la administracion de altas concentraciones de glutamato o de
sus agonistas (tanto mediante inyeccién intraestriatal como sistémica). El acido
glutdmico o glutamato, es un aminodcido no esencial perteneciente al grupo de
los aminodcidos 4cidos o con carga negativa a pH fisiol6gico. Es el neuro-
transmisor excitatorio por excelencia de la corteza cerebral humana. Su papel
como neurotransmisor estd mediado por la estimulacion selectiva de receptores
ionotrépicos (canales i6nicos) y receptores metabotrépicos (de siete dominios
transmembrana y acoplados a proteinas G). La razén de utilizar agonistas del
glutamato para generar un modelo animal de EH es que el estriado recibe gran
cantidad de aportacién glutamatérgica de las neuronas aferentes corticoestriata-
les, por lo tanto, es una estructura con alto riesgo de lesién producida por glu-
tamato (47).

Estos modelos animales fueron los primeros modelos en utilizarse (en la dé-
cada de los 70) antes de que se identificase la mutacion responsable de la EH en
1993 (17). Reproducen algunas caracteristicas de la EH como hiperquinesia, ca-
pacidades motoras mermadas y déficit en aprendizaje espacial y ejecutivo. Sin
embargo, no son capaces de reproducir el componente «progresivo» de la enfer-
medad en el empeoramiento del comportamiento (48). Las caracteristicas inclu-
siones intranucleares de htt* observadas en humanos y otros modelos animales
de EH, no se reproducen en estos modelos ya que la enfermedad no se produce
por la presencia de la proteina mutada (responsable de la apariciéon de las mis-
mas), sino por la adicién exdégena de compuestos que reproducen la lesion.

A) Acido Quinolinico (AQ): Este modelo es el més utilizado tanto en ro-
edores como en primates no humanos. El AQ es un metabolito endégeno del
triptéfano por la via de la kinerenina y actiia como agonista del glutamato de
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forma selectiva para los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA). El triptéfano
atraviesa la barrera hematoencefalica usando transportadores que también utili-
zan los aminoécidos neutros [49] y, en el cerebro, es internalizado por los as-
trocitos, macréfagos, microglia y células dendriticas que lo convierten en kinu-
renina (50). En presencia de la encima 3-hidroxiantranilico oxigenasa, la
kinurenina es trasnformada en AQ. Niveles normales de AQ no causan ningtn
dafio, pero un pequefio incremento en sus niveles es toxico. El AQ no es capaz
de atravesar la barrera hematoencefalica, por lo que hay que suministrarlo me-
diante inyeccion intraestriatal (51). La administracion de AQ produce la despo-
larizacién celular por influjo de corrientes de calcio intracelular y, como conse-
cuencia, la produccién de radicales libres que llevan a la muerte celular
especifica en el estriado de las neuronas GABAérgicas [neuronas espinosas de
tamafio medio tanto encefalina positivas como sustancia P positivas (52-54)],
permaneciendo intactas las neuronas NADPH-diaforasa positivas y las inter-
neuronas colinérgicas (55, 56). El mecanismo de muerte celular que se produ-
ce en este modelo reproduce bastante bien el que se produce en los cerebros de
EH (55, 57, 58). También se encuentran afectadas otras areas del cerebro como
el GP y la SN, aunque este dafio en zonas remotas a la inyeccién no se atribu-
ye a la toxicidad del AQ sino a la liberacion por el estriado de sustancias exci-
totéxicas [6xido nitrico, proteina acidica fibrilar glial (GFAP)] en sus principa-
les zonas de proyeccidn. La inyeccion tanto uni- como bilateral de AQ produce
un fenotipo tanto de comportamiento como neuroanatémico sutil, mas similar a
los sintomas tempranos de la EH que a los tardios. La inyeccién unilateral pro-
voca un comportamiento rotatorio inducido por el agonista de la dopamina apo-
morfina (59), asi como problemas motores en las pata delanteras contralatera-
les al hemisferio dafiado (60). A nivel cognitivo, estos ratones desarrollan
alteracion del aprendizaje espacial, de la memoria y de las funciones visuoper-
ceptivas (61-63). Este modelo, al ejemplificar los sintomas de las fases inicia-
les de la EH, es muy util para el estudio de fairmacos neuroprotectores. En 1998
se probd en estos modelos animales un tratamiento de implantacién de células
encapsuladas genéticamente modificadas para secretar Factor Neurotréfico Ci-
liar (CNTF), y se vio que mejoraban los déficit motor y cognitivo resultantes
de la lesion bilateral de los animales con AQ (64). También se han realizado tra-
tamientos con el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) (compuesto
producido por las neuronas corticales y secretado en el estriado, esencial para
la supervivencia de las neuronas estriatales), y se ha visto que, si se les im-
plantaban células modificadas para producir BDNF, se prevenia totalmente la
pérdida de neuronas espinosas de tamafio medio que provoca la lesién con AQ
(65). Ademas, trasplantes de células madre fetales humanas o administracién de
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factor neurotréfico derivado de glia (GDNF) en el estriado de estos animales
atendan los déficits motores y protege a las neuronas de la degeneracién que se
produce el AQ (60, 66). Por ultimo, a ratas lesionadas con AQ se les trasplan-
t6 células corticales fetales, administradas por via intravenosa (inyeccién en la
vena de la cola), y se vio que mejoraba el comportamiento rotacional y dismi-
nuia la atrofia del estriado (67).

B) _Kainato: Fue la primera toxina utilizada como modelo de la EH (68).
El Kainato es una pirolidina acidica aislada originariamente del alga Digenea
simples. También actia como agonista del glutamato pero no sobre los recep-
tores NMDA como en el caso del AQ, sino sobre los receptores ionotrépicos en
general (canales i6nicos), por lo que su efecto no es tan selectivo de neuronas
GABA¢érgicas estriatales y afecta también a las interneuronas NADPH-diafora-
sa positivas y a las neuronas de proyeccién (56, 69). Ademads, la inyeccién de
kainato también produce lesiones en zonas mdas remotas al pinchazo y a altas
concentraciones destruye las fibras de paso, razén por la que ha sido sustituido
por el modelo de AQ como modelo mas utilizado.

Los modelos excitotéxicos han llevado al uso de antagonistas del glutama-
to como tratamiento para la EH. Antagonistas del receptor NMDA como el Ri-
luzol o la Amantidina se usan frecuentemente en pacientes de EH (70).

3.1.2. Excitotoxicos indirectos

Estos modelos no se producen por la inyeccidon de compuestos agonistas del
glutamato, sino por la administracién de toxinas mitocondriales. Estas toxinas
producen un aumento en la formacién de lactato, una deplecién en la cantidad
de adenosin-trifosfato (ATP) y degeneraciéon neuronal especifica de las neuro-
nas GABAGérgicas debido a la disrupcion del metabolismo energético de la mi-
tocondria. El efecto indirecto de estos cambios es excitotoxicidad neuronal. Al
igual que en los modelos excitotéxicos directos, estos animales tampoco repro-
ducen algunos de los sintomas motores de la EH (sobre todo el cardcter pro-
gresivo de la misma) y tampoco poseen agregados proteicos ya que carecen de
la proteina mutada responsable de su formacién. Para producir estos modelos
animales se pueden utilizar distintas toxinas mitocondriales (malonato, Mn*,
MPP", aminooxiacetato, rotenona, 3-acetil-piridina) aunque el mas utilizado de
todos es el dcido 3-nitropropioénico.

A) Acido 3-nitropropiénico (3-NP): El 3-nitropropanol actiia como inhibi-
dor crénico e irreversible de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenada
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del complejo respiratorio II del ciclo de Krebs, localizada en la membrana in-
terna de la mitocondria y responsable de la oxidacién de succinato a fumarato
(56, 71, 72). La disrupcién de la actividad mitocondrial estd asociada a la for-
macién de especies reactivas de oxigeno (ROS) como radicales superoxido, ra-
dicales hidroxilo y perdxidos de hidrégeno que dafian la membrana celular y el
ADN (73). Este proceso de muerte celular por mal funcionamiento mitocondrial
también se produce en el cerebro de pacientes con EH como consecuencia del
mal funcionamiento del metabolismo de la glucosa. Ademas, en el caudado y
putamen de cerebros de pacientes de EH se han encontrado deficiencia en al-
gunas enzimas involucradas en el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la cade-
na transportadora de electrones, asi como una reduccién en la actividad de la
aconitasa y de los complejos II, III y IV (73-75).

Los efectos del 3-NP se descubrieron cuando, en China, unos nifios ingirie-
ron azucar de cafia infectada con el hongo Arthrinium cuyo metabolismo produ-
ce 3-NP (76, 77), y que les produjo muerte celular en el caudado y putamen y
distonia severa (78). El 3-NP cruza la barrera hematoencefélica por lo que la for-
ma de administracion del 3-NP es mediante una o varias inyecciones subcuta-
neas. Aunque la administraciéon del 3-NP sea sistémica, produce una degenera-
cion selectiva bilateral en la zona dorso-lateral del estriado (79, 80) que recuerda
la patologia severa que se ve en el putamen dorsolateral en las cerebros de EH
(12). Si las dosis son a altas concentraciones y se administran en un periodo de
tiempo corto (1-5 dias), no se replica la patologia de EH ya que se produce una
deplecion total de neuronas en el drea central de la inyeccién estriatal y sélo exis-
te una pequefia zona de transicion entre el centro de la lesion y el resto del teji-
do estriatal normal. La similitud con la EH sélo se consigue con la administra-
cién de forma crénica (1 mes aproximadamente) de dosis bajas de este compuesto
(10-12 mg/kg-d) (79, 81). Con este protocolo se consigue reproducir los movi-
mientos hipoquinéticos asi como el déficit en memoria de trabajo y atencién més
similares a los sintomas tempranos de la EH (82, 83). La pérdida neuronal es di-
fusa incrementando desde la zona no afectada del estriado hacia el centro de la
lesion. En el centro de la lesion se observa pérdida de las neuronas GABAérgi-
cas dejando relativamente intactas las neuronas NADPH-diaforasa positivas y las
neuronas aferentes dopaminérgicas, acompafiada de astrogliosis moderada y dis-
minucion en la actividad citocromo oxidasa (79, 84, 85).

Aunque este modelo replica bastante bien algunas de las caracteristicas
de la EH, tiene algunas limitaciones. El repertorio de movimientos anorma-
les no se asemeja demasiado a los experimentados por los pacientes de la EH
ya que, al ser la organizacion de los ganglios basales distinta en roedores que
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en primates, algunos movimientos anormales que se producen como resulta-
do de esta diferente estructuracién (movimientos coreicos, hiperlocomotores,
distonia y bradiquinesia) no se pueden reproducir en este modelo animal (83,
84). Ademads este modelo es muy heterogéneo en cuanto a las lesiones pro-
ducidas. Sé6lo en la mitad de los casos se producen lesiones estriatales, el res-
to de las veces se producen lesiones extraestriatales en estructuras como el
GP, el hipocampo, el tdlamo o la SN pars reticulata (79, 84). Por dltimo, dis-
tintas cepas de ratones responden de forma muy diferente a la inyeccién de
3-NP, por lo que no es un modelo adecuado para el estudio de farmacos neu-
roprotectores en los que se requiera una distribuciéon homogénea y consis-
tente del neurotéxico (84).

A pesar de sus limitaciones, este modelo estd especialmente recomendado
para el estudio de tratamientos principalmente motores de la EH en los que se
pretende hacer una evaluacion final para medir la eficacia, asi como para el es-
tudio de la fisiopatologia mitocondrial de la EH (86). Un ejemplo son los estu-
dios realizados mediante la expresion génica de GDNF o neurturina, sustancias
que protegen las neuronas positivas para sustancia P (87) o que contienen en-
cefalina (88) respectivamente, mediante virus adeno-asociados (AAV), donde se
vio que protegian contra la degeneracion de las neuronas estriatales y preveni-
an el déficit motor (89).

El uso de estos modelos animales producidos por toxinas mitocondriales ha
llevado al uso de protectores mitocondriales como la coenzima Q10 (molécula
presente en la cadena transportadora de electrones que se encarga del transpor-
te de electrones de los complejos I y II al complejo III) (90) y la creatina (com-
puesto capaz de tamponar los niveles de ATP en la célula) como tratamiento
para la EH.

De todo lo descrito anteriormente se deduce que, aunque los modelos ex-
citotoxicos, tanto directos como indirectos, representan una herramienta muy
util para estudiar algunos aspectos de la enfermedad. No son un modelo per-
fecto ya que no poseen la proteina causante de la enfermedad, la htt*. Toda-
via no se ha llegado a un acuerdo sobre si la formacién de inclusiones en la
EH es beneficioso o perjudicial, pero si que estin establecidas como marca
histopatolégica de la EH por lo que un buen modelo deberia replicarlas. Ya se
ha descrito que estos modelos animales no reproducen el caricter progresivo
de la enfermedad ya que la muerte neuronal que se produce no es un periodo
lento y posiblemente secundario a otros procesos que tengan lugar en la cé-
lula como pasa en la EH, sino que es un proceso inmediato y consecuencia
principal de la toxina suministrada.
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3.2. Modelos genéticos

Desde el descubrimiento de la mutacién que da lugar a la EH en 1993
(17), comenzaron a proliferar los modelos genéticos de esta enfermedad. Es-
tos modelos intentan reproducir fielmente el desarrollo de la EH, y para ello
se realiza algun tipo de modificacién en el gen de la proteina htt responsable
de la EH y se introduce en los genes de la linea germinal del ratén, de esta
forma el ratén desarrollara la patologia. Estos modelos permiten identificar las
primeras manifestaciones de la EH asi como seguir a lo largo del tiempo la
degeneracion neuropatoldgica, electrofisioldgica y del comportamiento que su-
fren estos ratones. Las técnicas genéticas utilizadas para la creacidon de estos
modelos animales de la EH son diversas, teniendo cada una de ellas sus ven-
tajas y desventajas.

3.2.1. Modelos genéticos con la proteina htt endégena modificada

A) Modelos genéticos Knock-out: Se generan eliminando el gen ort6lo-
go murino de la proteina htt dando lugar a un ratén carente de la misma (Fi-
gura 1). En un principio se creia que la EH se producia por una pérdida de
funcién de la proteina htt debida a la poliQ, pero al generar ratones knock-out
para esta proteina (91, 92) se vio que su carencia era incompatible con la vida
ya que se producia letalidad embrionaria antes del dia 8,5 de gestacién (antes
de la gastrulacién y la formacién del sistema nervioso central) (93-95). Sin
embargo, ratones en los que la carencia de esta proteina estaba en heteroci-
gosis en vez de en homocigosis, es decir, tenian un tnico alelo completo fun-
cional (50% del contenido normal de htt) si eran compatibles con la vida (2).
Ademds, si estos ratones se cruzaban con ratones transgénico para la htt de
forma que no expresasen la proteina endégena pero si un alelo de htt*, no se
producia letalidad embrionaria. La htt* es capaz de rescatar el fenotipo de le-
talidad del ratén knock-out y no se desarrollaba EH (96). En base a los re-
sultados obtenidos se vio que estos ratones no eran buenos modelos para la
EH, pero pusieron de manifiesto la implicacién de la htt en el desarrollo em-
brionario ademds de la implicacién de la ganancia de funcién téxica en la EH
(97). También se han estudiado ratones a los que se les ha eliminado las 7 re-
peticiones de CAG que posee el gen de la htt murina para saber cual era su
aportacion a la patologia de EH (98). Este ratén nacia con frecuencia mende-
liana y no presentaba un fenotipo caracteristico de la EH. A edad adulta tam-
poco presentaban signos evidentes de enfermedad excepto por un ligero défi-

251



Jost J. Lucas Y ZAIRA ORTEGA

A B Pllemids £ al gan e baras
; :;~ X r;:. ;

- L = Wy
'} = 2 “ Elpctroporacdn &
el S pldsmida en un oyt Becembra b basdiig
Orvhamas e S Tran g de chlulas madea e
b 0 3 wade e ki di ratin ._,-“'" -\"""\-\_\
V- e N
4 :m:;d.l oA RGN ﬁ-'_‘l-’ *-:de \
Ui e N
- Seldeca di citlé P
.-‘nu.-.:mr..n.,..: T ibn da bt clbulds =
Imghantocién da ko ambrignat Tras maded sytantd an o i

wrpitadon an Armbrat artod Ao di rasin

preudeq ifatar # —— 5.
I-h11nr|:'h Qi

g ban B i el

= b-hrmr-ﬂn an bambrag

: proudoprafiada
e == | Prowka genk tica para
ditacrar o raliba gus b
witegrade el waagin
! =
“ Rt Irosginics “ G- l
I - . . Ratin guimdrico
i ] Fy
L A - “ x @
-~

. o p—
- - =
" Bratbe Cnock-in o
B Kneck-out

FiGura 1. Esquema de la generacion de animales transgénicos y knock-in / knock-out. A.

Generacion de animales transgénicos mediante la implantacion de embriones, a los que se les

ha inyectado el transgén de interés en el proniicleo masculino, en hembras pseudopreiiadas. B.

Generacion de animales knock-in o knock-out mediante implantaciéon, en hembras

pseudopreniadas, de un blastocisto al que se le ha inyectado previamente células madre mutantes
que han integrado el gen de interés mediante recombinacion homéloga.

cit de memoria. Esto nos dice que la regién de la poliQ no es necesaria para
la funcién que desarrolla la htt durante el desarrollo embrionario y que posi-
blemente tampoco se requiera para una funcidn esencial de la htt sino mas
bien para modular su funcién normal.

También existe un modelo knock-out condicional de la EH (99) en el que
se ha utilizado la estrategia Cre/loxP de recombinacién especifica bajo el pro-
motor de la CamKII- para inhibir postnatalmente la expresion de htt en cerebro
y testiculos, dando lugar a déficit en el comportamiento y a un proceso dege-
nerativo neuronal progresivo similar al desarrollado en otros modelos transgé-
nicos de la EH. Este modelo nos ha permitido corroborar que la htt es impor-
tante para la funcién y supervivencia neuronal y que, aunque la pérdida de
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funcién de la htt no es la responsable de la EH, si que puede contribuir a la pa-
togénesis de la EH.

B) Modelos genéticos Knock-in: Estos modelos son los que represen-
tan mas fielmente la EH humana ya que se obtienen al introducir la muta-
cion causante de la EH (la expansién de poliQ) dentro del propio gen or-
télogo murino de la htt en la posicidén exacta que deberia ir si la mutacion
se diese de forma natural (Figura 1). El resultado es que estos ratones tie-
nen dos copias de la proteina htt ambas modificadas (homocigotos) o sélo
una de ellas (heterocigotos), ambas bajo la direccién del promotor endége-
no de la htt. Existen varios tipos de modelos knock-in con expansiones de
poliQ que van desde 50 (96) hasta 150 repeticiones (100). De la misma for-
ma que en los pacientes de EH, existe el fendmeno de anticipacién génica
o inestabilidad (aumento de la longitud de la repeticion de generacién en
gene