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DISCURSO DE INGRESO
PRONUNCIADO POR LA
ExcMmaA. SRA. DoNA MARIA TERESA
MirAs PORTUGAL






Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Ciencias Veterinarias de
Espana, Don Arturo Anadon Navarro,

Excmas. Seiioras y Seiores Académicos,

Sefioras y Sefiores:

Las primeras palabras de las que quiero dejar constancia al leer el
discurso de entrada en la Real Academia de Ciencias Veterinarias de Es-
pafia son las de profundo agradecimiento a todos los Académicos de esta
Real Institucion.

Agradecer de modo especial la gentileza y amabilidad del Excmo. Sr.
Don Arturo Anadon Navarro, Presidente de esta Real Institucion, compa-
fiero y amigo de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense
de Madrid, por el gran honor que me hace al responder a mi Discurso de
Ingreso.

Permitanme recordar a quien fue su anterior presidente Excmo. Sr. Don
Carlos Luis de Cuenca, fallecido prematuramente, por la confianza y el
interés que mostrdo en mi persona sugiriendo mi candidatura. En igual
medida al anterior presidente también fallecido, Excmo. Sr. Don Mariano
Yllera, compaiiero y amigo de nuestra facultad. Bajo el mandato de ambos
Presidentes esta Real Academia recibio6 el impulso definitivo adquiriendo la
relevancia que le corresponde.

De modo muy especial agradezco el gran honor que me han otorgado
los Excmos. Sefiores Académicos que han presentado mi candidatura:
Excmo. Sr. D. Guillermo Suarez, Excmo. Sr. Don Tomaés Pérez y Excmo.
Sr. Don Antonio Ramoén Martinez Fernandez, que han dado muestras de su
gran generosidad y facilitando que me encuentre hoy entre ustedes.

Permitanme sefialar que el Excmo. Sr. Don Guillermo Suarez era Deca-
no de la Facultad de Veterinaria de la UCM cuando me incorporé a la cate-
dra de Bioquimica y Biologia Molecular en 1986. Constaté, entonces, su
gran personalidad, su eficacia al dirigir una institucion cuyo reto era moder-
nizarse e igualarse con sus homologas europeas, lo cual logroé. El gran baga-
je cientifico del Don Guillermo Suarez y su vision de que solo la ciencia de
calidad es universal, atrajo en torno a €l un excepcional plantel de jovenes
investigadores veterinarios formados en los centros de investigacion mas
prestigiosos del mundo. Gracias, Don Guillermo, por haber sabido crear el
ambiente de calidad necesario para poner las bases del siglo XXI en nuestra
Facultad.
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Dar las gracias también al Excmo. Sr. Don Tomas Pérez, compaifiero y
amigo de tantos afios en nuestra facultad, al que me une el afecto y la
amistad de los que han tenido que compartir los multiples problemas del
dia a dia docente. Gran conocedor del medio, tuve la inmensa suerte de
contar con su apoyo en situaciones complejas, cuando nuestras respectivas
asignaturas superaban con creces los mil alumnos. Con un encomiable
sentido de las posibilidades de canalizar la realidad y una infatigable entre-
ga, sus consejos fueron de gran ayuda y siempre he de decir originales.

Agradecer, de igual modo, al Excmo. Sr. Don Antonio Ramoén Martinez
Fernandez, gran parasitélogo veterinario y catedratico de la Facultad de
Farmacia de Madrid, compafiero y amigo de la Real Academia Nacional
de Farmacia, de la cual es actualmente Vicepresidente y cuya labor y buen
hacer quiero agradecer aqui ante todos ustedes.

En este acto de gran significado para mi, cuento con la presencia de mi
esposo Fernando Varela y mis hijos Fernando y Alberto. Ellos son la razon
mas importante de mi vida y siempre he contado con su apoyo y carifio en
este exigente camino de la ciencia experimental.

LAUDATIO DEL EXCMO. SR. D. NARCISO LUIS MURILLO FERROL

Honor es debido a mi predecesor en la Medalla nimero 44 de Ciencias
Afines a la veterinaria, el Excmo. Sr. Don Narciso-Luis Murillo Ferrol,
quien al pasar a Académico Supernumerario ha dejado vacante la medalla
de ciencias afines. Su gran labor en esta Real Academia ha sido encomiable
y deseo fervientemente ser una digna sucesora de su dedicacion y esfuerzo.

El Excmo. Sr. Don Narciso-Luis Murillo Ferrol se licencié en Medi-
cina en Granada, en 1955, leyendo su tesis doctoral en la misma universi-
dad en 1958. Desarrolla muy pronto su vocacion docente en la propia
Universidad de Granada obteniendo por oposicion la plaza de Profesor
Adjunto de Anatomia en la misma universidad donde ejerce desde 1958
hasta 1961 en que se traslada a la facultad de Medicina de Madrid. En su
nuevo destino realiza una labor docente de amplio espectro, compaginan-
dola con la escuela de especializacion en traumatologia, ortopedia y reha-
bilitacion del Hospital Clinico Universitario de Madrid. Obtenida la Céate-
dra de Anatomia descriptiva y Embriologia en 1967, se traslada a la facultad
de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza donde desempefio cargos de
maxima relevancia. Fue Rector de la Universidad de Zaragoza desde 1974
a 1978, y miembro de la conferencia permanente de Rectores y Vicecan-
cilleres de las Universidades Europeas.

Su formacidn investigadora con numerosas estancias en centros extran-
jeros ha quedado reflejada en revistas especializadas y por sus conocimien-
tos y buen hacer ha sido un elemento clave en evaluaciones en la Direccion
General de Politica Cientifica y en la Comision Asesora de Investigacion
Cientifica y Técnica. Me siento orgullosa de recoger su antorcha y espero
poder servir a esta Real Academia con la misma eficacia y entrega.
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1. INTRODUCCION

La supervivencia de nuestra especie y su éxito colonizador ha requerido
de unas poderosas dotes de observacion para adaptarse a nuevos ecosistemas
y diferenciar las especies utiles de las peligrosas para alimentarse y aliviar
sus enfermedades. Las diferentes culturas catalogaron especies animales y
vegetales de utilidad en tratamientos diversos y otras de gran toxicidad, to-
das ellas, sin duda, requirieron de generaciones experimentando directamen-
te sus bondades y sus peligros. Las grandes civilizaciones, empezando por
la egipcia, han dejado constancia de ese conocimiento, en este caso solamen-
te una pequefia muestra, pero de gran valor, ha llegado hasta nuestros dias,
como la recogida en el papiro de Ebers y el de Edwin Smith.

La literatura clasica griega y latina y sus mitologias también nos dan
informacion de la amplia utilizacion de preparados para mejorar la salud y
la cultura generalizada que existia para la utilizacion eficaz de los venenos,
sobre todo con fines sucesorios. No existe referencia alguna a que esos
venenos fueran ensayados previamente en animales y es muy probable que
fueran «probados» con los sirvientes esclavos. La familia de las amanitas,
sobre todo la Amanita Phalloides, facil de confundir con el delicado manjar
de la Amanita Cesarea, fueron segiin Pedanio Dioscoérides: «las viandas
delicadas que hicieron mucho mal a los emperadores romanosy.

La escuela de Medicina de Alejandria en el siglo primero y comienzos
del segundo después de Cristo, era una de las mas avanzadas y Galeno en
sus obras hace referencia a los estudios anatdmicos realizados por dos de
sus sabios mas destacados, los anatomistas y fisidlogos Herofilo y Erasis-
trato, cuyos datos procedian de la observacion directa obtenidos por disec-
cion de cadaveres. La prohibicion estricta de la diseccion de cadaveres en
la antigua Roma, hizo que Galeno, originario de Pérgamo y educado en el
arte de la medicina en Alejandria, realizara estudios anatdmicos y vivisec-
ciones en cerdos y monos, sin olvidar que fue médico de una escuela de
gladiadores donde los destrozos en el cuerpo humano in vivo daban mucha
informacion.

Durante los siglos posteriores al Imperio Romano hasta el siglo XVI,
se mantiene el mismo modo de pensar en materia médica, sin avances
significativos respecto a la antigiedad romana, hasta que Andrés Vesalio
publica De humani corporis fabrica (Sobre la estructura del cuerpo huma-
no), en donde incluye los datos de las disecciones de los cadaveres de
criminales ajusticiados que por orden de un juez de Padua se le deberian
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de facilitar. La obra est4d dedicada al Emperador Carlos V y la version para
estudiantes al Principe Felipe, su sucesor, posteriormente coronado como
Felipe 11

Los medicamentos en uso hasta el siglo XVI tenian mucho de magico
y los que realmente eran eficaces utilizaban sustancias relativamente poco
tdxicas, tal vez sea esa la razon por la que no se plantearan ensayos de
eficacia y de control, siendo los unicos estudios los realizados para detectar
adulteraciones segun su textura, sabor, olor y caracteristicas visuales.

1.1. Los primeros compuestos activos purificados
y el estudio de sus propiedades

La gran revolucion en el mundo de las sustancias medicinales se inicia
con la llegada de las plantas del nuevo mundo americano y prosigue al
purificar e identificar los compuestos activos de los extractos de las plantas
medicinales con demostrada eficacia. Es la morfina purificada del opio en
1803 por el farmacéutico aleman Friedrich Sertiiner, el primer alcaloide
que como sustancia pura es accesible para el tratamiento terapéutico.

La corteza del sauce blanco (Salix alba) ha sido utilizada por las pri-
meras civilizaciones del Mediterraneo y Eurasia para el alivio de la fiebre
y del dolor, Hipdcrates en el siglo V antes de Cristo lo incluye entre los
medicamentos mas utiles. En 1853 el quimico francés Charles Frederic
Gerhardt fue el primero en aislar el acido salicilico de la materia prima
vegetal y después estabilizarlo mediante acetilacion, pero nunca pensé en
su utilizacién como farmaco. Seria afios mas tarde en 1897 cuando el
quimico aleman Felix Hoffmann trabajando para la empresa Bayer, redes-
cubre los trabajos anteriores y aisla el acido salicilico. La gran diferencia
es que su padre sufria de fuertes dolores de artritis y decide administrarle
la sustancia purificada. Los resultados fueron excelentes y acetila el com-
puesto produciendo la aspirina para estabilizar y evitar acciones secunda-
rias sobre el aparato digestivo. El nombre del compuesto hace mencion al
proceso de acetilar, introduciendo la A inicial, y a la planta Spirea, muy
abundante en nuestros jardines, de donde también se habia aislado el acido
salicilico. Actualmente seria inaceptable actuar de modo tan arriesgado
administrando compuestos cuyo efecto se desconoce.

Un ejemplo diferente nos lo proporciona el acido barbiturico que fue
sintetizado por vez primera en 1894 por Adolf von Bayer y que de modo
inmediato se procedio a sintetizar una gran variedad de derivados para su
potencial uso terapéutico. El éxito llega en 1903 cuando dos quimicos de
la Compaiiia Bayer, Emil Fischer y Joseph von M¢éring, descubrieron que
el barbital era muy eficaz para dormir a los perros. El perro de ensayo era
el animal de compaiiia de la familia. Del modelo animal se pasa rdpidamen-
te al humano y tanto Fischer como Méring murieron siendo adictos al
barbital. La historia prosigue con el empleo del fenobarbital como anticon-
vulsivante en las crisis epilépticas, descubierto de modo casual por el
médico aleman Alfred Hauptmann, cuando lo administr6 a los pacientes del
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hospital psiquiatrico de Friburgo para tranquilizarlos e inducirles sedacion.
Aquellos que estaban internados por las crisis epilépticas que les impedian
hacer vida normal, vieron disminuidas sus crisis y en muchos casos, los
menos graves, salir de la institucidn y reintegrarse al trabajo. Alfred Haupt-
mann publica sus resultados en 1912, bajo el titulo: Luminal bei epilepsie.
Se inicia con este descubrimiento una nueva era para el tratamiento exitoso
de la epilepsia y el descubrimiento de multiples familias de fairmacos ac-
tuando sobre canales idnicos.

De vuelta a su origen, el fenobarbital se sigue usando para tratar la
epilepsia canina y felina. También se usa en el tratamiento de las convul-
siones de los caballos cuando no responden a las benzodiacepinas. En
humanos ha dejado de usarse.

Los ejemplos exitosos aqui resefiados sirven para ilustrar una practica
que seguramente estaba ampliamente extendida: la de probar en el entorno
inmediato familiar o del trabajo las nuevas sustancias purificadas de extrac-
tos de las plantas medicinales, o sintetizadas por la quimica organica du-
rante el siglo XIX y primeros afios del siglo XX. Por l6gica es de suponer
que hubo muchos fracasos y envenenamientos de los cuales no tenemos
informacion ya que habran sido celosamente ocultados. Esta posibilidad y
el elevado numero de compuestos susceptibles de ser probados, junto con
las connotaciones econdmicas que conlleva descubrir nuevas sustancias
medicamentosas, pusieron de manifiesto la necesidad de canalizar y racio-
nalizar estos experimentos buscando modelos animales de estudio.

1.2. Necesidad y biisqueda de modelos animales
de experimentacion

El camino hacia la utilizacion de animales de experimentacion fue ar-
duo y no parecia cuajar en la dinamica terapéutica y toxicoldgica, siendo
el propio entorno cientifico y social reacio a aceptar esa practica. Escasos
ejemplos realizados como exhibicién en clases practicas contaban con el
empleo de animales de experimentacion a mediados del siglo XIX.

El cambio de mentalidad se produce cuando el eminente médico y
fisiologo francés Claude Bernard, que comenzd como mancebo de farmacia
en Lyon y que entre sus labores se encontraba el de llevar a la Facultad de
Veterinaria de esa ciudad los medicamentos que se administraban a los
animales, comienza a experimentar con ellos siguiendo la influencia de su
profesor Frangois Magendie con quien se encuentra en 1843. El descubri-
miento de la accion del curare, sobre la placa motora bloqueando la ven-
tilacion pulmonar y su reversibilidad con ventilaciéon mecénica realizada en
directo frente al alumnado y sobre animales de gran tamaifio, le da el im-
pulso definitivo a la necesidad de la experimentacion animal para compren-
der la fisiologia, y la farmacologia y farmacodinamia. Su obra mas cono-
cida y considerada un texto clasico dentro del pensamiento cientifico es la
titulada Introduccion al estudio de la medicina experimental, que fue pu-
blicada en 1865.
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Para Claude Bernard la experimentacion se hace indispensable y es
necesario enfrentarse con la mente totalmente abierta, sin estar sometido de
modo incondicional a teorias previas. Esta postura la definié con una frase
célebre: «FEl cientifico debe de tener una fe robusta y no creery.

Claude Bernard ingresoé en la Académie des Sciences en 1854 y en la
Académie de France en 1868. La escasa acogida de la investigacion animal
y el rechazo social a tal practica la vivid en el seno de su propia familia.
La esposa de Claude Bernard pidi6 la separacion y fundd, junto a sus dos
hijas, un asilo para perros y gatos, dejando asi clara constancia de su
oposicion a la experimentacién con animales. Esta situacion vivida en el
afio 1869 por el iniciador de la medicina experimental moderna, no nos
resulta en absoluto extrafia 150 aflos mas tarde.

En estos ultimos 100 afios la experimentacion con modelos animales ha
sido acogida como necesaria, aunque siempre ha habido activistas mas o
menos agresivos interfiriendo en su empleo. En los ambitos clinico terapéu-
ticos existe el convencimiento de que gracias a su utilizacion disponemos
de medicamentes seguros que han sido una panacea para el sufrimiento
humano. En este cambio de siglo del XX al XXI estamos asistiendo a un
giro en la percepcion de su necesidad, con criticas cada vez mas amplias
y desde diferentes angulos de la sociedad a la utilizacion de animales en
estudios basicos y clinicos.

La busqueda de modelos alternativos de experimentacion animal y las
practicas en muchas facultades de ciencias de la vida, incluidas algunas de
veterinaria, con modelos exclusivamente virtuales, si bien ayudan a la
comprension de los modelos bioldgicos, producen también una lejania del
mundo real tangible en el cual los profesionales de ciencias de la Vida y
la Salud deben de forjarse. Un equilibrio entre virtual y real es necesario
para formar profesionales competentes. Esto no esta refiido con la existen-
cia de unos principios €ticos y de buenas practicas que deben de regir el
empleo de animales en la experimentacion biomédica. La existencia de
cursos de Formacion de distintos niveles y un Master de buenas practicas
en modelos de experimentacion animal de los cuales las facultades de
Veterinaria de nuestro pais han sido impulsoras y pioneras es un buen
modo de reconciliar a la sociedad con la necesaria experimentacién animal.

Justo es decir que los recortes en la financiacién de las universidades
siempre inciden negativamente en las clases practicas, que son y han sido
el caballo de batalla por su precariedad en todos los planes de estudio de
nuestro pais. Los estudios de ciencias de la Vida y la Salud son, como su
nombre indica, estudios de ciencias, donde el cambio de paradigmas es una
de sus premisas y el motor del progreso.
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2. PRIMEROS COMPUESTOS PURINERGICOS Y
PIRIMIDINERGICOS, UNA BREVE HISTORIA

Entrando en el terreno de la sefializacion purinérgica, todo el conoci-
miento acumulado sobre los receptores de nucledsidos (adenosina, recepto-
res A) y nucleétidos (receptores P2), sus sistemas de liberacion, transporte
vesicular, y los enzimas de destruccidon extracelular, las ectonucleotidasas,
considerado como conjunto recibe actualmente la denominacion de sistema
purinérgico. El interés cientifico por el sistema de sefializacién purinérgico
es muy reciente y por ello su estudio se ha beneficiado de las nuevas
tecnologias de biologia y genética molecular y los modelos animales en
donde la modificacion de su dotacion genética ha sido una constante.

Un desarrollo histérico de los descubrimientos que llevaron a formular
la entidad de la sefializacion extracelular mediada por derivados de purinas
y pirimidinas, nos servira de guia para conocer los modelos en que se ha
fundado.

En los libros de texto de Fisiologia, Bioquimica y Patologia Molecular,
los capitulos dedicados a las purinas y pirimidinas se encuentran entre los
mas complejos. La razén de ser estriba entre otras muchas en: 1) los
numerosos enzimas implicados en su sintesis y la compleja regulacion de
sus niveles; 2) la versatilidad de los compuestos derivados, desde estructu-
rales como material genético formando los acidos nucléicos, los coenzimas
intermediarios en reacciones enzimaticas; 3) ser la moneda que sirve de
base a las reacciones y procesos biofisicos que necesitan energia, desde
gradientes i6nicos a cambios conformacionales en el movimiento de las
proteinas del musculo; 4) también la etapa de eliminacion mediante los
numerosos enzimas catabolicos implicados, de cuya existencia se tuvo
noticia por las frecuentes alteraciones genéticas que producian actimulos
nocivos, estando entre los primeros errores del metabolismo para los que
se establecid una base hereditaria.

Ahora hay que afiadir a todo el bagaje anteriormente citado las acciones
extracelulares de los compuestos purinérgicos como moléculas de sefializa-
cién, lo que implica la existencia de receptores, su liberacion controlada, su
eliminacion del medio extracelular y finalmente tratar de comprender los
aspectos fisioldgicos y patoldgicos de la sefializacion mediada por sus re-
ceptores. Cerrando el parrafo podemos decir que la complejidad la hemos
extendido a la Farmacologia, donde cada vez es mas amplia la parte dedi-
cada a los nuevos compuestos actuando sobre el sistema purinérgico. Sera
esta parte la que desarrollaremos con mayor precision.
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El afio 1776 a partir de célculos renales, el farmacéutico sueco Carl
Wilhelm Scheele, aisla el primer compuesto purinérgico, el acido urico
(Scheele, V. Q. Examen Chemicum Calculi Urinari, Opuscula, 1776, 2,73).

No me resisto a comentar que los humanos carecemos del enzima uri-
casa y excretamos el anillo de purinas como 4cido drico. Su exceso en
sangre y precipitacion en articulaciones causa la artritis aguda, también
conocida como gota. El incremento de acido urico en sangre puede deberse
a incremento de la sintesis de novo de purinas, o a fallos en las vias de
recuperacion, disminucion de la excrecidon renal, etc. El enzima uricasa se
encuentra en los peroxisomas hepaticos, a donde el acido urico tiene que
entrar para ser metabolizado a alantoina (Vitart et al., 2008). Una clasifi-
cacion del metabolismo de las purinas en mamiferos fue realizada por
Hunter & Givens en una época tan temprana como 1914. Encontraron que
el hombre y el chimpancé excretaban acido Urico, mientras que otras espe-
cies, como los mamiferos carnivoros y roedores lo excretaban como alan-
toina, que es mucho mas soluble. Sabemos hoy dia que los peroxisomas
humanos y de los primates carecen del enzima uricasa, debido a mutaciones
en el gen ancestral y previo a su divergencia evolutiva.

2.1. El modelo de los perros dialmata y 100 anos de estudio para
comprender la excrecion de acido trico

Los perros estaban perfectamente encuadrados en el grupo de los ani-
males no primates, hasta que estudiaron el perro dalmata, que contradecia
la hipotesis general. En fecha tan temprana como 1916, Benedick descubre
que al contrario de los de su especie, el perro didlmata no era capaz de
metabolizar el acido urico, siendo semejante a los humanos en ese particu-
lar concreto. El perro ddlmata se convirtié en un modelo de estudio de
formacién de célculos renales para analizar efectos de la alimentaciéon y
farmacos. Ahora que han pasado muchos afios y tenemos tecnologias mas
poderosas era necesario plantear la pregunta desde otro angulo: (Cual es el
enzima, o sistema que falla en el perro dalmata para que no pueda hidro-
lizar el acido urico?

La respuesta fue inesperada, como todo en ciencia, sobre todo si uno
tiene una «hipdtesis solida» detras. La primera sorpresa fue que los peroxi-
somas hepaticos del dalmata contienen el enzima uricasa, también denomi-
nada urato oxidasa y con los mismos niveles de actividad que las otras
razas caninas. Por lo tanto el problema no estd en un fallo del enzima,
mientras que en los humanos sabemos actualmente que el gen que codifica
por el enzima urato oxidasa (UOX) en el higado ha estado sometido a
mutaciones que han conducido a su silenciamiento (Safra et al., 2005). Los
perros dalmata, lo mismo que todos los perros, tiene su gen UOX perfec-
tamente funcional y abundante cantidad de urato oxidasa en los peroxiso-
mas hepaticos.

La pregunta sigue en pie: ;,Cual es el fallo que hace que los dalmatas
no metabolicen el acido urico? Experimentos con sobrecarga de acido urico
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en sangre de distintas razas de perros parecian apuntar a que el higado del
dalmata no transporta bastante urato al interior para ser metabolizado. Esta
posibilidad se ha confirmado recientemente con el descubrimiento de un
transportador de urato en la membrana plasmatica del hepatocito y de los
tabulos renales, codificado por el gen SLC2A9, el cual presenta mutaciones
en el perro ddlmata que lleva a hiperuricosuria e hiperuricemia, ya que el
sustrato urico no es accesible al enzima de degradacion al no ser transpor-
tado a través de la membrana plasmatica de la célula del hepatocito (Ban-
nasch et al., 2008).

Se han necesitado casi 100 afios hasta poder elucidar por completo los
aspectos fisiologicos, bioquimicos y genéticos de la excrecion de acido
urico en el perro ddlmata y la razén ciertamente complicada de su no
metabolismo. Este es un ejemplo de la necesidad de disponer de una mente
abierta a todas las posibilidades y mucha humildad cuando se trabaja en
ciencia experimental y con modelos animales.

2.2. Aislamiento del segundo compuesto purinérgico y otros varios

Medio siglo mas tarde del aislamiento del 4cido Urico, se aisla el segun-
do compuesto purinérgico, la guanina. Esta base purica fue purificada por
Unger en 1844, a partir del guano, abono proveniente de los excrementos de
pajaros. A partir de este momento los descubrimientos en el campo purinér-
gico se aceleran y al final del siglo XIX una amplia variedad de compuestos
purinérgicos y pirimidinérgicos habian sido identificados. Son notables los
trabajos de Emil Fisher, quien consigui6 identificar las bases xanticas, entre
ellas la cafeina y sus compuestos relacionados, elucidar su estructura y sin-
tetizarlas quimicamente, otros muchos compuestos purinérgicos fueron estu-
diados y dieron un empuje definitivo al conocimiento de este grupo de sus-
tancias (Fisher 1881; 1907). Emil Fisher recibid el Premio Nobel de quimica
en 1902, en gran medida gracias a sus estudios sobre las estructuras purini-
cas. La cafeina seria posteriormente un utensilio valiosisimo para definir las
acciones propias de la adenosina sobre sus receptores.

El término pirimidinas fue introducido por Pinner en 1895 al descubrir
el uracilo, timina y los compuestos intermediarios de su metabolismo. La
naturaleza de los azicares que se unian a las bases puricas y pirimidinicas
para formar los nucledsidos y los nucleotidos derivados fue una ardua tarea
que permitid hacer entrar las pentosas en el campo bioquimico y se prolon-
g6 hasta bien entrado el siglo XX. La ribosa fue descubierta por Paul
Levene en 1905, siendo investigador del Instituto Rockefeller de Bioquimi-
ca, de ahi su nombre (Rockefeller Institut of Biochemistry) y la termina-
cién osa dada a los azucares.

El primer nucledtido descrito fue la adenosina monofosfato, AMP, ais-
lado del musculo esquelético (Embden and Zimmermann, 1927). Poco des-
pués, en 1929, se aislo e identifico la adenosina 5’-trifosfato, ATP. Dos
grupos independientes se disputan su descubrimiento, el de Karl Lohmann
en Alemania y el de Cyrus Hartwell Fiske y Yellagaprada SubbaRow en
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Estados Unidos (Fiske and SubbaRow, 1929; Lohmann, 1929), dando lugar
a uno de los capitulos més apasionantes en el estudio de los compuestos
nucleotidicos. El material de partida para aislar los nucledtidos era general-
mente el muasculo animal, sobre todo el esquelético y cardiaco, pues es
donde se encuentra la mayor concentracion, aunque posteriormente se aisla
de todo tipo de preparaciones bioldgicas. El gran avance sobre el signifi-
cado del ATP y su importancia habria de esperar mas de una década hasta
que Fritz Lipman introduce el concepto de enlace fosfato de alta energia,
abriendo el horizonte para comprender el excepcional papel del ATP en la
bioenergética celular y la estrecha conexion entre la bioquimica metabdlica
y la biofisica (Lipman, 1941). La relevancia de los nucleotidos de adenina,
fundamentalmente el ATP, en el metabolismo y como componentes estruc-
turales de partida para los acidos nucleicos, apantallaron durante casi un
siglo la importancia como mensajero extracelular y sus mecanismos de
sefalizacion.
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3. PRIMEROS PASOS EN EL ESTUDIO DE LOS EFECTOS
EXTRACELULARES DE LOS COMPUESTOS PURINERGICOS

La presencia de adenina en sangre fue descrita en 1914, posiblemente
como parte de la molécula de AMP, pero no es hasta 1920 en que Freund
inyecta adenosina directamente en sangre en voluntarios humanos y descu-
bre que tiene efectos cardiovasculares disminuyendo la presion sanguinea,
aunque de modo fugaz (Freund, 1920). Otros investigadores inyectaron en
humanos diversos extractos mas o menos puros de adenina, o de adenosina,
con resultados muy confusos. En aquellas primeras épocas de lo que se
disponia era de extractos cardiacos o de musculo esquelético, enriquecidos
en una mezcla de nucledtidos con muchas impurezas. La confirmacion de
que la adenosina y los acidos adenilicos (AMP, ADP y ATP) ejercian
poderosos efectos farmacologicos en corazén y en musculo liso surge de
los estudios de Drury y Szent-Gyorgyi publicados en 1929 (Drury & Szent-
Gyorgyi, 1929). Esta publicacion se considera como el inicio del estudio
sistematico de las acciones de nucledsidos y nucleotidos como agentes
farmacologicos y fueron realizados fundamentalmente con extractos mus-
culares enriquecidos en estos compuestos. No debemos olvidar que la es-
tructura del ATP habia sido descrita ese mismo afio de 1929.

La necesidad de trabajar con compuestos purificados fue una obsesion
para el grupo de Drury, pues era consciente de la heterogeneidad de los
preparados utilizados con posibilidad de acciones antagdnicas. Con esta
filosofia utilizando compuestos nucleotidicos y nucleosidicos mas purifica-
dos, confirmaron la potente accién vasodilatadora sobre las arterias coro-
narias de estos compuestos (Bennet and Drury, 1931; Wedd and Drury,
1934). Para estos trabajos necesitaron poner a punto la tecnologia de per-
fusion cardiaca, utilizaron perros, gatos, conejos, cobayas, y un largo etc.
En estos animales median la dilatacion de las arterias coronarias, en otros
modelos de drganos y animal entero estudiaron los efectos en la circulacion
renal (Houck et al, 1948) y en la circulaciéon pulmonar (Gaddum and
Holtz, 1933). La disponibilidad de un preparado denominado Lacarnol, que
consistia en un preparado de nucledtidos obtenido de extractos musculares,
y que era comercial, anim6 a Rothman en 1930, a utilizarlo en humanos
(Rothman, 1930). Los primeros ensayos resultaron prometedores, pero la
utilizacion repetida acabd por demostrar que los efectos eran de escaso
potencial terapéutico. En trabajos posteriores de Drury (1936), con el
modelo experimental del cobaya, las acciones de la adenosina parecen di-
ferenciarse claramente de las del ATP. Por si faltaba algo los trabajos de
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(Kalckar and Lowry, 1947) pusieron de manifiesto que hasta la fecha la
mayoria de las preparaciones eran extremadamente impuras y que los nu-
cledtidos inyectados sistémicamente en cualquier modelo sufrian un meta-
bolismo extracelular demasiado rapido para poder asignar la accioén corres-
pondiente. Con preparaciones mas purificadas, los experimentos de Loewi
(1949) confirman los resultados de Drury, pero la dificultad de disponer de
analogos del ATP que fueran funcionales y estables, o algun tipo de anta-
gonista natural, o veneno, fren6 el campo purinérgico. En la época inme-
diata a la finalizacion de la Segunda Guerra Mundial se hicieron muy
frecuentes los experimentos con ancianos voluntarios, sufriendo de proble-
mas circulatorios y/o cardiacos, sobre todo en centros geriatricos.

Aunque la actividad de los compuestos purinérgicos sobre el sistema
cardiovascular era la mas Ilamativa, las acciones sobre otras preparaciones
experimentales fueron también descritas, destacando la motilidad intestinal
y la contraccién uterina inducida por ATP (Deuticke, 1932; Watts, 1953).

La segunda guerra mundial da un giro a la investigacién sobre la se-
fializacion purinérgica, la hipotesis de partida es que si los tejidos, sobre
todo el musculo, eran extremadamente ricos en ATP, en buena ldgica, su
aplastamiento y heridas de bala deberian de liberar cantidades elevadas de
este compuesto a la sangre. Dos investigadores Green y Stoner, se intere-
saron por las heridas de bala y publican posteriormente un libro, Biological
actions of Adenine Nucleotides en 1950. En este libro correlacionan la
actividad con el numero de fosfatos, siendo el ATP el mas activo. La
enorme heterogeneidad de los compuestos purinérgicos, la labilidad de sus
grupos fosfato, la ausencia de claros receptores y de compuestos analogos
que tuvieran una accién clara, hizo que los investigadores se centraran en
otros sistemas de sefializacion de mas facil abordaje, como las catecolami-
nas o la acetilcolina. Los experimentos aplicando sistémicamente ATP,
tanto en animales como humanos prosiguieron durante la década de los
cincuenta, adoleciendo de los mismos obstidculos que en los treinta afios
anteriores.

En la década de 1960 comienzan a utilizarse modelos mas simples y
mas faciles de controlar experimentalmente. La preparacion de las bandas
musculares del intestino grueso de cobaya, conocido como taenia coli en
la bibliografia anglosajona hace referencia a cada una de las tres bandas
musculares longitudinales del intestino grueso de los mamiferos. Una vez
aislado y libre de la mucosa se corta en tiras longitudinales y una vez
colocado en un bafio de 6rganos y mediante un midgrafo sirvié para medir
de forma fiable los efectos contractiles de muchas sustancias. En este
modelo se demostré que el ATP aplicado exdgenamente suprimia la acti-
vidad eléctrica espontanea, produciendo la hiperpolarizaciéon de la membra-
na muscular. En estos experimentos se identifica claramente que es el ATP
el nucleotido que tiene mayor actividad y que el AMP y la adenosina tenian
una actividad casi inexistente (Axelsson ef al., 1965; Axelsson and Holm-
berg, 1969).

La accion del ATP como agente estimulador de la secrecion de insulina
es especialmente relevante, pues es la primera referencia a su efecto sobre
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tejidos secretores de naturaleza endocrina y neuroendocrina. Estos trabajos
fueron realizados por el grupo del profesor Rodriguez-Candela, en el centro
de Investigaciones Biologicas de Velazquez, en el que se encontraba el
Instituto de Endocrinologia. Este Instituto recibié mas tarde el nombre de
Instituto Gregorio Marafién, que fue su primer director, siendo el profesor
Rodriguez Candela su sucesor en el cargo y del que era director cuando se
hacen estos estudios (Rodriguez-Candela and Garcia-Fernandez, 1963). Este
eminente médico y endocrindlogo adquirié un amplio renombre en modelos
experimentales para el estudio de la diabetes, entre ellos en ranas, ratas y
en perros donde pone a punto la perfusion pancreatica. Utiliza también las
rodajas de pancreas para medir secrecion y mecanismos de modulacion de
la secrecion. Sus articulos de gran originalidad estan recogidos en varias
publicaciones de la revista Nature y otras revistas clinicas y de endocrino-
logia experimental de similar nivel, en una época de extrema dureza para
la investigacién espaiiola.

3.1. Importancia del modelo de administracion de cafeina para
discernir las acciones de la adenosina

En 1963 dos grupos, el de Berne en Estados Unidos y el de Gerlach en
Alemania, reformulan la hipdtesis de que la Adenosina era el auténtico
compuesto fisioldgicamente activo que mediaba en la vasodilatacion coro-
naria como respuesta a la hipoxia (Berne, 1963; Gerlach er al., 1963).
Como hipotesis de partida estaba el hecho experimental de que los niveles
de ATP en el miocardio descendian en hipoxia y que la pérdida de la carga
energética conducia a la mayor formaciéon y liberacion del nucledsido
matriz, la adenosina. Una vez en el espacio extracelular era la adenosina la
que actuaba sobre receptores especificos. Los modelos de estudio fueron el
corazon de gato en perfusion y la preparacion del sinus coronario del co-
razon de perro. Esta hipotesis hizo avanzar los estudios de la adenosina y
sus receptores que eran un objetivo mas simple conceptualmente y para el
que pronto se dispuso de poderosos analogos que actuaban como agonistas
o antagonistas. No obstante, la hipdtesis resulto solo cierta en parte, ya que
incluso en hipoxia el corazon libera ATP, y su accidon puede inducir a las
células de los endotelios vasculares a producir 6xido nitrico, NO, que es el
responsable de la subsecuente vasodilatacion.

Entre los compuestos empleados como antagonistas aparecen las metil-
xantinas, siendo la cafeina el compuesto mds eficaz para inhibir la accion
de la adenosina, y durante mucho tiempo el Gnico que permitié establecer
diferencias fiables entre receptores de adenosina y los de nucledtidos.
Merece la cafeina un comentario extenso, ya que el modelo de administra-
cion de cafeina a ratas y sus efectos sugerian un posible mecanismo para
explicar las acciones devastadoras de una enfermedad hereditaria: el sin-
drome de Lesch Nyham y la automutilacion. Los afectados tienen ausencia
de la enzima hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferasa —HGPRT— (EC
2.4.2.8). El gen se encuentra localizado en el cromosoma X, por lo tanto
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se transmite de forma autosdmica recesiva, siendo los varones los que
generalmente sufren la enfermedad. La escasa recuperacion de las bases
hipoxantina y guanina origina que se acumulen en los liquidos extracelu-
lares y en sangre y un incremento de la presencia de 4cido urico que es su
producto catabdlico. Esto explica la presencia de calculos de urato en rifion,
y todos los sintomas de gota. ;Pero, como explicar los devastadores efectos
sobre el sistema nervioso de los nifios, con profundo retraso mental y
automutilacion, devorando sus propios labios y falanges enteras de sus
dedos? Si situamos este descubrimiento en su contexto, el sindrome apare-
ce justamente publicado en 1964 (Lesh and Nyham, 1964), es decir en
plena ebullicion de la relevancia que se da a la adenosina, la existencia de
sus receptores y el efecto antagonista de la cafeina. No era dificil en el
ambiente cientifico del momento pensar que era el exceso de bases puricas
las que interferian y desplazaban a la adenosina de sus receptores, en este
caso cerebrales. Si este razonamiento era valido, la inyeccion masiva y
sostenida de cafeina a ratas deberia de causar alglin efecto. Efectivamente,
el modelo de la rata se comporté como predicho en la hipdtesis de partida,
la rata se automutila, devorando sus extremidades, tanto mas agudo cuanta
mayor es la dosis y el tiempo de administracion. Este modelo ha recibido
muchos usos, pues se ha empleado también para evaluar comportamientos
agresivos y test de aprendizaje. Lo que es bueno a dosis bajas es toxico a
dosis altas en el caso de la cafeina.

El origen del modelo de la cafeina como mimetizador de los sintomas
de la enfermedad de Lesh-Nyhan, es difuso y aparece recogido en semina-
rios del tema sin un autor especifico (Seminarios Lesh-Nyhan, 1968). En
Espaiia el grupo del profesor Grisolia en Valencia realizo importantes con-
tribuciones en el modelo de cafeina para tratar de comprender los déficits
neurolégicos (Mifana et al., 1984; Portoles et al., 1985). El modelo de
raton deficiente en el enzima, HGPRT, genéticamente modificado, conoci-
do como KO, fue generado en 1993 (Wu and Melton, 1993), en este mo-
delo se reproducian todos los sintomas de la enfermedad humana.

3.2. Primeras evidencias de los efectos extracelulares del ATP y
otros compuestos purinérgicos en el sistema nervioso

Las acciones de los nucledtidos en las preparaciones neurales se reali-
zaron mas tardiamente que las del sistema cardiaco y circulatorio. La razéon
aparente era la mayor dificultad para disponer de un modelo animal senci-
llo y cuyos datos fueran reproducibles. Entre las primeras observaciones se
encuentran las contracciones tetdnicas producidas por inyeccion de ATP a
los segmentos cervicales de la médula espinal de gatos (Buchthal ez al.,
1947). Otro modelo fue la inyeccion directa de ATP a los ventriculos
cerebrales que dio como resultado ataxia y debilidad muscular entre otros
efectos, pero sin conseguir definir cual era el receptor responsable y qué
areas eran las que respondian. Estos modelos de dificil interpretacion die-
ron paso a preparaciones mucho mas sencillas y utiles, como son las de la
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union neuromuscular. En esta preparacion se reconoce el papel fisiologico
del ATP demostrando que era capaz de potenciar la accién de la Acetilco-
lina sobre las contracciones del musculo esquelético (Buchthal & Folkow,
1948).

Es importante hacer aqui un pequefio paréntesis para comprender cudl
era la situacion sobre el conocimiento de la Acetilcolina (Ach), con respec-
to a la del ATP, ya que en aquella época habia sido aceptada plenamente
como neurotransmisor o sefializador en la placa motora. La acetilcolina se
aisla en 1914 de extractos del cornezuelo de centeno, los alcaloides de este
hongo parasito, claviceps purpurea, eran muy apreciados por sus propieda-
des hemostaticas y fueron de gran utilidad en la Primera Guerra Mundial
(Dale, 1914). Posteriormente en 1926, Otto Loewi and Ernst Navratil en la
Universidad de Graz (Austria), demuestran que la Ach era la sustancia que
mediaba la neurotransmision parasimpética en el modelo del corazéon de
rana (Loewi and Navratil, 1926 a, b). Este descubrimiento se produce seis
afos después de que Otto Loewi demostrara inequivocamente que la sefia-
lizaciéon del nervio al musculo en el corazon era mediada por la liberacion
de una sustancia quimica (Vagusstoff), cuya naturaleza estaba todavia por
definir (Loewi, 1921).

Los anteriores descubrimientos abren de este modo a la investigacion
un nuevo paradigma que confirmaba la hipotesis de Ramon y Cajal, la
necesidad de una sustancia quimica comunicando la neurona en la discon-
tinuidad de la zona sinaptica. En 1929 la Acetilcolina es aislada por prime-
ra vez de los tejidos animales (Dale and Dudley, 1929) y en 1936, Dale
propone que es el neurotransmisor en la union neuromuscular (Dale et al.,
1936). El principio postulado por Dale de wna neurona un transmisor,
sirvid para realizar avances en farmacologia y fisiologia al ofrecer una
version de la neurotransmisién mas asequible a la experimentacion, pero
muy ingenua y simplista en su complejidad, siendo en buena parte culpable
de retrasar el concepto de co-transmision, ya que todos los neurotransmi-
sores estan almacenados en vesiculas con muchas sustancias y a las cuales
se les considera hoy dia neurotransmisores de pleno derecho, o modulares
de la sefializacion. Sin duda este fue el ambiente cientifico que se encontrd
el ATP y que influenci6 de modo negativo que se le considerara un neu-
rotransmisor de pleno derecho en las mismas terminales.

3.3. Nuevos modelos animales para confirmar al ATP como
neurotransmisor: Importancia del modelo de la estimulacién
antidromica de los nervios sensitivos

La fuerte oposicidon a considerar el ATP como un neurotransmisor se
prolongara durante muchos afios, incluso cuando salen a la luz los origina-
les y contundentes trabajos de Pamela Holton, quien utilizé modelos ani-
males innovadores para el estudio de la sefializacion nerviosa. En sus tra-
bajos, la seleccion de los modelos animales adecuados ha sido la clave del
éxito, su objetivo era acceder a los lugares de liberacion de sustancias por
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los nervios sensitivos, para su posterior estudio. La primera seleccion fue
el nervio auricular mayor que pertenece al plexo cervical, en conejos, ya
que su oreja es extraordinariamente sensible y con vasos de gran calibre
para recoger muestras después de la estimulacion. Este nervio sensitivo se
puede estimular desde la periferia llevando su informacion a la médula
espinal, esta via se denomina ortodromica. Este modelo contaba con un
serio problema, la enorme dificultad de recoger los compuestos liberados
a nivel de las astas dorsales cervicales, sobre todo si se necesitaba mantener
al animal vivo, por ello Pamela Holton estimuldé desde la proximidad del
ganglio dorsal hacia la periferia que es la via denominada antidromica,
consiguiendo recoger en las terminales periféricas sensoriales una serie de
compuestos, siendo el ATP el mas abundante. Este modelo de estimulacion
antidromica se ha puesto a punto en muchas especies y nervios diferentes,
siempre estimulando desde la proximidad espinal y midiendo sensibilidad
o respuestas en zonas periféricas. En su trabajo de 1954 demuestra clara-
mente la liberacion de ATP y utiliza una técnica absolutamente novedosa
para la época, la de medir el nucle6tido mediante bioluminiscencia con la
luciferina/luciferasa de luciérnaga, para lo cual era necesario contar los
eventos en un contador de centelleo como los utilizados en las medidas de
radioactividad (Holton & Holton, 1954). El modesto insecto, conocido como
luciérnaga, del orden de los coledpteros y nombre cientifico Lampyris
noctiluca, ha sido una ayuda inestimable para realizar estudios de biolumi-
niscencia de gran sensibilidad, proporcionando el par luciferina/luciferasa,
que en presencia de ATP emite luz.

3.4. Liberacion conjunta de nucleétidos y otros
neurotransmisores clasicos

Otro de los grandes descubrimientos de Pamela Holton (Holton, 1959)
fue que la estimulacion de los nervios simpaticos, cuyas terminales en el
tejido liberan adrenalina, lo que ya era conocido, también liberan ATP a los
espacios tisulares, esta fue la primera evidencia solida para el concepto de
co-transmision que seria propuesto y consolidado por Geoffrey Burnstock
mas tardiamente (Burnstock, 1976).

El efecto de los nucleodtidos y nucledsidos sobre la transmision colinér-
gica fue demostrado mas tardiamente. El principal obstaculo era el modelo
de experimentacion, hasta que se centraron en la union neuromuscular. Uno
de los primeros modelos fue el del estudio de sefializacion del nervio fré-
nico que inerva el musculo del diafragma. En la rata en esta preparacion se
demostrd por vez primera que la adenosina era capaz de reducir la libera-
cion de acetilcolina (Ginsborg and Hirst, 1972). Los efectos del ATP sobre
la neurotransmision en la union neuromuscular de rata y de rana fue un
descubrimiento mas tardio, pues fue necesario descartar los efectos de la
adenosina y estar seguros de que el efecto se debia al nucledtido (Ribeiro
and Walker, 1975). Este resultado es coincidente en el tiempo con el estu-
dio del contenido de las vesiculas obtenidas de las preparaciones de sinap-
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tosomas de la unién neuromuscular, que aunque impuras indicaban que
gran parte del ATP y de la acetilcolina pertenecian al contenido vesicular
(Dowdall et al., 1974).

Antes de estudiar los efectos de los compuestos purinérgicos sobre la
sefializacion colinérgica, se produjo un descubrimiento fundamental en la
comprension de la neurotransmision; lo realizo el grupo liderado por el
profesor Katz en 1952 demostrando la naturaleza cuantal de la liberacion
de la acetilcolina en la union neuromuscular (Fatt and Katz, 1952). Este
descubrimiento abre las puertas a un nuevo paradigma, la necesaria com-
partimentalizacién de las zonas presindpticas, con existencia de reservorios
donde almacenar los neurotransmisores antes de ser liberados. Varios gru-
pos se lanzan al estudio del contenido vesicular de granulos neurosecreto-
res y neuroendocrinos, incluyendo las vesiculas sinapticas de diferentes
terminales nerviosas. Siendo el grupo del profesor Whittaker el que prime-
ro aisla las vesiculas sindpticas del cerebro de mamiferos (Whittaker and
Sheridan, 1964).

El estudio de las vesiculas de secrecion y su contenido demostraban
claramente que el ATP y otros nucledtidos eran compafieros y estaban
siempre co-almacenados con la acetilcolina, las catecolaminas, o la seroto-
nina entre otros. A pesar de estas evidencias, el ATP y en general los
nucledtidos seguian siendo considerados como meros estabilizadores del
contenido interno granular.

27






4. CONTENIDO NUCLEOTIDICO DE LOS GRANULOS DE
SECRECION, DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS NUCLEOTIDOS:
LOS DIADENOSINA POLIFOSFATOS APNA

En las neuronas y células de tejidos neuroendocrinos y secretores en
general, es constante la presencia de vesiculas y granulos de almacena-
miento, que son esenciales para liberar los neurotransmisores o las hormo-
nas de manera controlada. El mecanismo es generalmente dependiente de
calcio y se conoce como exocitosis.

La presencia de ATP y ADP en granulos secretores se describio por
primera vez en los granulos cromafines de la médula adrenal, donde se
encuentran almacenados junto con adrenalina y noradrenalina. La abundan-
cia relativa de estas catecolaminas depende de la especie y de la distancia
de las células a la corteza adrenal, las mas proximas tienen adrenalina y las
mas alejadas, centrales a la glandula tienen mayor proporcion de noradre-
nalina (Hillarp et al., 1955; Blaschko et al., 1956).

Empleando técnicas mucho maés precisas y resolutivas, como la técnica
de cromatografia liquida de alta presion (HPLC), nuestro grupo descubrid,
aflos mas tarde en 1988, la presencia de los diadenosina polifosfatos,
(ApnA, n= 4-6), siendo la primera vez que su presencia era descrita en
organelas de almacenamiento de tejidos neurosecretores. Este descubri-
miento merece ser relatado con cierto detalle.

4.1. Descubrimiento de los diadenosina polifosfatos
en la Facultad de Veterinaria de la UCM

El descubrimiento de los diadenosina polifosfatos en los organulos de
secrecion lo realizamos en la Facultad de Veterinaria de la UCM, pidiendo
prestado un HPLC, que generosamente nos facilitd el catedratico de Bio-
fisica de la Universidad Autonoma de Madrid y profesor de investigacion
Roberto Parrilla, a quien desde aqui agradezco su generosidad. El equipo
estaba en el Centro de Investigaciones Biologicas, CIB, por aquel entonces
todavia emplazado en la calle Velazquez. El material de partida eran las
glandulas suprarrenales procedentes de los bdvidos sacrificados en los
mataderos de Colmenar y de Legazpi, de donde aislabamos los granulos
cromafines. El becario postdoctoral que realizo los experimentos era Anto-
nio Rodriguez del Castillo, procedente de la Universidad de La Laguna en
la isla de Tenerife, quien realizaba su trabajo entre la facultad y el consejo
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(Rodriguez del Castillo ef al., 1988). La presencia de GTP y GDP, asi
como la de otros muchos nucledtidos en cantidades practicamente residua-
les eran también detectables en estas muestras. Los granulos cromafines
aislados de la médula adrenal de vaca o de buey fueron un excelente
modelo, pues el tamafio de las glandulas permitia una facil diseccion de la
médula adrenal. Posteriormente, en otros modelos y tejidos secretores re-
produjimos el mismo patrén nucleotidico vesicular, gracias a los trabajos
pioneros del Dr. Jesus Pintor en la Facultad de Veterinaria, los cuales
constituyeron su Tesis Doctoral (Pintor et al,, 1992a, b, c).

Es obligado, llegados a este punto, dar las gracias a los veterinarios
responsables del matadero de Colmenar y el de Legazpi, pues siempre
cooperaron activamente en la recoleccién de las glandulas suprarrenales,
que debian de ser obtenidas directamente del animal sacrificado, y rapida-
mente una vez cortado en canal, ya que se degradaban con extrema faci-
lidad. Posteriormente el tejido diseccionado se homogeneizaba y del cen-
trifugado en gradiente de densidad se aislaban los organulos para su estudio.
Es muy importante sefialar que la concentracion de ATP en estos organulos
puede alcanzar el 0.2 M y la de las catecolaminas hasta 0.55 M. Los
diadenosina polifosfatos, Ap4A, ApSA y Ap6A, estan en concentraciones
mas reducidas, y pueden alcanzar hasta SmM en el interior del granulo.

Los compuestos coalmacenados son liberados conjuntamente al medio
extracelular de forma exocitotica en presencia de calcio y pueden alcanzar
en las proximidades de la zona de secrecién concentraciones de mili y
micro Molar para nucledtidos y dinucleétidos respectivamente (Pintor et
al., 1991a; 1992a; 1992¢). El modelo de estudio fueron las glandulas adre-
nales de vaca o buey, canuladas y perfundidas con diferentes medios y
agentes secretagogos. En ese modelo constatamos la presencia de nucled-
tidos y la de dinucleodtidos en el perfundido. Estos ultimos mostraban una
mayor resistencia a la degradacion.

Otro modelo de granulos de almacenamiento bien conocido son los
granulos densos presentes en las plaquetas, donde se habia descrito la pre-
sencia de serotonina que actlia como vasoconstrictor y hemostatico en las
roturas de vasos sanguineos. La presencia de ATP, y sobre todo de ADP
habia sido descrita en los granulos densos de las plaquetas y mas tardia-
mente se descubren los diadenosina polifosfatos, todos ellos coalmacena-
dos y liberados conjuntamente con la serotonina durante la agregacion
plaquetaria (Holmsen and Weiss, 1979; Liithje and Ogilvie, 1983; Schliiter
et al., 1994). Aunque los estudios en las vias serotonérgicas del sistema
nervioso central no han abundado en la caracterizacion del contenido de sus
vesiculas sindpticas, es de suponer por analogia que se comportaran de
modo similar.

Como modelo colinérgico el érgano eléctrico del pez Torpedo Marmo-
rata, sirvio para caracterizar la placa motora mas rica en elementos colinér-
gicos, ya que los nervios que inervan las membranas excitables contienen
acetilcolina, en esta preparacion el grupo del profesor Zimmermann descu-
brid que la acetilcolina estd coalmacenada con ATP y que se liberaban
conjuntamente cuando se producia una estimulacion (Zimmermann and
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Denston, 1976; Zimmermann, 1978). En esta misma preparaciéon y en co-
laboracion con el profesor Zimmermann, del Biocentrum de la Universidad
de Frankfurt, realizamos una serie de experimentos en nuestros laboratorios
de la Facultad de Veterinaria de Madrid. Nuestro grupo consiguié analizar
y demostrar que el contenido de las vesiculas sinapticas del pez torpedo
contienen una gran variedad de nucledtidos y que junto con el ATP y ADP,
también se encontraban el GTP, GDP y los diadenosina polifosfatos, fun-
damentalmente Ap4A y ApSA (Pintor et al., 1992b). Para estos estudios
contdbamos con excelentes equipos de cromatografia de alta presion que
habiamos adquirido gracias a los proyectos de investigacion financiados
por el Plan Nacional. Los peces torpedo, todavia vivos, nos los suministra-
ba el profesor Carles Solsona, Catedratico de la Facultad de Medicina de
Barcelona y procedentes del acuario de la misma ciudad, siendo procesados
en la Facultad de Veterinaria de Madrid.

Todo el esfuerzo y trabajo experimental anteriormente resefiado sirvié
para demostrar plenamente que los nucleodtidos y dinucleotidos estan coal-
macenados con acetilcolina, catecolaminas, serotonina, histamina y otras
hormonas peptidicas o proteicas en todos los modelos de almacenamiento
vesicular en las diferentes especies estudiadas. Necesitamos ahora plantear-
nos como son los mecanismos de transporte al interior del granulo y vesi-
culas neurosecretoras diversas, asi como los mecanismos de su liberacion.

4.2. Modelos de secrecion de nucledtidos en animales vivos:
perfusion cerebral y lagrimas

No seria logico acabar este apartado sin resefiar que colaborando con
el profesor Francisco Mora, a la sazon catedratico de fisiologia de la facul-
tad de Medicina de la UCM, tuvimos acceso a un modelo de experimen-
tacion animal extremadamente sofisticado: El de perfusion cerebral del
animal canulado in vivo, mediante el sistema conocido como «Push-pully,
que permite libertad de movimiento para el animal, en este caso ratas a las
que se administra directamente en cerebro, o por otras vias, las sustancias
objeto de estudio recogiendo directamente muestras del perfundido cere-
bral. De este modo analizdbamos las respuestas del cerebro a diferentes
sustancias: estimulantes, antidepresivos, antipsicdticos, etc... Cual no seria
nuestra sorpresa cuando al administrar el estimulante anfetamina observa-
mos la liberacion al perfundido ventricular del cerebro de grandes cantida-
des de nucledtidos, sobre todo de Ap4A y ApSA, confirmandonos su resis-
tencia a la hidrolisis, mientras que el ATP, ADP son casi inexistentes,
incrementandose sus productos de hidrolisis, el AMP y la adenosina. Esta
liberacion al perfundido cerebral era revertida por la presencia del antipsi-
cotico y bloqueante de los receptores dopaminérgicos de amplio espectro
que es el haloperidol (Pintor et al, 1993 a y 1995).

La historia de los dinucledtidos de adenina, ApnA, no ha hecho mas que
empezar y con verdadera expectacion asisto a los descubrimientos cruciales
en el sistema visual realizados de modo continuado por el grupo del doctor
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Jests Pintor Just, Catedratico de Bioquimica en la Escuela Universitaria de
Optica, que han dado renovado valor a estos compuestos. Sus recientes tra-
bajos de investigacion han permitido conocer la presencia de los nucledtidos
y sobre todo dinucleétidos en la secrecion lacrimal y su papel en la re-epi-
telizacion corneal, la presion intraocular y su posible uso en el sindrome de
ojo seco y en el de glaucoma (Carracedo et al., 2010; Crooke et al., 2008;
Mediero et al., 2008; Peral et al., 2006; Soto et al., 2005).

El modelo animal utilizado por el doctor Jestis Pintor en sus estudios
ha sido fundamentalmente el de conejos, cuya secrecion lacrimal es facil de
medir con el test de Schirmer. La lacrimacion se estima insertando el ex-
tremo de una tira de papel de filtro en el saco conjuntival inferior, dejando
el otro extremo colgando sobre el borde del parpado inferior. En este mis-
mo modelo animal se pueden estudiar los efectos de diversas sustancias
sobre la re-epitelizacion corneal. El procedimiento es una pequefia lesion
corneal, realizada con un disco milimétrico impregnado con una sustancia
agresiva, la velocidad de re-epitalizacion de la zona se mide por la reduc-
cion del diametro de la lesion y se representa en funcion del tiempo. Los
nucleodtidos y los dinucledtidos han resultado ser muy eficaces en el trata-
miento de este tipo de lesiones, acelerando la reparacion corneal in vivo.
Una actualizacion de la técnica que permite excluir el uso de animales ha
sido puesta a punto por el doctor Pintor realizando cultivos de epitelio
corneal de diversos animales, en donde es mas facil realizar un gran nume-
ro de ensayos y sus correspondientes controles.

Es necesario sefialar que de modo sorprendente, el mejor modelo de
estudio para comprender el efecto de los nucleétidos en patologias oculares
son los humanos, y la pequefia tira de papel absorbente, tipificado para el
test de Schirmer, permite recoger la secrecion lacrimal y medir mediante
técnicas de Cromatografia liquida de alta resolucion, HPLC, los niveles de
los diferentes nucleotidos y dinucledtidos. Con este protocolo se han podi-
do relacionar las diversas patologias oculares, irritacion, ojo seco, sindrome
de Sjogren, neuropatias del sistema nervioso auténomo, etc..., con los ni-
veles de dinucledtidos y nucledtidos en la secrecion lacrimal (Carracedo et
al., 2010; Crooke et al., 2008; Mediero et al., 2008; Peral et al., 2006; Soto
et al., 2005).
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5. TRANSPORTE DE NUCLEOTIDOS AL INTERIOR DE LOS
ORGANULOS DE SECRECION: TRANSPORTADOR
VESICULAR DE NUCLEOTIDOS

La liberacion de los compuestos neurotransmisores u hormonales al ex-
terior de la célula requiere que estén almacenados en organulos discretos,
como paso previo a su salida al responder la célula a estimulos excitadores.
Los nucleotidos y otros neurotransmisores no peptidicos presentes en el in-
terior de los granulos necesitan unos eficientes sistemas de transporte, cono-
cidos como transportadores vesiculares. Todos los transportadores vesicula-
res emplean el gradiente electroquimico de protones generado por una
H" ATPasa vacuolar (V-ATPasa) para impulsar el transporte en contra del
gradiente de concentracion (Moriyama and Nelson, 1987; Forgac, 1999). Los
granulos neuroendocrinos y vesiculas sinapticas han sido el modelo de elec-
cion para caracterizar los transportadores de neurotransmisores. Los prime-
ros transportadores caracterizados fueron los de monoaminas, denominados
asi por su poca especificidad, ya que son capaces de internalizar dopamina,
noradrenalina, adrenalina, serotonina e histamina y otras aminas aromaticas,
se designa con las siglas VMAT (Vesicular Monoamine Transporter) y han
sido clonadas dos variantes el VMAT-1 y el VMAT-2, este ultimo mas
abundante en cerebro. Con posterioridad se identificé el transportador vesi-
cular de acetilcolina, conocido como VAT (Vesicular Acetylcholine Trans-
porter) que también ha sido clonado y presenta la peculiaridad de que la
secuencia del gen se encuentra dentro de uno de los intrones del enzima de
sintesis de la acetilcolina, la colina acetiltransferasa, asegurando de este
modo la expresion simultdnea de las proteinas requeridas para la funciona-
lidad y especificidad de las neuronas colinérgicas (Bejanin et al., 1994).

El transportador vesicular de monoaminas, al igual que el de acetilco-
lina, utiliza fundamentalmente el componente quimico del gradiente de
protones (ApH), denominado Au'". El transporte del neurotransmisor GABA
y de los aminoacidos, glutamato y glicina, al interior de las vesiculas se-
cretoras, se realiza empleando fundamentalmente el componente eléctrico
del gradiente de protones, conocido como Aw.

El transportador de aminoacidos inhibidores, GABA y glicina, conoci-
do como VIAAT (Vesicular Inhibitory Aminoacid Transporter), reconoce a
los dos compuestos con similar afinidad y fue clonado en 1998 (Sagné et
al., 1997).

Los transportadores vesiculares de glutamato, que definen el fenotipo
glutamatérgico en neuronas, son el VGLT1, VGLUT2 y VGLUT 3, con
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distribuciéon muy diversa segiin las zonas del sistema nervioso. Curiosa-
mente el transportador VGLUT]1 habia sido previamente caracterizado como
una proteina de membrana plasmatica capaz de transportar fosfato inorga-
nico, dependiente del gradiente de Na™ (Bellocchio et al., 2000).

Recientemente se ha producido un cambio de paradigma y es aceptado
que los neurotransmisores clasicos se pueden comportar como co-transmiso-
res. Esta idea ha salido reforzada cuando se demostré que los tres transpor-
tadores vesiculares de glutamato (VGLUT1, VGLUT2 y VGLUT3) estan
presentes en las neuronas monoaminérgicas, colinérgicas y GABAérgicas
centrales, asi como obviamente en las neuronas primarias glutamatérgicas.
Esta complejidad afiadida plantea multiples interrogantes sobre la organiza-
cion funcional, con los dominios de localizacion preferente de ambos tipos
de vesiculas, y sobre todo comprender cual es el significado fisioldgico y
funcional de este doble fenotipo neural (EL Mestikawy et al., 2011).

El transportador vesicular de nucledtidos, VNUT, es el que mas interés
tiene para este discurso y su caracterizacion ha sido muy compleja. El
problema de partida es que el propio nucledtido transportado es ademas
sustrato de la ATPasa vesicular, enzima presente en las membranas de los
organulos de almacenamiento y necesaria para generar el gradiente electro-
quimico, indispensable para el transporte del propio nucledtido.

Con todas las limitaciones, dos fueron los modelos en donde el estudio
resultd mas exitoso: los granulos cromafines de la médula suprarrenal bo-
vina, que contienen también noradrenalina y adrenalina, y las vesiculas
colinérgicas del o6rgano eléctrico del pez Torpedo Marmorata, que contie-
nen acetilcolina. En ambos modelos el transportador muestra baja especi-
ficidad y la dependencia de la componente eléctrica del gradiente de pro-
tones. La necesidad de emplear nucleétidos radioactivos y su rapido
metabolismo en contacto con los granulos, han sido siempre un obstaculo
para la adecuada caracterizaciéon del transportador (Weber and Winkler,
1981; Lugmani, 1981; Bankston and Guidotti, 1996).

Una nueva metodologia desarrollada enteramente en nuestro laboratorio
de la Facultad de Veterinaria de la UCM, ha permitido comprender desde el
punto de vista cinético el comportamiento de los transportadores de nucleo-
tidos. Esta técnica se basa en la utilizacion de analogos fluorescentes del
ATP, el eteno-ATP (1,N°etenoadenosina trifosfato). El analisis de los nu-
cleotidos transportados al interior granular se efectué mediante técnicas de
HPLC y deteccion mediante fluorescencia de los nucledtidos en el eluido
cromatografico. Esta técnica permitié demostrar que los transportadores de
nucledtidos presentan una compleja cinética de saturacion, la cual por su
analogia con los enzimas histeréticos hemos denominado transporte mnemo-
nico (Ricard et al., 1977; Ricard and Cornish-Bowden, 1987). Este tipo de
cinética permite cambios muy acusados en la afinidad por el sustrato para
adaptarse al estado energético de la célula, actuando solamente cuando los
niveles de ATP intracelulares son muy altos (Gualix et al., 1996).

El estudio del transporte de nucledtidos mediante citometria de flujo
fue otra de las técnicas desarrolladas en nuestro laboratorio de la Facultad
de Veterinaria de la UCM. La aplicacion de esta técnica fue posible al
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utilizar nucledtidos fluorescentes como sustrato y organulos subcelulares
de un tamafio no inferior a los granulos cromafines, lo que nos ha permitido
utilizar la citometria de flujo para estudiar la cinética de los transportadores
de organulos subcelulares. La técnica fue puesta a punto por Javier Gualix
con los granulos cromafines de médula adrenal bovina cuyo diametro medio
es de 4.9 um (Warashina, 1985), abriendo enormes expectativas de futuro
y estos estudios pertenecen a su tesis doctoral (Gualix ef al, 1999a). Otra
ventaja de la técnica fluorescente, acoplada a HPLC, ha sido disponer de
la suficiente sensibilidad para poder medir el transporte de nucledtidos a
vesiculas sindpticas aisladas de cerebro. Los resultados demostraron la gran
analogia existente entre las vesiculas de tamafio pequefio y los grandes
organulos de almacenamiento, ambos con la misma afinidad para los nu-
cledtidos y el mismo perfil de saturacion mnemonico (Gualix et al., 1999b).

La combinacion de las técnicas de fluorescencia y de cromatografia
liquida de alta resolucion, nos permitio caracterizar el transportador presen-
te en los granulos secretores de la médula suprarrenal, mostrando afinida-
des muy elevadas, 10-20 uM para los diadenosina polifosfatos, sustancias
que son sefiales de estrés en el interior de la célula. Ademas, estudios de
competicion por sustrato demostraron que el transporte de los diadenosina
polifosfatos se efectua a través del transportador de nucledtidos, y solo un
comportamiento mnemodnico permite explicar las oscilaciones de afinidad
necesarias para efectuar ambas tareas (Gualix et al, 1997).

Purinoceptores

Figura 1. Transporte de nucleétidos al interior de los granulos de
almacenamiento: Necesidad de un gradiente energético generado por la V-ATPasa
y de un transportador especifico, el VNUT. Modificado de Sawada et al., 2008.
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5.1. Caracterizacion molecular del transportador de nucledtidos
VNUT (SLC17A9) y su filogenia

La caracterizacion molecular del transportador vesicular de nucledti-
dos, conocido como VNUT, se resistié6 duramente a ser descubierto y fue
necesario esperar hasta que el grupo de Moriyama en Japdn lo identificara
como el producto proteico codificado por el gen SLC17A9, presente tanto
en humanos como en raton. El gen es un nuevo miembro de la familia de
transportadores anidnicos y se expresa abundantemente en cerebro y en
glandula adrenal, en donde, como no podia ser de otro modo, esta locali-
zado en los granulos cromafines. Neuronas en cultivo de tipo N2a, proce-
dentes de una linea tumoral, también expresan abundantemente el transpor-
tador y liberan ATP por exocitosis al ser estimuladas. Aspectos estudiados
con detalle y alta tecnologia de TIRF (Total Internal Reflection Microsco-
py) por el grupo del Profesor Antonio Rodriguez Artalejo en la facultad de
Veterinaria de la UCM (Gutiérrez-Martin et al., 2011). La supresion de la
expresion del gen endogeno, mediante RNA de interferencia reduce la in-
corporacion de ATP a los granulos y la disminucion de la liberacion de
ATP por exocitosis (Sawada et al., 2008). Posteriormente se ha estudiado
en profundidad la distribucidon en cerebro y en otras gldndulas secretoras
del transportador vesicular de nucledtidos conocido como VNUT, mediante
hibridacién in situ e inmunohistoquimica (Larsson et al., 2011).

He introducido en el parrafo anterior la nomenclatura del gen del
VNUT, como SLCI7A9, lo que me obliga a plantear el origen de tal de-
nominacidn. La abundancia de transportadores de sustancias disueltas en el
medio celular y extracelular, SLC (solute carriers) y su dispar nomenclatura
obligd establecer unas reglas para definir los genes y sus familias de modo
racional basados en analogia de secuencias.

Actualmente disponemos de unos 1.000 genomas secuenciados entre
bacterias, archaea y eucariotas y en ellos se ha rastreado la presencia de
proteinas transportadoras de sustancias en disolucion, las SLC. El analisis
comparativo de secuencias demostré la abundancia de este tipo de pro-
teinas cuya localizacién era tanto la membrana plasmatica como las
membranas de los organulos intracelulares. El conocimiento de las se-
cuencias permitio ademas establecer los dendrogramas y organizar en
familias y subfamilias los correspondientes genes, dando informacion de
su origen evolutivo e incorporar a los nuevos miembros pendientes de ser
descubiertos (Saier, 1999).

Aproximadamente unas 5.000 secuencias de SLC diferentes han sido
identificadas en las 17 especies animales que se han comparado. En el ge-
noma humano los transportadores de membrana, SLC, son muy abundantes
y se han agrupado en 46 familias. Sorprende que de las 46 familias que como
hemos mencionado se encuentran en el genoma humano, 43 de ellas se en-
cuentran también en el gusano Caenorhabditis elegans y 42 en el genoma
de insectos. El gran niimero de genes que en humanos integran estas fami-
lias, formando subfamilias, refleja sin duda el relevante papel que estas pro-
teinas tienen a nivel del sistema nervioso central y tejidos secretores.
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Desde el punto de vista evolutivo, estos genes SLC presentan familias
divergentes antes de la aparicion de los animales con simetria bilateral, los
bilateria (Hoglund et al, 2011). Sin duda la compartimentalizacion con
membranas lipidicas para proteger el interior celular y su metabolismo, asi
como establecer diferentes compartimentos funcionales han forzado la co-
municaciéon mediada por proteinas capaces de transportar los diversos pro-
ductos necesarios para todas las funciones vitales: nutricionales, sefializa-
dores, metabolicos, nocivos, etc..., y necesariamente tuvo que aparecer con
los primeros seres vivos compartimentalizados.

Respecto a la familia SLC17, es importante resefiar que también con-
tiene los transportadores vesiculares de aminoacidos, como el glutamico y
aspartico. Existen en esta familia cuatro grupos filogenéticos principales
que aparecen antes de la divergencia del linaje de los insectos. EIl SLC17A09,
es el gen del transportador VNUT en humanos y mediante técnicas de
hibridacioén in situ con una sonda fluorescente antisentido, se pudo observar
que en cerebro se expresa abundantemente en el cortex cerebral, zonas
especificas del hipocampo, tdlamo e hipotalamo. Algunas de las regiones
con mayor presencia son el nicleo de la habénula y el giro dentado del
hipocampo, en los cuales la sefializacion purinérgica es muy abundante
(Sreedharan et al., 2010).
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FiGura 2. Arbol filogenético de la familia SLC17. A. La familia SLC17 estd consti-
tuida por cuatro grupos principales: el que transporta fosfato en la membrana plasmati-
ca, el que transporta glutamato a las vesiculas de secrecion, el que transporta dcidos
sialicos en la membrana plasmdtica y, finalmente, el transportador vesicular
de nucledtidos. B. Topologia general de las proteinas de la familia SLC17 en la
membrana, deducida mediante secuencia de la proteina generada a partir del SLC1749,
que es el VNUT. Modificado de Sawada et al., 2008.
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5.2. Liberacion de ATP al medio extracelular:
Exocitosis versus No-exocitosis

El almacenamiento vesicular y la presencia de VNUT en los tejidos
neurales y secretores han cerrado el circulo de los requerimientos para la
salida exocitotica de ATP. Este tipo de liberaciéon vesicular requiere una
sefal desencadenante, despolarizacion celular y entrada de calcio al citosol.
No entraré a comentar los mecanismos moleculares del proceso exocitotico,
pues es un proceso complejo, que nos alejaria del verdadero interés de este
trabajo. Lo que si ha resultado novedoso es que sea el ATP el que a través
de sus receptores ionotropicos P2X el que induce la exocitosis de los pro-
pios nucleodtidos almacenados en vesiculas. La secuencia completa de even-
tos ha sido analizada en una linea celular, la de neuroblastoma N2a. El ATP
es capaz de activar el receptor P2X7 presente en la membrana plasmatica
de la neurona. El receptor P2X7 es un canal operado por ligando que en
presencia del agonista abre la compuerta para el ion Ca*". El ion calcio es
el que media en la exocitosis vesicular permitiendo la fusion de las orga-
nelas y produce un incremento de la superficie de membrana que se mide
por alta resolucion de la capacitancia de la célula, que se incrementa al
estimular con el agonista P2X7. En las mismas células, mediante la técnica
de TIRF (Total Internal Reflection Microscopy), marcando las vesiculas
con colorantes fluorescentes, se puede seguir el movimiento vesicular, y el
posterior anclaje a la membrana previo a la salida exocitdtica del neuro-
transmisor, que puede ser medida mediante técnicas luminiscentes con lu-
ciferina. EI ATP liberado produce ademas una onda de ATP que induce la
sefalizacion en otras neuronas y el estimulo puede ser bloqueado con el
antagonista del P2X7, conocido como BBG. Todo este proceso puede ser
bloqueado con inhibidores de la salida exocitotica, como son el compuesto
N-etilmaleinimida, bloqueante de grupos SH en proteinas esenciales para la
exocitosis y por la toxina botulinica, que fue una donacion del Profesor
Thomas Binz del Institut fiir Biochemie, Medizinische Hochschule de la
Universidad de Hannover, Germany. Este trabajo realizado en la Facultad
de Veterinaria de la UCM en colaboracion con el catedratico de Farmaco-
logia don Antonio Rodriguez Artalejo demostraba claramente la salida exo-
citotica del ATP, y su papel extracelular (Gutiérrez-Martin et al.,, 2011).
Pensamos que en los tejidos neurales y neuroendocrinos la salida exocitd-
tica controlada es la mas importante y que en los espacios sinapticos es la
unica, o la mayoritaria, pero hay otros tejidos en donde la presencia extra-
celular del ATP no puede explicarse sin acudir a otras vias.

En los apartados anteriores he hecho especial mencion al ATP, pero
existen otros muchos nucledtidos y algunos de ellos no detectados en ve-
siculas hasta la fecha y para los cuales se conoce una funcidn sefializadora
mediada por receptores especificos. Este es el caso para los nucleotidos de
uridina, UTP, UDP, y la serie de azucares activos. UDP-glucosa, UDP-
manosa, etc., cuya funcidon en el Golgi es participar en el proceso de gli-
cosilacion de las proteinas. Para estos compuestos el grupo del profesor
Eduardo Lazarowsky y el profesor Richard Boucher en la Universidad de
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North Carolina en Chapel Hill han propuesto que su salida estd mediada
por la exocitosis constitutiva como excedente de la actividad del Golgi
(Lazarowski, 2006; Lazarowski et al., 2011).

Los mecanismos de liberacién de los nucledtidos de purinas y pirimi-
dinas al exterior de la célula no mediada por exocitosis regulada, es un area
de debate y la caracterizacion de las proteinas de membrana capaces de
mediar en este proceso es un fértil campo de investigacion que aportara
nuevas ideas a la sefializacion extracelular mediada por nucleotidos.
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6. PRIMERA CLASIFICACION DE RECEPTORES PURINERGICOS
Y SUS MODELOS DE ESTUDIO: RECEPTORES P1 Y P2

En 1978 el profesor Geoffrey Burnstock, después de un exhaustivo
estudio, propuso la subdivision de los receptores purinérgicos en P1 los que
respondian a adenosina y eran antagonizados por metilxantinas, como la
cafeina y la teofilina, y los P2 que respondian a nucledtidos. Los receptores
P1 posteriormente recibieron el nombre de receptores de adenosina, recep-
tores tipo A, ya que entre todas las bases puricas y pirimidinicas y sus
respectivos nucledsidos ninguno de ellos presentaba efectos agonistas
significativos. En sus inicios, los efectos de la adenosina fueron estudiados
midiendo cambios en la actividad del enzima de membrana Adenilato ci-
clasa, mientras que los nucledtidos en los primeros estudios no parecian
afectar a este enzima (Burnstock, 1978). El resultado era un cambio notable
en los niveles de AMP ciclico cuando se estimulaba con adenosina y sin
cambios significativos si se empleaban nucledtidos. Para estudiar los efec-
tos diferenciales de adenosina y nucledtidos sobre cascadas de sefializa-
cion, fue necesario buscar modelos celulares resolutivos y diferenciales.
Tarea dificil teniendo en cuenta la ubicuidad de ambos tipos de receptores.
Entre los primeros modelos celulares estdn los adipocitos que sirvieron
para establecer claramente la presencia de un receptor de adenosina capaz
de inhibir, sin duda alguna, la adenilato ciclasa, ya que como resultado al
final de la cascada se inhibia la triglicérido lipasa y se ralentizaba el me-
tabolismo de los lipidos almacenados. La cafeina resulté ser un compuesto
esencial en estos estudios, ya que se demostré que era un antagonista eficaz
de los receptores de adenosina. Al actuar como antagonista de los recepto-
res de adenosina que estan acoplados a las proteinas Gi, favorecia cualquier
estimulo activador del enzima adenilato ciclasa, como los mediados por
noradrenalina o adrenalina. En el modelo de los adipocitos este efecto
resultaba en una activacion de la triglicérido lipasa, consiguiendo un efi-
ciente catabolismo de los lipidos acumulados en la célula. Esta es la razon
por la que la cafeina es un componente eficaz y muy utilizado en las cremas
de adelgazamiento locales, que tanto éxito tienen para su uso en dermofar-
macia y cosmética.

Quiero hacer en este apartado una mencion especial al Dr. Madinaveitia
quien en época tan temprana como 1949, mucho antes de que se propusiera
la existencia de receptores de adenosina, publicé una serie de articulos de
gran interés y trascendencia en el tratamiento de enfermedades infecciosas
y por el interés que tiene en este apartado cito uno cuyo titulo es «Antima-
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larial compounds as antagonists of adenosine». Dejo el titulo en su original
inglés, pues estd publicado en el British Journal of Pharmacology and
Chemotherapy (Madinaveitia and Raventos, 1949). Sirvan estas escasas
lineas como testimonio para que su esfuerzo en una época tan dificil no
caiga en el olvido.

6.1. Receptores de Adenosina, AR (P1) y sus modelos de estudio

Antes incluso de la separacion entre receptores de Adenosina y de
nucledtidos, existian evidencias de que los receptores de Adenosina no
pertenecian a una poblacion homogénea. En efecto, mientras que en los
adipocitos de rata la adenosina reducia los niveles de AMPc, en cortes de
diferentes areas de cerebro de rata, por el contrario incrementaba los nive-
les de AMPc (van Calker et al., 1978, 1979; Londos et al., 1978; 1980).

Hasta la fecha se han clonado y caracterizado cuatro tipos de receptores
especificos de adenosina, denominados inicialmente receptores P1. Actual-
mente se los conoce como: A, A,,, A,; y A; todos ellos acoplados a
proteinas G de la familia de las siete hélices transmembranares. Estos cua-
tro receptores estan estrechamente relacionados y constituyen un ejemplo
destacado de miembros de una familia que son todos ellos activados por un
unico agonista endogeno, la adenosina. En estos casos, la distribucion tisu-
lar suele ser un elemento clave en su funcion fisiologica y si coexisten en
la misma célula la distribucion topografica y las cascadas de sefializacion
definiran la respuesta celular. Existen varios agonistas y antagonistas espe-
cificos de los distintos subtipos de receptor que se muestran en la Tabla 2
(Burnstock, 2007, a, b). Estos receptores pueden mediar diversos efectos
fisiolégicos como modulacion del sistema cardiovascular, sistema inmune
y sistema nervioso. Nuestro grupo en la Facultad de Veterinaria de la UCM
demostrd que la activacion de los receptores presindpticos de adenosina
modula la respuesta a nucledtidos y dinucledtidos en terminales nerviosos
de cerebro de rata, actuando sobre receptores P2X, y P2X,. Este trabajo
forma parte de la Tesis Doctoral del Profesor Miguel Diaz-Hernandez (Diaz-
Hernandez et al., 2002).

Las acciones vasculares de la adenosina ha sido uno de los campos mas
fértiles de investigacion e indisolublemente asociados al progreso en las
patologias cardiovasculares. Al disponer actualmente de buenos agonistas
y antagonistas es mas facil la asignacion de propiedades a sus receptores
especificos. En nuestro pais hay excelentes grupos trabajando en este cam-
po y con modelos de extrema delicadeza, entre ellos el grupo del profesor
Albino Garcia-Sacristan, Catedratico de Fisiologia de la Facultad de Vete-
rinaria primero, y después de la de Farmacia de la UCM. Sus estudios sobre
la accion de la adenosina sobre los vasos de pequefio diametro, como las
arterias peneanas y las coronarias de pequefio diametro, son un referente
bibliografico obligado (Ribeiro ef al., 2011; Simonsen et al., 1997).

Actualmente y sobre todo teniendo en cuenta la importancia de la ade-
nosina en las funciones cerebrales, cardiacas, inflamatorias o del sistema
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TaBrLa 1. Clasificacion de los receptores de adenosina.
Los datos reflejados en la tabla han sido obtenidos de Burnstock, 2007; Fredholm, 2001

Receptor Agonistas Antagonistas Transducciéon Distribucién
de la sefal mayoritaria
A CCPA, CPA DPCPX, N-08040 G,, LAMPc Cerebro, médula
S-ENBA, MRS1754, WRC- TIPs espinal, testiculos,
CVT-510 0571 corazén, terminales
nerviosas
auténomas
A, CGS 21680 | KF17837, SCH58261 | G, TAMPc | Cerebro, corazon,
HE-NECA, | ZM241385, K2 6002 pulmon, bazo
CVT-3146
A,y NECA (no Enprofilina, G, TAMPc Intestinc_)v grueso,
selectivo) MRE2029-F20 Gon TIP3 vejiga
MRS17541, MRS
1706
A IB-MECA, 2- | MRS 1220, L-268605 G G Pulmon, higado,
3 ilo Q/11 ,
Cl-IB-MECA MRS 1191, LAMPe TIP cerebro, testiculos,
DBXRM, MRS 1523 3 corazon
VT160 VUF8504

inmune, se necesitan agonistas y antagonistas especificos. Hasta hace rela-
tivamente poco tiempo el tnico compuesto aceptado para su utilizacion en
humanos era la cafeina, que antagoniza todos los subtipos de receptores
AR. Un excepcional articulo de revision sobre los efectos de la cafeina ha
sido publicado por el profesor Bertil Fredholm del Instituto Karolinska
(Fredholm, 2003). La carencia de selectividad de la cafeina ha impedido su
empleo como antagonista para diferenciar los subtipos de los receptores de
adenosina implicados en determinadas patologias. Estos ultimos afios se ha
realizado un esfuerzo considerable para sintetizar agonistas y antagonistas
especificos de los subtipos de receptores de adenosina y su utilizacion en
humanos (Jacobson, 2009). La aprobacion por la FDA en el afio 2008 de
un agonista selectivo del receptor A,, para su uso como vasodilatador
coronario en los ensayos de perfusion miocardica, conocido con el nombre
comercial de regadenoson, ha supuesto un antes y un después en la farma-
cologia de los receptores de adenosina (Trochu ez al., 2003; Porter et al.,
2011). El conocimiento de la estructura del receptor A,,, cristalizado con-
juntamente con el antagonista (PDB codigo: EML) ha proporcionado deta-
lles de la interaccion del receptor y el ligando a niveles de resolucion
atomica y proporciona el molde mas preciso para realizar disefios y selec-
cion de farmacos (Lane et al., 2011).
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6.2. Importancia de los ratones genéticamente modificados para
comprender el papel fisiolégico de los receptores de adenosina

Los modelos animales han sido esenciales para comprender el efecto de
agonistas y antagonistas que ha proporcionado la quimica farmacéutica.
Actualmente se complementan con la disponibilidad de animales donde se
sobreexpresa o se anula el gen, los conocidos como animales genéticamen-
te modificados knock-in y knock-out.

Los receptores A, estdn ampliamente distribuidos por todo el cerebro,
mientras que los A,, son mas abundantes en los ganglios basales, aunque
su presencia ha sido demostrada en cortex cerebral e hipocampo. El blo-
queo o disrupcion genética del receptor A,, confiere una profunda neuro-
proteccion en los ratones adultos en modelos de isquemia experimental,
mientras que en los animales jovenes con cerebro inmaduro la ausencia del
A,, lleva a efectos opuestos, con poca neuroproteccion y escasa capacidad
de respuesta en los modelos de isquemia. Un trabajo muy interesante y
completo sobre el empleo de ratones con receptores de adenosina modifi-
cados es el realizado por el Dr. Yang en su tesis leida en 2008 en el
Instituto Karolinska y dirigida por el profesor Bertil Fredholm.

La sobreexpresion o eliminacion de los receptores A, y A,, en ratones
muestra pocas adaptaciones compensatorias de otros receptores, lo cual
facilita la interpretacion de los datos y de las acciones fisioldgicas espe-
cificas. Los efectos cardioprotectores del receptor A, quedaron plenamen-
te confirmados, aumentando con la sobreexpresion y reducidos por el
knock out.

Los efectos locomotores de la cafeina, relacionados con el nerviosis-
mo de los humanos, son ejercidos sobre los receptores A, y A,,. En
animales con el receptor A, bloqueado, el efecto de la cafeina se reduce
ligeramente, pero en receptores donde falta el A,, esta accion se redu-
ce casi totalmente. Se demostro asi que los efectos de la cafeina sobre
la locomocién son mediados fundamentalmente por el receptor A,,.
Ambos receptores A, y A,, contribuyen al desarrollo de la tolerancia a
la cafeina, incrementandose sus niveles con la ingesta repetida de esta
base xantica (Lankford et al., 2006).

6.3. Aspectos nutricionales en el desarrollo fetal en relacion con los
receptores de adenosina

Relacionado con estos resultados esta el nuevo modelo de estudio de-
sarrollado por la profesora Mairena Martin, Catedratica de Bioquimica en
la Universidad de Castilla-La Mancha, quien demostrd que la ingesta pro-
longada de cafeina en la dieta en ratas gestantes, o durante la lactacién
regula negativamente la expresion de los receptores de adenosina tipo A,
tanto en los cerebros de la madre como en los de los animales neonatos
(Lorenzo et al., 2010). Estos resultados han sido también demostrados en
el modelo de ratébn hembra gestante, con el dato afiadido de profundos
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cambios de comportamiento en las crias de raton cuando alcanzan la edad
adulta (Bjorklund et al., 2008).

El modelo de ratas gestantes ha permitido igualmente demostrar los
efectos de la ingesta elevada de glutamato monosodico, aditivo alimentario
que se emplea profusamente. Este compuesto fue primero utilizado por los
japoneses que le dieron la denominacion de Aji-no-moto, como nombre
comercial, aunque es mas conocido como E621. Durante la gestacion y la
lactancia se debe limitar la ingesta de este aditivo, ya que en el modelo de
la rata disminuye la presencia de receptores A, tanto en la madre como en
los neonatos y por el contrario existe un notable incremento de la expresion
de los receptores A,,, haciendo al individuo més propenso a problemas de
comportamiento irritable (Lopez-Zapata et al., 2011). Estos resultados nos
permiten también comprender como los diferentes receptores establecen un
dialogo que permite armonizar las actividades de las células. Es importante
sefialar que se ha demostrado claramente la formacion de heterodimeros, o
heteromultimeros para los receptores de Adenosina con otros receptores,
como los de dopamina, glutamato, etc., abriendo posibilidades insospecha-
das para la sintesis de farmacos con accion dual (Ciruela et al., 2011).

El receptor A, es el menos conocido y menos abundante de los recep-
tores de adenosina, el modelo de raton en el cual se ha bloqueado la ex-
presion del receptor A, presenta un fenotipo muy marcado y sorprendente,
que es la disminucién de la temperatura corporal y del latido cardiaco, asi
como incremento en la ingesta caldrica, aunque no presenta incremento del
peso corporal respecto al ratdn silvestre.
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7. EL ATP COMO NEUROTRANSMISOR: RECEPTORES
DE NUCLEOTIDOS P2

La primera clasificacion de los receptores purinérgicos estableciendo
una clara diferencia entre los sensibles a nucledsidos y los sensibles a
nucledtidos fue propuesta por Burnstock en 1978. Pronto se observo que
existia una gran heterogeneidad entre las respuestas a ATP dependiendo
de los modelos de estudio. El escaso arsenal farmacolégico de los analogos
de ATP, como agonistas, y la carencia de antagonistas, dilataron la carac-
terizacion de los receptores y por lo tanto de su clasificacion. Finalmente
en 1985, Burnstock y Kennedy propusieron la primera subdivision clara de
los receptores de nucleotidos, conocidos como receptores P2 en dos fami-
lias P2X y P2Y (Burnstock & Kennedy, 1985). El modelo claro de presen-
cia de receptores P2X lo proporcionaba la vasoconstriccion y contraccion
del musculo liso visceral, utilizando un agonista escasamente hidrolizable,
el o,B-meATP, el modelo claro de P2Y, era el de vasodilatacion y relaja-
cion del musculo liso del estomago, utilizando el agonista 2-metiltioATP
(2-MeATP).

Otros subtipos de receptores fueron propuestos de modo casi inmedia-
to, como el P2T, receptor especifico para el ADP presente en plaquetas y
trombocitos, actualmente conocido como P2Y,, (Gordon, 1986). Otro re-
ceptor propuesto fue el P2Z, presente en macréfagos, linfocitos y mastoci-
tos, cuyo agonista principal era el ATP, en ausencia de magnesio. Actual-
mente a este receptor se le conoce con el nombre de P2X, y ha sido el
ultimo de la familia de los P2X en ser clonado. El receptor P2U se propuso
como especifico para los nucledtidos de uridina, hoy dia se encuentran
englobados en la familia P2Y y hay varios subtipos (P2Y,, P2Y, y P2Y)
(O’Connor et al., 1991). Un receptor propuesto y de especial relevancia
para nuestro grupo ha sido el P2D, pues sus agonistas especificos eran los
dinucleotidos descubiertos por nuestro grupo (Pintor & Miras-Portugal,
1995). Actualmente y gracias al trabajo de nuestro grupo sabemos que estos
compuestos actian sobre los receptores denominados P2X, y P2X,, que son
ionotropicos y otros miembros de la familia P2Y.

Actualmente los receptores especificos de nucleodtidos, o receptores P2,
se dividen en dos familias en funcion de su estructura molecular y de
los mecanismos de transduccion de la sefal acoplados a su activacion: los
receptores P2X, que son canales i6nicos activados por ligando, y los recep-
tores P2Y, que son receptores metabotropicos acoplados a proteinas G (Ab-
bracchio & Burnstock, 1994). Hasta la fecha, en mamiferos se han clonado
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y caracterizado farmacoldgicamente siete subunidades diferentes que cons-
tituyen los receptores P2X (P2X-P2X.) y ocho subunidades P2Y (P2Y, , ,
6. 11. 12, 13, 14) (Burnstock, 2007). La nomenclatura empleada en este discurso
tiene en cuenta las ultimas directrices del Comité de Nomenclatura de la
Unién Internacional de Farmacologia (IUPHAR) (Collingridge ef al., 2009).

La identificacion y caracterizacion farmacoldgica de los receptores P2
no es tarea sencilla. La falta de disponibilidad de agonistas y antagonistas
especificos y potentes para diferenciar bien los distintos subtipos hace que
se produzca solapamiento de las respuestas obtenidas en sistemas que co-
expresan varios subtipos de receptores. Ademas, las ectonucleotidasas pre-
sentes pueden degradar o transformar los compuestos utilizados. Por lo
tanto, aunque haya sido posible encontrar en los tejidos nativos receptores
analogos a algunos de los receptores P2 clonados (coincidiendo en la dis-
tribucion, mecanismos de sefalizacion y farmacologia), en la mayoria de
los casos no se ha podido establecer una correspondencia inequivoca. Por
este motivo se tiende a calificar a los receptores endogenos con el sufijo
anglosajon «-like» («P2X -like», «P2Y ,-like», etc.) hasta que se apliquen
criterios posteriores que corroboren su identificacion.

7.1. Receptores P2Y y su descubrimiento, relevancia de las técnicas
de biologia molecular

Los receptores P2Y son receptores metabotropicos acoplados a protei-
nas G pertenecientes a la familia de los receptores de rodopsina clase A. En
general responden a nucledtidos de purinas y pirimidinas. Poseen siete
segmentos transmembrana hidrofébicos conectados por tres lazos extrace-
lulares y tres intracelulares, el extremo N-terminal se orienta hacia el es-
pacio extracelular, mientras que el extremo C-terminal posee una orienta-
cion intracelular.

La familia P2Y consta de ocho subtipos clonados y caracterizados en
tejidos humanos o de mamiferos: P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Y, P2Y,,, P2Y,,,
P2Y,, y P2Y,, (Abbracchio et al., 2006; Burnstock, 2007).

El primer receptor identificado mediante técnicas de biologia molecular
fue el P2Y, y lo clond de cerebro de pollo en su fase embrionaria, el grupo
del profesor Eric Barnard de la Universidad de Cambridge, Reino Unido.
Utilizo para ello una libreria de ¢cDNA que analiz6 mediante ensayos de
hibridacién en condiciones de baja calidad de reconocimiento con el recep-
tor beta-adrenérgico, se aislaron multiples candidatos y finalmente se iden-
tifico uno de los RNAm. La proteina codificada contiene 362 aminoacidos
(41 kDa) y mostraba escasa homologia de secuencia con cualquier otro
receptor acoplado a proteinas G conocido hasta aquel momento, con un
maximo de 27% de homologia (Webb et al., 1993). La expresion del RNA
complementario en ovocitos de Xenopus, mostrd claramente respuestas al
nucledtido ATP. Como ironia del destino, sefalar que el ATP es un ago-
nista parcial y que el verdadero agonista del receptor P2Y, es el ADP, que
induce la respuesta maxima.
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El segundo receptor clonado fue el P2Y,, al que inicialmente se deno-
mino P2U, ya que respondia tanto a nucledtidos de adenina como a nu-
cledtidos de uridina, como el UTP. Lo clon6 el grupo de David Julius de
una libreria de cDNA de raton, demostrando que estaba presente en muchos
tejidos, tanto neurales como no neurales y sobre todo en los endotelios
vasculares. El receptor clonado, una vez expresado en ovocitos de Xenopus,
era activado de modo equivalente por ATP y por UTP, induciendo la
movilizacion intracelular de calcio de los reservorios intracelulares y sus
propiedades coincidian con el receptor denominado P2U. A partir de ese
momento el receptor se denomina P2Y, (Lustig et al., 1993).

7.2. Aspectos singulares del receptor P2Y,, plaquetario
y la farmacologia antitrombdtica

Cada uno de los receptores clonados, ademas del P2Y, y del P2Y,,
tiene su propia historia, por ello solo haré mencion de uno mas, el receptor
P2Y,,, ya que durante mucho tiempo fue un enigma. Coinciden en la iden-
tificacion molecular del P2Y,, el descubrimiento de la primera enfermedad
hereditaria asociada a un receptor P2Y, y la asignacion de la diana farma-
coldgica a un farmaco utilizado durante muchos afios contra el ictus cere-
bral y las etapas postinfarto como antiagregante plaquetario, me refiero al
clopidogrel (Plavix).

La identificacion del receptor plaquetario de ADP, como diana de los
nuevos farmacos antitromboticos abrié una nueva era en farmacologia (Ho-
llopeter et al., 2001). El laboratorio donde se realizaron los estudios es el de
David Julius en el Departamento de Farmacologia Molecular y Celular de la
Universidad de California en San Francisco. Hacer mencion que David Ju-
lius, junto con Linda Watkins y Baruch Minke, recibié el Premio Principe
de Asturias de la Ciencia por sus investigaciones sobre el dolor en 2010.

El modelo de investigacién donde se identifico el receptor P2Y ,, fue-
ron las plaquetas humanas que juegan un papel esencial en el mantenimien-
to de la homeostasis sanguinea y en donde anomalias en su actuacion
pueden llevar a la formacion de trombos con oclusion vascular. EI ADP
liberado de los tejidos dafiados y de los globulos rojos induce la agregacion
plaquetaria mediante la activacion de la integrina GPIIb-Illa y la subse-
cuente unién al fibrinogeno. Las plaquetas una vez activadas también se-
cretan ADP de sus granulos densos originando un sistema de retroalimen-
tacion (feed-back) que potencia la accion de otros activadores plaquetarios.
El ADP interviene en la agregacion plaquetaria mediante dos subtipos de
receptores acoplados a proteinas G. El P2Y, que est4 acoplado a la protei-
na Gq y moviliza el calcio intracelular necesario para cambiar la forma de
las plaquetas e inducir agregacion. El segundo receptor de ADP necesario
para la agregacion es el P2Y , y estd acoplado a la proteina Gi que media
en la inhibicion de la adenilato ciclasa y permite la reorganizacion del
citoesqueleto de actina, reduciendo los niveles de AMPc. Este receptor
resulto ser la diana para los farmacos antitrombdtico, tales como la ticlo-
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pidina y el clopidogrel. Al clonar este receptor y conocer su secuencia se
pudo comparar con la de algunos pacientes con anomalias en la coagula-
cion sanguinea y se observo por vez primera que algunas de las coagulo-
patias hereditarias se debian a las alteraciones en la secuencia del gen del
P2Y,, (Hollopeter et al., 2001).

La caracterizacion molecular del P2Y, ha permitido el desarrollo de
mejores farmacos antiagregantes plaquetarios para tratar las enfermedades
cardiovasculares. Es de destacar que el clopidogrel es un profirmaco que
al ser administrado necesita ser metabolizado en higado para producir el
metabolito activo. Por lo tanto la respuesta al clopidogrel depende de la
presencia del citocromo P450, en los microsomas hepaticos en este caso del
CYP2C19, que presenta multiples alelos con mayor o menor actividad
metabolizadora. El metabolito generado se une irreversiblemente al recep-
tor plaquetario bloqueando el receptor P2Y , durante toda la vida de la
plaqueta. Los efectos secundarios del clopidogrel movilizaron a los inves-
tigadores de las principales industrias farmacéuticas para buscar un inhibi-
dor reversible y eficaz, con buena disponibilidad por via oral. El resultado
fue la sintesis del Ticagrelor, el primer compuesto que se une reversible-
mente al P2Y,, y que se administra por via oral (Husted & van Giezen;
2009; Michelson, 2009; Cattaneo, 2011).

Ahora que conocemos las secuencias de los miembros de la familia P2Y,
podemos establecer los dendrogramas con las analogias de secuencia y com-
parar sus propiedades. Curiosamente estas analogias de secuencia se refle-
jan en las propiedades de afinidad por sus agonistas naturales. Farmacoldgi-
camente, los receptores P2Y se pueden clasificar atendiendo a la afinidad
que muestran frente a los nucledtidos de adenina y uridina. Aunque estas
respuestas varian en potencia dependiendo de las especies, los receptores
P2Y pueden dividirse en tres grupos. El primero esta formado por los recep-
tores P2Y,, P2Y,,, P2Y, y P2Y,;, que son activados Gnicamente por nucleo-
tidos de adenina (ATP/ADP). Otro grupo lo forman receptores activados
tanto por nucledtidos de adenina como de uracilo (receptores P2Y, y P2Y),),
y por ultimo el P2Y, que es especifico para pirimidinas. Un caso especial
es el del P2Y,,, activado por UDP-glucosa y por otros UDP-azticares (von
Kugelgen, 2006; Abbracchio et al., 2006; Burnstock, 2007).

7.3. Principales cascadas de sefalizacion de los receptores P2Y

Los receptores P2Y activan diversos mecanismos de sefializacion intra-
celular. Por un lado, los receptores P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Y,, estan
acoplados principalmente a la fosfolipasa C (PLC), a través de una proteina
G,_,, insensible a toxina pertisica. Como resultado del acoplamiento a la
PLC/IP,, los receptores P2Y producen incrementos en la concentracion
intracelular de Ca*" mediante la salida de calcio de reservorios intracelula-
res, y activan la proteina quinasa C (PKC) en las células que los expresan,
activando asi numerosas cascadas de sefializacion secundarias, como la
cascada de las MAP quinasas en astrocitos. Una cascada de sefializacion
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Ficura 3. Receptor P2Y, y sus agonistas y antagonistas: A. receptor P2Y,
en la membrana de la plaqueta sin ligando unido. B. Unién del ADP al receptor P2Y,,
y cambio conformacional para unirse a las proteinas G de la cara interna de la
membrana plasmatica. C. El metabolito activo del clopidogrel se une irreversiblemente
al receptor P2Y ,, impidiendo la uniéon del ADP. D. EIl ticagrelor es un inhibidor
del receptor P2Y , reversible y que no interfiere con la unién del ADP, pero impide
el cambio conformacional que le permite unirse a la proteina Gi y por lo tanto
su efecto fisioldgico. Modificado de (Husted & van Giezen, 2009).

totalmente nueva y relacionada con plasticidad y posible clave de la astro-
gliosis reactiva es la ruta descubierta en nuestro laboratorio por las Docto-
ras Esmerilda Garcia Delicado y Luz Maria Gutiérrez Carrasquero, estando
incluida en la Tesis Doctoral de esta ultima. La sefializacion es la de ac-
tivacion de la Protein Kinasa D, PKD, y su efecto en la fusiéon de membra-
nas subcelulares implicadas en la dinamica del interior celular (Carrasquero
et al., 2010).
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Los receptores P2Y clonados recientemente, P2Y,,, P2Y,, y P2Y,,
parecen estar relacionados mayoritariamente con la disminucion de los
niveles de AMPc por su acoplamiento a una proteina sensible a la toxina
pertusica Gi/o, aunque el P2Y,; y el P2Y,, pueden, de modo adicional,
producir incrementos de calcio (Abbracchio et al., 2006). Nuestro grupo
identifico en el modelo de astrocitos de cerebelo en cultivo la sefializacion
del receptor P2Y,; acoplada a movilizacion de calcio del reticulo (Carras-
quero et al., 2005). En estos ultimos afios en nuestro laboratorio hemos
hecho un gran esfuerzo por identificar en cultivos neurales las vias de
seflalizacion que pueden influenciar la supervivencia. Entre los datos mas
relevantes destaca la inhibicion de la glucdgeno sintasa quinasa (GSK)-3
dependiente de AKT, y la translocacion nuclear de su sustrato, B-catenina,
en neuronas granulares de cerebelo de rata, fendmeno que parece estar
mediado por el receptor P2Y ; (Ortega et al., 2008). En este mismo modelo
hemos constatado que los receptores P2Y dialogan con los P2X y con otros
sistemas de sefializacion, como son los receptores tirosin quinasa, TRK, de
factores de crecimiento. Este aspecto es de gran relevancia en situaciones
en las cuales los niveles de factores troficos estdn disminuidos, como el
envejecimiento, enfermedades neurodegenerativas, etc., pudiendo ser par-
cialmente paliados por incrementos en los niveles extracelulares de nucled-
tidos (Ortega et al., 2009, 2010, 2011).

Ademas de todas estas vias de sefializacion, en el sistema nervioso los
receptores P2Y estan igualmente acoplados a la modulacion de canales
idnicos, como canales dependientes de voltaje de Ca*" o K, los receptores
NMDA de glutamato, los propios receptores P2X y los receptores de va-
nilloides (Lechner & Boehm, 2004; Abbracchio et al., 2006). Estas vias de
sefializacion en el SNC de mamiferos son importantes para la regulacion de
la plasticidad sindptica, la modulacién de la liberacidon de neurotransmiso-
res y los procesos de neurodegeneracion y neuroregeneracion.

En el cerebro humano se expresan abundantes niveles de ARNm de los
receptores P2Y, y P2Y,, en comparacion con otros tejidos. El P2Y, se
expresa principalmente en corteza, cerebelo, hipocampo y ganglios basa-
les. Por el contrario, inicamente son detectables niveles bajos o0 moderados
del mensajero de los receptores P2Y,, P2Y, y P2Y, en cerebro humano
(Moore et al., 2001). El receptor P2Y,, se localiza preferentemente en
células gliales (Hollopeter ef al, 2001) al igual que el P2Y,,, descrito
en lineas de astrocitos y microglia (Fumagalli et al., 2003). Por ultimo se
ha descrito la presencia del receptor P2Y,, en cerebelo, hipocampo, ti-
lamo, sustancia nigra o ntcleo caudado (Communi et al., 2001; Marteau et
al., 2003).

Los niveles de los receptores P2Y pueden variar segtn el estado fisio-
patolégico del modelo de estudio, generalmente en estas situaciones se
modifican muchos parametros y familias de receptores, y por ello haremos
un apartado dedicado a estos modelos en los que intentamos reproducir una
anomalia o enfermedad especifica.
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8. RECEPTORES IONOTROPICOS DE NUCLEOTIDOS, FAMILIA
P2X: IMPORTANCIA DE LA BIOLOGIA MOLECULAR Y LA
ELECCION DE LOS MODELOS DE ESTUDIO

Los receptores P2X son canales ionicos operados por ligando, inserta-
dos en la membrana plasmatica cuyo agonista fisioldégico es fundamental-
mente el nucledtido ATP. La apertura del canal permite el paso selectivo
de los cationes de tamafio pequefio, Na' K' y Ca®’. Hasta la fecha se han
identificado siete subunidades P2X diferentes, secuencialmente referidas
como P2X1 al P2X7. El nimero de subunidades que se unen para formar
el canal activo es de tres y el grupo de investigacion aleman liderado por
Gunter Schmalzing fue quien en un principio lo definié claramente para el
receptor P2X1 y P2X3 (Nicke et al., 1998). La primera subunidad identi-
ficada fue la P2X1 y fue publicada en la revista Nature en 1994, por el
grupo de Gary Buell en el Instituto de Biologia Molecular que la compaiiia
farmacéutica de Glaxo tenia en Ginebra, Suiza (Valera er al, 1994). El
titulo de la publicacién indicaba que se trataba de una nueva clase de
receptores ionotrdpicos operados por ligando que respondian a ATP. El
modelo de estudio del cual se aisld y purificé el DNA codificando por el
P2X1, era el del conducto deferente de rata, canal que conduce los esper-
matozoides desde el testiculo a la salida en la eyaculacion. Este modelo
habia sido propuesto por Geoffrey Burnstock, quien habia establecido cla-
ramente una respuesta ionotropica para los nucledtidos en la funcion del
conducto deferente. EIl cDNA del potencial receptor P2X1 al ser expresado
en ovocitos de xenopus se activaba por ATP, permitiendo la apertura de un
canal selectivo para cationes y con alta permeabilidad para el calcio. Otra
caracteristica era su rapidisima desensibilizacion. Igualmente en este ar-
ticulo se predecia la estructura en base a la secuencia de aminoacidos como
una proteina con dos dominios transmembrana y los extremos amino y
carboxilo en el interior citosdlico. Lo que significaba algo totalmente nuevo
y posiblemente muy primitivo desde el punto de vista evolutivo dada su
sencillez.

El segundo receptor clonado fue el P2X2, y lo realiz6 el grupo de
David Julius en el departamento de Farmacologia de la Universidad de
California. Segun los conocedores del tema, este debia de haber sido el
primero, y las maniobras de otros grupos poderosos retrasaron su publica-
cion en la revista Nature, aunque aparece en el mismo volumen y afio que
el P2X1 (Brake et al., 1994). El modelo del cual se aisld el P2X2 es el de
la médula adrenal y de otros tejidos neuroendocrinos. Este receptor mos-
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traba, por prediccion de secuencia una estructura similar al P2X1, pero
también con el canal epitelial de Na’, y los canales sensores de acido todos
ellos aparentemente muy primitivos. Al ser activado por ATP, la desensi-
bilizacion del receptor era moderadamente rapida.

Posteriormente se identificaron mediante analogia de secuencia otros
receptores P2X, de algunos daremos detalles por aspectos concretos rele-
vantes. Conocemos hoy dia la localizacion cromosomal de estos receptores.
Tanto la subunidad P2X4 como la P2X7 se localizan en el mismo cromo-
soma (brazo largo del cromosoma 12 humano), al igual que les ocurre a las
subunidades P2X1 y P2X5 (brazo corto del cromosoma 13). Sin embargo
el resto de subunidades se localizan en cromosomas diferentes. El descu-
brimiento de nuevas isoformas de estas subunidades ha aumentado la diver-
sidad de esta familia de receptores. Cabe destacar, por ejemplo, las isofor-
mas identificadas como consecuencia del procesamiento diferencial en
cerebelo de rata, coclea y pituitaria, del receptor P2X2. Aunque la mayoria
de las variantes no son capaces de formar canales activos por si mismos,
su expresion en los tejidos pone de manifiesto la posibilidad de que la
heterogeneidad de los receptores P2X in vivo sea mayor de la esperada.

8.1. Caracteristicas estructurales y oligomerizacion de los
receptores P2X

Los receptores P2X constituyen una familia estructuralmente bien dife-
renciada dentro del grupo de canales ionicos activados por ligando (Khakh
& North, 2006). El tamafo de las subunidades P2X varia entre los 379
aminoacidos del receptor P2X6, que es el mas pequefio, y los 595 ami-
noacidos del P2X7, que es el de mayor tamafio. Poseen dos regiones trans-
membrana (TM1 y TM2) y los extremos N- y C- terminal citosolicos, con
motivos de unidn a proteinas quinasas. Mientras que el extremo N-terminal
tiene un tamafio uniformemente corto (24-31 aa) en todas las subunidades,
el extremo C-terminal es muy variable en secuencia y tamafio: muy corto
en los receptores P2X1, P2X3, P2X4 y P2X6, intermedio en los P2X2 y
P2X5 e inusualmente grande en la subunidad P2X7, con mas de 200 aa y
un dominio hidrofébico extra. Este hecho sugiere que el extremo carboxilo-
terminal podria conferir propiedades especificas a cada receptor.

Por otro lado, entre el 50 y el 70% de la estructura de estas subunidades
lo forma un bucle extracelular situado entre los dos segmentos transmem-
brana. Este dominio posee alrededor de 280 aminoacidos, 93 de los cuales
se encuentran altamente conservados en, al menos, seis de las siete sub-
unidades P2X (Vial et al., 2004).
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Ficura 4. Estructura general de las subunidades de los receptores P2X deducidas
por la hidrofobicidad de la secuencia (modificado de Vial et al., 2004).

8.2. Estructura cuaternaria de los receptores P2X

El conocimiento de la estructura cuaternaria del canal, la interaccion de
las subunidades para formar el canal activo y su apertura por el ligando, era
un objetivo largo tiempo deseado, pero que se hizo esperar hasta que en el
afio 2009 el grupo de Eric Gouaux consigui6 cristalizar el receptor P2X4,
en su forma mas corta (Kawate ef al., 2009). El éxito de este grupo se debid
a que tenian una dilatada experiencia en el estudio de estructuras de otros
canales, principalmente en los canales sensores de acido, cASIC1, que son
canales activados por protones y selectivos para el ion sodio, estdn com-
puestos por tres subunidades y forman parte de la superfamila de los cana-
les epiteliales de sodio, canales mecanosensibles y los canales FMRF ope-
rados por péptidos. Estos canales se expresan de modo ubicuo en las células
eucariotas y juegan un papel esencial en multiples actividades bioldgicas,
como la homeostasis del sodio, la percepcion de los sabores y el dolor
(Gonzales et al., 2009).

El descubrimiento de su estructura trimérica, y los vestibulos de entra-
da y salida de cationes a una parte y otra de la membrana se corresponde
también con una cierta analogia con la estructura cuaternaria y poro de los
canales de los receptores P2X, sugiriendo mecanismos similares de funcio-
namiento. Curiosamente la subunidad P2X4 expresada para obtener la pro-
teina correspondiente procedia del receptor clonado del modelo del pez
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cebra por Miguel Diaz Hernandez, profesor de la facultad de Veterinaria de
la UCM, durante su estancia en San Luis, USA, con el grupo del doctor
Mark Voight (Diaz-Hernéndez et al., 2002).

Como se muestra en la Figura 5, cada subunidad presenta una estruc-
tura en forma de delfin con las hélices transmembrana y la region extrace-
lular semejantes a la cola y el cuerpo, respectivamente (Kawate et al.,
2009). La arquitectura central del cuerpo extracelular estd caracterizada por
dos dominios de B-lamina que otorgan rigidez y resistencia a cambios
conformacionales. El dominio de la cabeza se define por tres B-liminas
antiparalelas y una o-hélice. En esta region extracelular se encuentran tam-
bién altamente conservados diez residuos de cisteina que forman series de
puentes disulfuro y asi contribuyen a la estabilizacién de la estructura ter-
ciaria, asi como numerosos sitios de glicosilacion, necesarios para la inser-
cion de las proteinas en la membrana plasmatica y para la regulacion de la
potencia del ligando.

Ficura 5. Modelo estructural de las subunidades P2X humanas. Los colores en la
estructura de la subunidad P2X representan las diferentes partes del delfin: en verde la
cola, en azul el cuerpo, la cabeza en rosa, la aleta dorsal en naranja y las aletas
laterales en rojo y amarillo. Adaptado de Kawate y cols., 2009.

Los dos segmentos transmembrana (TM) que presentan las subunidades
P2X no son capaces, por si mismos, de formar un poro i6nico, motivo por
el que las distintas subunidades se asocian como homo- o heterotrimeros
para formar un canal funcional (Nicke et al., 1998) El trimero posee un
dominio extracelular muy extenso que sobresale aproximadamente 70 A
sobre el plano de la membrana, y una regién transmembrana de 28 A
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(Figura 6). El canal esta formado por seis hélices TM, dos por cada sub-
unidad que lo compone. Los segmentos TM1 forman miultiples interaccio-
nes con las hélices TM2 de la misma subunidad, pero también con los TM1
y TM2 de las otras subunidades. Asi, las hélices TM1 presentan la mayoria
de contactos con la bicapa lipidica, mientras que las TM2 cubren el poro
ionico (Gonzales ef al., 2009). La entrada y salida del canal estdn forma-
das principalmente por residuos hidrofobicos e incluyen aproximadamente
dos vueltas de las a-hélices de los TM2. En la region extracelular, las
B-laminas centrales interaccionan con las subunidades adyacentes, mientras
que no se producen contactos entre ellas en la base de dicha region. Esta
conformacion podria permitir a las hélices TM el movimiento hacia
una conformacion abierta ante la interaccion de la regidon extracelular con
el ligando (Kawate et al., 2009).

En este sentido, Gouaux y su grupo proponen que el sitio de union del
ATP a los receptores P2X se localiza en las ranuras que quedan entre las
distintas subunidades (Kawate et al,, 2009). Estas ranuras estan formadas
por residuos conservados que se han descrito implicados en la apertura del
canal dependiente de ATP (Roberts et al., 20006).

Los receptores homoméricos estan compuestos por subunidades idénti-
cas, aunque la interaccidén entre las subunidades P2X5 y P2X6 presenta
mayor dificultad. Ademas de estos homo-oligdmeros, las distintas subuni-
dades P2X pueden interaccionar entre si formando hetero-oligomeros, aun-
que este ensamblaje no se produce aleatoriamente entre cualquier subuni-
dad P2X. Hasta la fecha se han descrito varios receptores heteroméricos:
P2X1/P2X2, P2X1/P2X4, P2X1/P2X5, P2X2/P2X3, P2X2/P2X6 y P2X4/
P2X6 (Roberts et al., 2006; Abbracchio et al., 2009). La heteromerizacion
de la subunidad P2X7 aun no estd claramente establecida ni descartada.
Durante mucho tiempo se pens6é que Unicamente formaba homo-oligome-
ros, sin embargo, en el aflo 2007 se propuso su intervencion en heterdémeros
funcionales con la subunidad P2X4 (Guo et al., 2007). Por el contrario,
estudios posteriores indican que estos trimeros no son estables o no repre-
sentan un porcentaje significativo en los modelos estudiados.

Los receptores P2X no estan insertados en la membrana celular de
forma aleatoria, y suelen estar agrupados o localizados en diferentes partes
de la célula de modo preciso y especifico en funciéon del desarrollo. A
modo de ejemplo, respuestas inducidas por el receptor P2X2 se registraron
de las terminales pre-sinapticas de las interneuronas hipocampales, pero no
en el soma neuronal (Khakh et al., 2001; Khakh & North, 2006). Dado que
la membrana celular no es homogénea, los receptores pueden agruparse
junto a las proteinas de membrana en microdominios. Un posible mecanis-
mo para mantener las proteinas y moléculas de sefializacion juntas puede
ser su inclusidon en balsas lipidicas («lipid rafts»), como sucede para los
receptores P2X1, P2X3 y P2X7 (Vacca et al., 2004; 2009). Sin embargo,
otros receptores, como los P2X2, P2X4, no parecen estar asociados a lipid
rafts, al menos en el modelo de las neuronas granulares del cerebelo en
cultivo (Vacca et al., 2004).
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FiGura 6. Modelo estructural de los receptores P2X triméricos.
Cada subunidad se representa en un color diferente. A. Vista en paralelo
a la membrana. B. Vista perpendicular a la membrana desde el espacio extracelular.
Adaptado Kawate y cols., 2009.

8.3. Caracteristicas funcionales y regulacion de los receptores P2X

Las propiedades funcionales y farmacoldgicas de los receptores P2X
dependen de las subunidades que componen el canal. Los diferentes recep-
tores P2X pueden ser clasificados en funcion de su perfil de respuesta, su
afinidad por agonistas y antagonistas y su sensibilidad ante la regulacion
por calcio, magnesio, protones o zinc. En los receptores heteroméricos las
caracteristicas pueden venir determinadas por una de las subunidades que
lo forman, o ser una combinacion de las caracteristicas de las distintas
subunidades integrantes del receptor. Sin embargo, es muy usual que en el
mismo tejido o tipo celular se coexpresen diversas subunidades complican-
do el estudio de las mismas.

La activacion de los receptores P2X produce la entrada rapida (mili-
segundos) y no selectiva de cationes Ca’’, Na" o K'. La permeabili-
dad relativa para cada uno de estos iones varia en funcién de la subunidad
P2X implicada, aunque también puede modificarse dependiendo de su
regulacion. Los receptores P2X1 y P2X3 son los que mas rapido pierden
la respuesta en presencia continuada del agonista (desensibilizacién),
cayendo dicha respuesta en un 90% en 1-2 segundos. Las respuestas de los
otros receptores P2X son mucho mas sostenidas, situandose en el extremo
contrario el receptor P2X7, cuya respuesta se mantiene durante minutos
(North, 2002). En algunos casos la desensibilizacion sucede como conse-
cuencia de la constitucion de una forma cerrada del receptor unido al ago-
nista, requiriéndose varios minutos de lavado para recobrar la funcionali-
dad completa (Rettinger and Schmalzing, 2003; 2004). Esta recuperacion
puede regularse por muchos factores, incluyendo el agonista empleado, el
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calcio o la posibilidad de modificaciones por cascadas de sefializacion
(Diaz-Hernéndez et al., 2004).

Los estudios de la apertura y cierre del canal y la conductividad de io-
nes en estos receptores indican que la regulacion de estos dos componentes
esta mediada por la interaccidon de varias regiones de los mismos. Es muy
posible que se produzcan cambios conformacionales en el dominio extrace-
lular de los receptores P2X, semejantes a los vistos en otros receptores ante
la unidén de su ligando. Estos cambios coordinarian la unién de alta afinidad
de los grupos adenina y trifosfato del ATP a estos receptores, lo que expli-
caria la selectividad de los P2X por determinados ligandos. En la region
extracelular de varios receptores P2X, existen residuos conservados de pro-
lina y glicina que podrian dotar de flexibilidad y estar implicados en cam-
bios conformacionales ante la union del agonista (Nakazawa et al., 2002).
Por otro lado, varios estudios con receptores P2X quiméricos demuestran
como la interaccion entre los dos segmentos transmembrana de los recepto-
res modula la apertura y cierre de los canales (Haines et al., 2001).

El dominio intracelular también colabora en la regulacion de la apertura
del canal y la permeabilidad iénica. A modo de ejemplo, las mutaciones
que eliminan la secuencia de unién a PKC, presente en la zona N-terminal
del receptor y que se encuentra constitutivamente fosforilada, pueden au-
mentar la velocidad de desensibilizacion de ciertas isoformas. Esto pone de
manifiesto que el extremo N-terminal participa directamente en la regula-
cion de la conductividad idnica a través de estos canales (Ennion et al.,
2002). En cuanto al extremo C-terminal, conserva en todas las isoformas un
motivo YxxxxK, cercano al TM2, que esta asociado al correcto transporte
del receptor a la membrana y a la estabilizacion de su expresion en la
superficie celular (Chaumont ef al., 2004).

Los receptores P2X estan modulados alostéricamente por protones
extracelulares, cationes divalentes y varios metales, como el Cu*" y el Zn*"
(North, 2002). Kawate del grupo de Eric Gouaux ha propuesto reciente-
mente la presencia de cuatro sitios de uniéon de cationes di- y trivalentes,
uno en el centro de la region extracelular, los otros tres en la periferia del
receptor (un sitio por cada subunidad), y una regulacion negativa del recep-
tor por parte de estos iones (Kawate et al., 2009).

A su vez, los receptores P2X pueden modularse a través de diversas
acciones sobre su dominio intracelular. Las fosforilaciones en serina, treoni-
na o tirosina en determinadas zonas de este dominio regulan de forma
importante la actividad de los receptores. Por ejemplo, en la zona de tran-
sicion entre el dominio TM2 y el C-terminal del receptor P2X7 se localiza
una tirosina (Tyr343), cuya defosforilacion tras la activacion del canal
reduce la duracion de la respuesta (Becker et al., 2008).

La actividad de los receptores P2X también puede verse regulada por
gran variedad de componentes, como receptores acoplados a proteinas G,
de serotonina, purinérgicos metabotropicos P2Y y otros muchos (Vial et
al., 2004). En las terminales presinapticas de cerebro medio de rata nuestro
grupo ha demostrado que los receptores acoplados a proteinas Gi, como los
GABA,; y los de adenosina A1 potenciaban la respuesta ionotrdpica gene-
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radas por los receptores P2X (Gomez-Villafuertes ef al., 2003). Un aspecto
relevante es la regulacion de los receptores P2X por los receptores colinér-
gicos nicotinicos mediada por fosforilacion mediante la activacion de la
proteina CaMKII (Diaz-Herndndez et al., 2004 y 2006).

La principal consecuencia de la activacion de los receptores P2X es un
incremento transitorio en la concentracidon intracelular de calcio libre, que
despolariza la membrana. Esto induce la apertura de canales de calcio
dependientes de voltaje, lo que se suma a la entrada de calcio a través del
propio canal P2X. El incremento del calcio citosélico dispara posteriormen-
te una serie de eventos intracelulares como activacion o inhibicidon de pro-
teinas quinasas, entre las que se encuentran la calcio-calmodulina quina-
sa Il (CaMKII), proteina quinasa C (PKC), la glucdgeno sintasa quinasa 3
(GSK-3) y un largo etc. (Diaz-Hernandez et al., 2004; 2006; 2008; Leon et
al., 2006; Gomez-Villafuertes et al,, 2009 Ortega et al., 2009).

Un aspecto del que es necesario dejar constancia es que los mejores
agonistas fisiologicos que los receptores P2X1 y P2X3 son los diadenosina
polifosfatos, concretamente el ApSA. Las terminales nerviosas responden a
ApS5A, con una robusta respuesta ionotrdpica, que no es mimetizada por el
ATP, dejando un resquicio para la existencia de otros receptores o subuni-
dades P2X todavia no clonadas (Diaz-Hernandez et al., 2001).

8.4. Aspectos fisiologicos de los receptores P2X deducidos
de los ratones genéticamente modificados

Las herramientas farmacologicas disponibles a la hora de discriminar
entre los diferentes receptores P2X son en muchos casos muy limitadas,
e incluso existen agonistas y antagonistas que, a las mismas concentra-
ciones, pueden actuar tanto sobre receptores P2X como P2Y. Los anima-
les genéticamente modificados han permitido conocer aspectos de la fun-
cion fisioldgica de los receptores P2X, que eran dificiles de abordar de
otro modo.

El primer raton genéticamente modificado, knock-out, KO, para los
receptores P2X lo fue para el P2X1. En enero del afio 2000, el grupo de
Richard Evans y Gary Buell, publicaron en Nature el modelo de raton
carente de P2X1 funcional, P2X1 -/-. La deleccion del gen reduce la capa-
cidad contractil del vaso deferente en el macho, la disfuncién en la eyacu-
lacién esta asociada a una infertilidad reducida en hasta un 90%. Aparen-
temente las hembras y los heterocigotos no presentan unas caracteristicas
de fenotipo aparentes. Proponian los autores que como los machos, son
potentes y copulan con normalidad, aunque infértiles, este receptor podria
ser una diana para el control tanto positivo como negativo de la fertilidad
en humanos (Mulryan et al., 2000).

Desde entonces se han realizado estudios en modelos animales para
comprender en profundidad los aspectos fisioldgicos de la carencia del
receptor P2X1. La presencia del P2X1 en las arteriolas renales y musculo
liso de otros muchos vasos, asi como en las uniones neuromusculares en
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la zona presindptica, se ven alteradas y nos hacen entrever el complejo
sistema y funciones todavia por descubrir para este receptor (Inscho et
al., 2003).

El raton deficiente en P2X3, knock-out, fue el siguiente en ser publi-
cado y fue antes de finalizar el mismo afio 2000, en octubre, por Debra
Cockayne y su grupo que por entonces trabajaba en la unidad de Neurobio-
logia en el centro de investigacion de Roche en Palo Alto California. El
raton presentaba alteraciones de la vejiga urinaria, con dilatacion, al tener
reducido el reflejo de vaciado y también era notoria la menor sensibilidad
al dolor (Cockayne et al., 2000). Estos resultados se correspondian con la
expresion de este receptor en las fibras sensitivas de pequefio didmetro y
en las que inervan el intestino y la vejiga. Los autores proponian que los
antagonistas de este receptor podrian tener un potencial terapéutico para el
tratamiento del dolor y de la incontinencia urinaria. Siendo este aspecto
relevante para las personas de mas edad.

Posteriormente se consiguieron animales dobles knock-outs, para el
receptor P2X2 y P2X3, y se confirmo su utilidad para comprender la im-
portancia del sistema purinérgico en la sensacion del dolor visceral y
mecanosensitivo (Burnstock, 2009). Los resultados obtenidos con modelos
genéticamente modificados han sido puestos en entredicho y no todos los
investigadores estan de acuerdo con los efectos fisioldgicos publicados
(Devries et al., 2010). Los animales genéticamente modificados para obte-
ner el KO del receptor P2X7 seran tratados en un apartado posterior.

En cuestion de modelos animales se ha iniciado una nueva era debido
a la gran empresa cientifica iniciada en los Institutos Nacionales de la
Salud, NIH, por Jeff Litchmann para marcar todos y cada uno de los genes
con un marcador fluorescente para conocer su expresion en la edad adulta
y durante el desarrollo. Estos modelos estan proporcionando herramientas
valiosisimas en el sistema purinérgico. Uno de estos modelos serd descrito
en el apartado dedicado al receptor P2X7.

8.5. El receptor P2X7: descubrimiento, los desconcertantes
knockout y complejidad de su procesamiento

La ultima subunidad de la familia P2X en ser identificada fue la P2X7.
El grupo de Gary Buell y Annmarie Surprenant la aislo y clond de los
macréfagos humanos, en los cuales la respuesta a ATP en ausencia de
magnesio producia un poro citolitico. El supuesto receptor que respondia a
ATP era denominado con anterioridad P2Z. El estudio de la secuencia del
receptor clonado demostré que tenia una estructura similar a los otros
miembros de la familia P2X, con dos hélices transmembranares y como
caracteristica diferencial la presencia de un largo extremo C terminal y una
baja afinidad por el ATP (Surprenant ez al., 1996). El descubrimiento fue
realizado en el Instituto de Biologia Molecular que la compafiia farmacéu-
tica Glaxo tiene en Ginebra, Suiza, de donde han salido un gran numero de
descubrimientos relacionados con el sistema purinérgico.
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El mismo grupo del doctor Gary Buell estudio posteriormente la orga-
nizacion gendmica del receptor P2X7 humano, demostrando por hibrida-
cion cromosomal in situ que se encontraba en el cromosoma 12 (12q24) y
que contenia 13 exones. Mediante la técnica de mapeo de radiacidon hibrido
se pudo determinar que estaba a una distancia de 130 kb del gen homologo
que codifica la subunidad P2X4 (Buell et al., 1998). Desde entonces se ha
acumulado mucha informacion y conocemos actualmente la existencia de
dos nuevos exones: en humano el exdn N3, localizado en la region intré-
nica entre el exon 2 y el 3 (Cheewatrakoolpong et al., 2005), y en raton el
exon 1°, localizado en la region intronica entre el exon 1y el exon 2 (Nicke
et al., 2009).

De especial relevancia ha sido el trabajo de Annette Nicke realizado en
el Departamento de Neuroquimica del Instituto Max Planck para la inves-
tigacion del Cerebro, localizado en Frankfurt, Alemania. Este trabajo surge
de una observacion previa de nuestro laboratorio de la Facultad de Vete-
rinaria de la UCM, en el cual el doctor Jesus Sanchez-Nogueiro y Patricia
Marin Garcia, estudiando los ratones genéticamente modificados y «su-
puestamente» knock-out para el gen P2X7, encontraron de modo sorpren-
dente que presentaban respuestas analogas a las de este receptor al que
denominaron «P2X7-like». Los estudios forman parte de la Tesis Doctoral
de Patricia Marin y fueron efectuados en cultivos de neuronas de cerebelo
midiendo la respuesta en calcio al agonista mas especifico del P2X7, el
benzoil-ATP, BZATP mediante video microscopia y microfluorimetria (San-
chez-Nogueiro et al., 2005).

Los animales genéticamente modificados, bloqueando el primer exon
del P2X7, resultaron fallidos, pues no contaban con el segundo exdén de
iniciacion. El modelo generado por la compaifiia farmacéutica Pfizer y
posteriormente de modo similar por Glaxo, originaron muchos problemas
y controversias, al exigir en muchas revistas cientificas de gran prestigio
validar resultados del P2X7 en un animal KO, que no lo era a todos los
efectos (Nicke ef al., 2009). Un estudio reciente del grupo de Murrel-
Lagnado, del Departamento de Farmacologia de la Universidad de Cam-
bridge, Reino Unido, ha ampliado y reevaluado los P2X7 knock-outs exis-
tentes y puestos también en el contexto de las variantes truncadas del
carboxilo terminal (Masin et al., 2012).

Hasta la fecha se han descrito diez variantes de procesamiento
(splicing) (P2X7b-P2X7k) (ver Figura 6), nueve en humanos (P2X7b-
P2X7j) y una en rata y raton (P2X7k), aunque so6lo cuatro de estas va-
riantes se han detectado a nivel proteico (P2X7b, P2X7h, P2X7j y P2X7k)
(Cheewatrakoolpong et al., 2005; Feng et al., 2006; Nicke et al., 2009),
y solo dos de ellas parecen ser funcionales (P2X7b y P2X7k) (Chee-
watrakoolpong et al., 2005; Nicke et al, 2009). La variante P2X7a es la
proteina completa.

Como se muestra en la Figura 7, el ARNm de la variante P2X7b con-
serva el intron localizado entre los exones 10 y 11, que introduce un nuevo
codon de stop. Esto genera una proteina mas pequefia que la P2X7a, que
ha perdido los tltimos 171 aminoacidos de la proteina completa, y presenta
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los 18 aminodacidos posteriores al TM2 alterados, ademas de una menor
sensibilidad a la activacion por BZATP (Cheewatrakoolpong et al., 2005).
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Ficura 7. Estructura del gen del receptor P2X7 y las variantes con procesamiento
alternativo. A. Estructura propuesta del gen P2X7. Los exones estan numerados
e indicados como cajas. Los intrones se representan como lineas horizontales entre
los exones. Bajo la estructura gendmica se muestra la estructura del ARN mensajero.
TM1 y TM2: segmentos transmembrana 1 y 2. B. Organizacion de los exones
en el ARNm de las variantes con procesamiento alternativo del gen del receptor P2X7
aislados hasta el momento. Los nuevos codones de inicio se representan como #
y los nuevos codones de stop como * (Cheewatrakoolpong et al., 2005; Feng et al.,
2006; Nicke et al., 2009).

El ARNm de la variante P2X7h incluye el exon N3, que crea un nuevo
codon de inicio. Este nuevo codén genera la traduccion de una proteina de
P2X7 de 70 KDa aproximadamente, que ha perdido el dominio TM1 y no
es funcional.

La variante P2X7j carece de exon 8, lo que genera la aparicion de un
nuevo coddn de terminacion en el exon 9 (Figura 7). Asi, la proteina pierde
el extremo C-terminal, el dominio TM2 y un tercio del bucle extracelular
proximo al TM2, generando un extremo C-terminal alterado, y una sub-
unidad P2X7 de 42 a 45 KDa. Esta variante es deficiente en la union al
ligando, pero es capaz de interaccionar con la variante P2X7a y bloquear
su actividad (Feng et al., 2006).

Por ultimo, el ARNm de la variante P2X7k incluye el exén 1’ que codi-
fica para 39 aminoacidos que sustituyen a los primeros 42 aminoacidos de
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la subunidad P2X7a. Esto genera un extremo N-terminal y un dominio TM1
alternativos que incrementan la sensibilidad del receptor por el agonista y el
tiempo necesario para la inactivacion del receptor (Nicke et al., 2009).

El grupo de Gorodeski, al cual pertenece el doctor Feng, en el Depar-
tamento de Farmacologia de la Universidad de Ciencias de la Salud en
Bethesda, Maryland en USA, realizdo importantes estudios sobre la forma
truncada del receptor P2X7j, de 258 aminodacidos, a la cual le falta un tercio
del loop extracelular, el segmento transmembrana 2 y toda la zona carboxi-
lo terminal. Esta proteina se expresa muy poco en las células normales,
pero es muy abundante en cierto tipo de tumores, como es el de cuello
uterino y otros tumores de células epiteliales. Su mayor expresion se ha
relacionado con un peor pronodstico de este tipo de tumores.
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FiGura 8. Variantes de P2X7 detectadas a nivel proteico: P2X7b, P2X7h, P2X7j y
P2X7k (Cheewatrakoolpong et al., 2005; Feng et al., 2006, Nicke et al., 2009).
Solamente dos de ellas parecen ser funcionales: P2X7b y P2XT7k.

La variante P2X7a es la proteina completa.

8.6. Variantes SNP del receptor P2X7

La presencia del receptor P2X7 en macréfagos y linfocitos estimuld el
estudio de este receptor en relacion con diversos tipos de leucemias. El
grupo del Profesor James Wiley en el Departamento de Medicina de la
Universidad de Sidney fue el primero en descubrir que el grupo de leuce-
mias linfociticas cronicas tiene una incidencia familiar tres veces mayor
que la esperada en la poblacion general y parecia 16gico suponer la exis-
tencia de algin factor de predisposicion hereditaria que pudiera alterar los
mecanismos de apoptosis del linfocito leucémico. Como el receptor P2X7
habia sido implicado en la apoptosis de los macréfagos, pensaron que quizas
este receptor estaba alterado y no inducia apoptosis en los linfocitos tipo B
de los pacientes con leucemia familiar crénica, permaneciendo el numero
de linfocitos aumentado al disminuir su recambio.

67



El estudio de los polimorfismos del receptor P2X7 en el DNA genémi-
co de los linfocitos periféricos de personas sanas y pacientes con leucemia
detectd mutaciones en el exén 13, que codifica el carboxilo terminal en al
menos un tercio de los pacientes. Los polimorfismos observados eran ge-
neralmente de un unico nucledtido —SNP— y resultaban en una mutacion
con pérdida de funcién de estos receptores. La mutacion mas frecuente
correspondia a la posicion 1513 del gen del receptor P2X7, el trabajo se
publico en la revista Lancet y recibié numerosos comentarios (Wiley et al.,
2002). Similares resultados fueron publicados por el grupo de Rosenquist
en el departamento de Oncologia de la Universidad de Uppsala, y publica-
dos en la misma prestigiosa revista cientifica y el mismo afio, incidiendo
en que el polimorfismo 1513 A/C es un indicador de mal prondstico en el
tratamiento de la leucemia linfocitica cronica (Thunberg et al., 2002).

Seria necesario esperar dos afios para que surgieran las primeras voces
discordantes, siendo publicados los primeros trabajos contradictorios, ya
que varios grupos de investigadores no encuentran correlacion alguna entre
el polimorfismo descrito 1513 A/C del receptor P2X7 y el desarrollo cli-
nico de la leucemia linfocitica cronica (Nuckel e al., 2004). Un afio mas
tarde el grupo del Profesor Di Virgilio, en la Universidad de Ferrara, Italia,
descubre en linfocitos de pacientes con leucemia un nuevo polimorfismo,
pero este con ganancia de funcion del receptor P2X7, que se corresponde
con un cambio de la base de la posicion 489 C/T que da lugar a una
Histidina 155 en vez de Tirosina en la proteina codificada (Cabrini et al.,
2005). Actualmente se han identificado un gran nimero de polimorfismos
de un solo nucledétido (SNPs) en el gen del receptor P2X7 humano, algunos
de los cuales estan recogidos en la figura (Figura 8). La mayoria de estos
SNPs confieren la pérdida de funcion de algunos eventos activados por el
receptor P2X7 aunque algunos, como ya hemos descrito, inducen ganancia
de funcién (Cabrini et al., 2005). Una interesante revision de la importancia
de los polimorfismos en el trafico intracelular del receptor P2X7 humano
y su mayor o menor presencia en la membrana plasmatica de diversas
células ha sido recientemente publicada por el grupo del Profesor Baldwin
de la Universidad de Leeds, Reino Unido (Bradley et al., 2011).

La presencia del receptor P2X7 en otras células, como es el caso de las
neurales, hizo plantearse la repercusion de los polimorfismos del gen en
diversas patologias neurales. Uno de los primeros trabajos fue la asociacion
del polimorfismo en los genes del cromosoma 12Q24.31, justo en la region
que codifica el P2X7, con la susceptibilidad a sufrir desérdenes afectivos
bipolares. El polimorfismo mas relevante cambiando una GIn460/Arg ocu-
rre en un aminoacido que esta conservado entre humanos y roedores y esta
localizado en el dominio C-terminal (Barden ef al., 2006). Otras publica-
ciones han tratado de relacionar los polimorfismos del P2X7 con los esta-
dos de ansiedad y depresion (Roger et al., 2010).

Otras variantes de un Gnico SNP han sido relacionadas con la posibi-
lidad de mayor susceptibilidad a sufrir la enfermedad inflamatoria intestinal
(enfermedad de Chron), artritis reumatoide, toxoplasmosis, etc..., siendo
necesario un estudio mas amplio para conocer los limites y la utilidad de
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FiGura 9. Localizacion de algunos polimorfismos de un solo nucleétido
no silenciosos en el receptor P2X7. Datos obtenidos de Stokes y cols., 2010,
y Roger y cols. 2010.

la informacion cientifica. Un aspecto totalmente novedoso relacionado con
los polimorfismos SNP, ha sido puesto de manifiesto en el Instituto de
Quimica Médica de la Universidad Semmelweis de Budapest en Hungria.
En el cual se ha tratado de analizar si existe una regulacidon post-transcrip-
cional mediada por los microRNAs (miRNAs) del P2X7. La cuestion es si
los SNPs descritos en los genes que pueden ser candidatos a genes relacio-
nados con la depresion y otros trastornos psiquiatricos tienen alguna posi-
bilidad de ser zonas de control por los miRNAs. Como el gen P2X7 ha sido
propuesto como gen relacionado con la depresion mayor y trastornos bipo-
lares por su asociacién con el polimorfismo (GIn460Arg), se ha puesto a
punto una nueva metodologia para analizar si existe un sitio polimorfico en
el receptor P2X7 que pueda ser la diana de un microRNA (Rahman ef al.,
2010). Es el primer trabajo tratando de relacionar el control de la expresion
del P2X7 mediante los miRNA, es posible que en un futuro aparezcan
nuevos datos relacionados con este nuevo mecanismo en los receptores
purinérgicos en general.

8.7. Caracteristicas farmacolégicas del receptor P2X7

La estimulacién del receptor con agonistas durante un breve periodo de
tiempo (<10 segundos) conduce a una apertura rapida y reversible del
canal, que permite el paso de iones Na*, K y Ca*". Como se ha mencionado
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anteriormente, los receptores P2X7 homoméricos son activados por eleva-
das concentraciones de ATP (EC,, 400 uM) y por BzATP, siendo este
ultimo significativamente mas potente (20 uM) que el ATP. El grupo de
Surprenant en la Universidad de Sheffield ha estudiado con detenimiento
los residuos que median en las respuestas tanto a ATP, como al BZATP
(Young et al., 2007). Las diferencias de afinidad entre especies son nota-
bles con respecto al P2X7 y la rata es unas diez veces mas sensible al ATP
y 100 veces mas sensible al BZATP que el raton. En estos estudios también
definieron claramente que la afinidad reside solamente en la secuencia de
aminoacidos del loop extracelular. Cambios de un unico aminoacido entre
especies pueden dar cuenta de cambios muy acusados en la eficacia de los
agonistas y antagonistas.

El BzATP fue usado durante mucho tiempo como un agonista especi-
fico del receptor P2X7. Sin embargo el BZATP no es un agonista selectivo
del receptor P2X7, puesto que también activa los receptores P2X1 y P2X3
y receptores de la familia metabotropica P2Y. En nuestro laboratorio he-
mos puesto de manifiesto que también es un agonista del receptor metabo-
tropico P2Y ; en astrocitos de cerebelo de rata (Carrasquero et al., 2009).

Es una caracteristica del receptor P2X7 la potenciacion de sus respues-
tas al reducir la concentracién de cationes divalentes, como el calcio o el
magnesio, en el medio extracelular. Otros cationes divalentes como el zinc
y el cobre también inhiben la respuesta en estos receptores (Virginio et al.,
1997; Liu et al., 2008). Estas observaciones indican que, bien es la forma
ATP* el ligando activo de esta subunidad, o bien los cationes divalentes
son capaces de inhibir dicho receptor alostéricamente.

Los antagonistas méas empleados con los receptores P2X y P2Y, sura-
mina y PPADS, no son selectivos para el receptor P2X7 y lo bloquean con
baja afinidad y de forma no competitiva. El colorante alimentario Brilliant
Blue G (BBG) es un antagonista mas potente y selectivo, sobre todo en rata
(ICy, ~ 10-15nM) y en ratén (IC,, 100 nM), mientras que en humano su
efectividad es mucho menor (ICy, = 10uM) (Young et al, 2007). El BBG
se une al receptor en un sitio de union diferente al del ATP y el equilibrio
de disociacion se establece lentamente (Michel ez al., 2007). El ATP oxi-
dado (0ATP) es un inhibidor irreversible de los receptores P2X7 que re-
quiere incubaciones de una a dos horas para inhibir la activacién de los
canales (Di Virgilio, 2003), sin embargo posee otras acciones farmacologi-
cas como bloqueo de los receptores P2X1 y P2X2 o reduccion de la sefia-
lizacién proinflamatoria, lo que hace que su utilizacion ofrezca resultados
confusos o de dificil interpretacion (Evans et al., 1995).

Otros inhibidores, como el KN-62 (conocido como inhibidor de la
calcio/calmodulina quinasa tipo II, CaMKII), ejercen su efecto en funcién
de la especie, bloqueando el receptor P2X7 humano de forma no compe-
titiva, pero no el de rata (Gargett & Wiley, 1997; Humphreys et al., 1998).
En 2006 los laboratorios Abbot generaron dos nuevos antagonistas selec-
tivos para el receptor P2X7, el A-438079, tetrazol que bloquea de forma
competitiva y reversible los receptores P2X7, y el A-740003, cianoguani-
dina que actia de forma competitiva sobre los receptores, ambos con ac-
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cion tanto en rata como en humano, en el rango nanomolar alto (Honore e?
al., 2006; Nelson et al., 2006). Recientemente se han desarrollado dos
nuevos antagonistas de los receptores P2X7 humanos y de rata, uno deri-
vado de pirazolacetamida (Chambers ef al., 2010) y el otro derivado de
cicloheptanol clorobenzamida, ambos con una IC;, en el rango nanomolar
(Chen et al., 2010).

El P2X7 es el receptor que menos se desensibiliza y sus corrientes se
mantienen en presencia de ATP y BZATP durante aplicaciones prolongadas
(hasta minutos). Ademas, las aplicaciones de larga duracion a veces van
acompafiadas de incrementos en la amplitud de la corriente (North, 2002).

8.8. Senalizacién del receptor P2X7

Como se ha mencionado anteriormente, la activacion de los receptores
P2X7 induce la apertura rapida y reversible del canal, lo que permite el
paso de iones Ca’", Na" y K" produciendo la despolarizaciéon de la mem-
brana. La consecuente entrada de calcio a la célula conecta con multiples
vias de sefializacion donde este ion es el desencadenante necesario, como
son las relacionadas con la calcio calmodulina quinasa, las proteinas qui-
nasas de tipo C sensibles a calcio, la fosfolipasa D y la cascadas derivadas,
entre ellas la GSK-3 (Diaz-Hernandez et al., 2008; Ortega et al., 2009;
2010; 2011) y proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPKs). Es
necesario tener en cuenta que cada tipo de células tiene sus cascadas de
seflalizacion y por lo tanto el tipo de respuestas asociados al P2X7 depen-
den del modelo de estudio.

En los procesos neurales la entrada de calcio al citosol es importante
para la liberacion de neurotransmisores mediante el proceso exocitdtico. Al
mismo tiempo es necesaria una reorganizacion del citoesqueleto para permi-
tir la aproximacion de nuevas vesiculas secretoras y este proceso necesita la
cascada de sefializacion de la calcio calmodulina, que activa la calmodulina
quinasa II (CaMKII). Esta quinasa fosforila la sinapsina de la superficie de
las vesiculas sinapticas, lo que permite la separacion de las vesiculas del
citoesqueleto, de modo que puedan fusionarse con las zonas activas de la
terminal presinaptica y liberar asi su contenido de neurotransmisores.

El modelo de las neuronas granulares de cerebelo de rata en cultivo
puesto a punto en nuestro laboratorio permitio medir por vez primera la
liberacion exocitdtica del glutamato vesicular, mediante una técnica lumi-
nometrica y descubrir al mismo tiempo que el andlogo del ATP, el BZATP,
produce serias interferencias con las técnicas fluorescentes que utilizan
peroxidasa y Amplex Red (Ledn et al., 2006; 2008).

Por otro lado, la activacion del receptor P2X7 también es capaz de
inducir la activacion de otras proteinas en un proceso independiente de la
entrada de calcio, como por ejemplo la activacion de PKD en astrocitos de
rata en cultivo (Carrasquero et al., 2010).
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9. RELEVANCIA FISIOLOGICA DEL RECEPTOR P2X7 EN LA
MADURACION NEURONAL Y DIVERSAS ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

Mediante técnicas de hibridacion in situ y andlisis por RT-PCR se ha
podido detectar la presencia del ARNm del receptor P2X7 en diversas areas
del SNC como el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, la médula espinal, el
cerebelo, el estriado, el tdlamo e hipotdlamo y el hipocampo (Yu et al.,
2008). En un estudio de gran relevancia el prof. Zimmerman demostrd que
en los progenitores neurales de la zona subventricular, los receptores P2 y
los ectoenzimas que los destruyen actuaban de modo secuencial en el tiem-
po y segun el area de migracion, aunque no estaba entre ellos el receptor
P2X7 (Zimmermann, 2011).

Respecto a la presencia de receptores funcionales, nuestro grupo fue
pionero en el estudio de la caracterizacidon y funcion del P2X7 en el sistema
nervioso. La idea de que el receptor P2X7 estaba ausente de las neuronas
pues su activacion producia un poro citolitico que producia la muerte neu-
ronal fue sostenida durante mas de diez afios por uno de los grupos ingleses
mas potentes. Contra esta idea fue necesario que nuestro grupo de la Fa-
cultad de Veterinaria de Madrid disefiara experimentos en los cuales se
demostrard sin ningin género de dudas que las respuestas pertenecian a
este receptor. Actualmente hemos conseguido que la comunidad cientifica
internacional acepte plenamente nuestros descubrimientos. La abundante
presencia del receptor P2X7 en neuronas es la antesala de su gran relevan-
cia en procesos fisiopatologicos, estando algunos ya confirmados.

El primer trabajo demostrando claramente que el P2X7 estaba presente
y era funcional lo realizamos en neuronas granulares de cerebelo, mediante
técnicas de microfluorimetria y video microscopia y también en terminales
sinapticas aisladas de cerebro medio de rata, analizando cada terminal si-
naptica de modo aislado (Miras-Portugal et al., 2003).

Cabe destacar la significativa presencia del receptor P2X7 en las termi-
nales nerviosas, dado que mas del 50% presentan marcaje con anticuerpos
frente a dicha subunidad, y es posible, ademas, medir respuestas presinap-
ticas en ellas al estimularlas con agonistas especificos del receptor P2X7
(Miras-Portugal et al., 2003; Hervas et al., 2005; Sanchez-Nogueiro et al.,
2009; Marin-Garcia et al., 2008). Esta localizacion tan especifica apoya
una de las funciones mas importantes de estos receptores, la modulacion de
la liberacion de neurotransmisores como la acetilcolina, el glutamato o el
GABA de las terminales presinapticas del SNC (Gomez-Villafuertes et al.,
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2001; Leon et al., 2008; Sperlagh et al., 2007; Gualix et al., 2003; Diaz-
Hernandez et al., 2002).

9.1. Importancia del receptor P2X7 en el desarrollo del axén
en neuronas embrionarias

Los modelos para estudiar el funcionamiento del sistema nervioso son
extremadamente complejos y constituyen uno de los grandes problemas
para comprender los aspectos fisiopatologicos de las diferentes rutas de
sefializacion y sus receptores asociados. Los cultivos neurales proveen de
una herramienta muy util para entrever mecanismos y rutas de sefializacion,
asi como los factores troficos y de defensa frente a agresiones del medio
ambiente, envejecimiento y otras situaciones, pero no son capaces de repro-
ducir las situaciones complejas.

El descubrimiento de nichos celulares con capacidad de proliferar y
diferenciarse en el giro dentado del hipocampo y en la zona subventricular,
ha proporcionado herramientas para comprender las primeras etapas de
diferenciacion entre neuronas, glia y oligodendroglia y los factores capaces
de inducir su diferenciacion exvivo.

Uno de los modelos mas empleados para interpretar las primeras etapas
de la formacion del cono y desarrollo axonico es el del cultivo de neuronas
embrionarias de hipocampo. En este modelo se realizaron importantes des-
cubrimientos relacionados con la reorganizacion del citoesqueleto, y las
cascadas intracelulares que regian estos cambios de plasticidad y morfolo-
gia. La técnica fue descrita con detalle en un articulo publicado en 1988 en
la revista Nature por Banker y Goslin, que trabajaban en el Departamento
de Anatomia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Albany en
Nueva York. Este articulo abrid las puertas al control de las primeras etapas
del desarrollo neural, con posibilidad de ver directamente las diferencias y
el efecto sobre las células al sobrexpresar o bloquear determinadas protei-
nas (Banker & Goslin, 1988).

Esta técnica ha sido ampliamente empleada por muchos autores desde
entonces, los cuales han introducido sus mejoras y adaptaciones. En nues-
tro caso somos deudores del gran conocimiento de esta técnica por el grupo
del doctor Juan José Garrido, actualmente en el Instituto Cajal de Madrid.
Los animales de partida son embriones de raton de E17, de los cuales se
disecciona el hipocampo y se separan las células con tripsina. Una vez
superados los 17 dias de desarrollo in utero de los ratones, las neuronas de
hipocampo son demasiado maduras para modificarse en cultivo (Garrido e?
al., 2007). La formacion de los circuitos neurales depende inicialmente de
establecer dominios bien segregados a modo de compartimentos axonico y
dendritico y la primera gran etapa es la formacidon de un cono de crecimien-
to que lleve a la formacion del axén y permita su elongacion. Esto supone
importantes cambios morfologicos y la reorganizacion coordinada de los
citoesqueletos de actina y tubulina. ;Cuales son las sefiales intracelulares,
las cascadas de quinasas y fosfatasas que median el proceso y la secuencia
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de eventos? Esta es una de las preguntas mas complejas de la neurociencia
y las respuestas solo se pueden obtener haciendo preguntas simples, frag-
mentando el problema.

Respecto a la sefializacion purinérgica en el cono de crecimiento, es
necesario decir que es muy abundante y compleja, pero dentro de este
entramado habia un hecho incontestable: El ATP era capaz de modular
negativamente el crecimiento y arborizacion del axén. La identificacion
de receptores P2X7 funcionales que mediaban la entrada de calcio hizo
que nos plantedramos, ;cudl era la funcion fisioldgica del P2X7 en el
cono de crecimiento? El resultado fue que tratando estas neuronas con
antagonistas farmacologicos del receptor, como el Azul Brillante G, BBG;
o mediante supresion con RNA de interferencia del P2X7, se produce un
incremento de la longitud axonal y de las ramificaciones. Las rutas de
sefalizacion intracelulares que median esta respuesta fisiologica dependen
del bloqueo o disminucién de la actividad de la Ca®-calmodulina depen-
diente proteina quinasa II (CaMKII), lo que al final resulta en el incre-
mento de la actividad de la quinasa de adherencia focal (FAK), que a su
vez activa la fosfatidil inositol quinasa 3 (PI3K) y la modificacion de
otras enzimas de la cascada como Akt y sobre todo la Glucégeno sintasa
quinasa IIT (GSK3). Esta ultima es un verdadero cruce de vias de sefia-
lizacion relacionando supervivencia, diferenciacion y apoptosis (Diaz-
Hernandez et al., 2008).

Los resultados de diferenciacion y crecimiento axonal obtenidos en los
cultivos de células embrionarias hipocampales, hemos pod