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Justificacién del tema. En la preparacién de mi discurso de ingreso ante esta Real Ins-
titucién, mi primer dilema fue la eleccién del tema. Los miembros de esta Real Academia
son muy diversos en su formacién. Eso es consecuencia de la necesidad de un conocimiento
profundo en una materia especifica, altamente especializada, si se quiere destacar en el dmbi-
to profesional y disfrutar de un cierto éxito. Esa altisima especializacién se hace todavia mds
patente, en el 4rea cientifica y ha sido el paradigma de la construccién de la ciencia en este
tltimo siglo. No obstante, observamos cada vez con mayor frecuencia que los resultados mds
novedosos suelen darse en las intersecciones de las diversas dreas cientificas, donde la puesta a
punto de las tecnologias mds avanzadas consiguen romper las barreras que limitan la observa-
cién y estudio de los fenémenos en las ciencias de la vida y de la tierra.

También ocurre con cierta frecuencia que los cientificos una vez alcanzadas sus
metas, sienten afioranza del mundo exterior y el enriquecimiento que supone el salir de
los propios muros impuestos por la especializacién. En ese momento se enfrentan, o nos
enfrentamos, a comparar los respectivos lenguajes que hacen herméticos los conocimientos,
pero que deben de ser derribados, pues todo saber tiene el mismo origen.

La curiosidad humana es el sustrato universal del conocimiento y la educacién bien orien-
tada en su contenido es el mecanismo por el cual las sociedades humanas avanzan, transmitien-
do a las futuras generaciones codigos de muy diversa naturaleza. Hay cddigos tecnoldgicos y
cédigos sociales que vamos renovando de modo paulatino pero constante, unos estdn estrecha-
mente asociados con los otros, o se derivan de ellos. Todo ello amalgamado con la creacién de
un lenguaje preciso y de una mitologfa poderosa y unificadora que proporciona los estereotipos
a los que admirar e imitar. ;Ciertamente que nuestro cerebro es portentoso! Y nuestro universo
planetario humano es la suma de todos los cerebros que han existido, existen o existirdn.

Por todo lo anteriormente expuesto, espero consideren suficientemente justificado el
tema objeto de este discurso, que lleva por titulo: Los receptores de nucledtidos: piezas
clave en la formacion del sistema nervioso.
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LOS RECEPTORES DE NUCLEOTIDOS: PIEZAS CLAVE
EN LA FORMACION DEL SISTEMA NERVIOSO

“El saber es el vinico espacio de libertad del ser’.
Michael Foucault

1. INTRODUCCION

Nuestro planeta tiene aproximadamente unos 4.550 millones de afios y unos 750 millones
de anos mds tarde aparece ya la primera célula primitiva. Lo que supone unos 3.800 millo-
nes de afios desde la aparicidn de la vida en la tierra. Como fueron los procesos iniciales es
motivo de especulacién, pero si que conocemos hoy dia que dada una serie de moléculas
simples son capaces de interaccionar y asociarse, con mds o menos facilidad, segin las
temperaturas, la intensidad de las radiaciones o la presién. Para mi, es un ¢jemplo asom-
broso, desde mi nifiez, que el agua sea capaz de organizarse en esas esplendorosas estructu-
ras conocidas como copos de nieve, o los cristales con crecimientos geométricos precisos,
fractales, cuando la capa de escarcha se forma sobre las superficies frias. Es de suponer que
en ambientes adecuados otras moléculas sean capaces de organizar estructuras mucho mds
complejas.

Alexander Oparin, un bidlogo y bioquimico soviético, planteé el origen de la vida
como una consecuencia de las condiciones de la Tierra primitiva y la capacidad de inte-
raccién de los elementos quimicos presentes en ella. Esto llevarfa a una serie de procesos
evolutivos que se irfan superponiendo y desarrollando a la vez. La pregunta inicial es ;de
dénde, cémo y cudles son las primeras moléculas orgdnicas componentes de nuestras cé-
lulas? Era necesario para confirmar la teorfa desarrollar un modelo para responder a estas
preguntas. El primer abordaje experimental lo realizé hace 100 afos, en 1920, Stanley
Miller. Supuso que la atmosfera de la Tierra en la etapa remota de formacién del planeta
contenfa CO,, N,, NH,, CH, y pequenas cantidades de SH, por la actividad elevada de
los volcanes. Introdujo estos compuestos en una ampolla de cristal, con agua y sometidos
a descargas eléctricas. El andlisis posterior demostrd la presencia de pricticamente todos
los aminodcidos y 4cidos orgdnicos sencillos, asi como las bases purinicas y pirimidinicas,
muy abundantes y diversas. Estos experimentos se realizaron posteriormente con mualtiples
variantes en la composicién de las moléculas inorgdnicas, también con variaciones en los
estimulos cataliticos, como la incidencia de la luz ultravioleta, o la presencia de arcillas
con diferentes metales catalizadores, consiguiéndose pricticamente todos los componentes
primarios de las células vivas, incluidos polimeros, que son andlogos para procariotas y
eucariotas. Ademds, al estar formados por los elementos mds abundantes en la litosfera, los
seres vivos somos hijos de la tierra y nunca vamos a carecer de los sillares que nos constitu-
yen (Miller SL. 1953).



La segunda cuestién plantea la formacién de macromoléculas y la capacidad de auto re-
plicarse, aspectos que en todos los sistemas vivos requieren dcidos nucleicos, que estdn for-
mados por polimeros de nucleétidos. Es esencial ser capaz de hacer nuevas copias, incluida
una cierta imprecision, ya que son los errores lo que permite la variacién y por lo tanto la
capacidad de evolucionar. El gran paso adelante en la comprensién de este fenémeno fue
realizado al principio de los anos 1980 por Sid Altman y Tom Cech, quienes descubrieron
las propiedades cataliticas del RNA, dando lugar a una extendida teorfa de que los primeros
organismos vivos, manejaban su informacién y replicacién con el RNA (Altman S. 2000;
Cech TR. 1990). Ambos investigadores recibieron el Premio Nobel en 1989. Hoy en dia
tenemos amplios vestigios de ese primer mundo, que permanece funcional en importanti-
simas actividades celulares. Citemos solamente las més relevantes:

A. En el nicleo celular de los eucariotas es necesario el procesamiento de los RNA men-
sajeros mediante los RNA cataliticos del espliceosoma.

B. Laactividad de los ribosomas y la formacidn de los enlaces peptidicos de las proteinas
por el RNA catalitico de la subunidad grande ribosomal. Son estas las macro factorias
que definen las células tal como las conocemos.

C. Lafuncién de la telomerasa, enzima que utiliza un RNA molde para fabricar los extre-
mos de los cromosomas y evitar su envejecimiento. Descubrimiento realizado por Jack
Szostack, Carol Greider y Elizabeth Blackburn quienes recibieron conjuntamente el
premio Nobel en el ano 2009.

D. Tenemos todavia pendiente la funcién de los cuerpos de Cajal, que sin duda enrique-
cerdn las funciones de los RNA en el mundo primigenio, pero atin se necesita mucho
trabajo para elucidar plenamente su funcién.

Me gustaria finalizar este apartado destacando que este afio 2019, celebramos el 90
aniversario del descubrimiento del RNA; el 62 aniversario de que el RNA era capaz de lle-
var informacién genética; los 50 afios del descubrimiento de sus propiedades cataliticas y a
partir de ahi la explosién de los estudios de procesamiento de RNAs, desde el espliceosoma,
los RNA de interferencia, los microRNA, etc. Sehalar, que también este afo, la coleccién
de libros del Cold Spring Harbour Perspectives in Biology, publicard la quinta edicién to-
talmente remozada del “RNA world”. En este volumen, las nuevas tecnologias del CRISP
para editar RNA funcionales y la crio-Electron Microscopy (Crio-EM) para visualizar los
grandes complejos de proteinas y RNA, denominados complejos RNP, que se resistian a
su estudio por cristalografia de rayos-X, rinden cuenta de los grandes avances conseguidos.
No olvidemos que cada uno de los espliceosomas nucleares tiene el tamafio aproximado de
un ribosoma funcional.

El tercer escollo que la vida tenfa que salvar era la formacién de una membrana pro-
tectora y la evolucidn del metabolismo para que fuera suficientemente eficiente. Una vez
obtenido el Premio Nobel por los estudios sobre telomerasa, Jack Szostack, se dedicé, desde



entonces, a demostrar, segun sus palabras, que “La vida sintética es posible y en mi labora-
torio tratamos de crearla”. En su trabajo no se plantea esta cuestién desde la epistemologia
o la bioética, sino que se centra especificamente en el camino que prepara la quimica para
servir a la biologfa. Actualmente su trabajo estd centrado en los procesos de formacién de
una membrana aislante, pero al mismo tiempo suficientemente permeable a las moléculas
del entorno, ya que es indispensable para explicar la compleja organizacién de un ser vivo

auténomo (Joyce GF & Szostak JW. 2018; Szostak JW. 2018).

El cuarto escollo, se centra en cémo conseguir mantener la vida y como organizar su
metabolismo incipiente con la coordinacién de todos los procesos dentro de las membra-
nas. Se supone que las células se originaron en un ambiente acuoso en ausencia de oxigeno,
posiblemente un charco costero, una charca arcillosa, como un lodazal, donde las molé-
culas orgdnicas eran abundantes y existirfan sales de diversos iones metdlicos que podrian
actuar como catalizadores, entre ellos el magnesio y el hierro, en menor medida el cobre, el
manganeso o el zinc, con pinceladas de cobalto y selenio; ademds, las particulas inorgdnicas
servirfan para adherir las moléculas orgdnicas prebidticas y de este modo aumentar la con-
centracion de las mismas en una superficie lo que resulta en un incremento de la concentra-
cién de un orden de magnitud, ya que considerando un radio de 10 en una esfera , supone
un 100 ( %) en la superficie y un 1000 (1) en el volumen. También las zonas de los volcanes
submarinos son potenciales zonas de origen de la vida. De sus fumarolas emana una gran
cantidad de sulthidrico, SH,, que contiene un gran poder reductor y funciona como fuente
de energfa. Pero el manejo de la energia requiere un intermediario entre el poder reductor
y su empleo y almacenamiento dindmico.

Para nosotros es esencial la generacién y la uiilizacién controlada de la energfa
obtenida del metabolismo y los nucledtidos, derivados de las primeras moléculas prebis-
ticas de estructura purinica, fueron los seleccionados. El nucleétido seleccionado mds im-
portante resultd ser la adenosina 5’-trifosfato (ATP), que sigue siendo en nuestros difas la
molécula sobre la que gira de modo totalmente esencial el control metabdlico de todos los
organismos vivos, ya sean aerobios o anaerobios. De todos modos, la mayor eficacia de los
organismos acrobios en la produccién y control de este metabolito ha permitido la vida
con la complejidad que conocemos hoy en dia. Los organismos acrobios somos el resultado
de la primera contaminacién a gran escala de la atmosfera terrestre, que no es otro que la
consecuencia de la capacidad fotosintética de las cianobacterias, capaces de utilizar la ener-
gia solar, para obtener poder reductor del agua liberando el oxigeno como subproducto. El
inicio de este proceso es discutido, pero las dataciones de depésitos de manganeso, cuyas
sales actuaban de reductores originando depésitos del metal, indican una antigiiedad apro-

ximada de 2.415 millones de afos (Kasting & Siefert. 2002)

El nucleétido, adenosina 5’-trifosfato, conocido comtnmente por sus siglas, ATD al
que dedicaremos gran parte de este discurso, fue descubierto en 1929 por dos grupos inde-
pendientes el de Lohmann en Alemania y el de Fiske y SubbaRow en Estados Unidos. La
introduccién del concepto de enlace fosfato de alta energia, en un alarde de imaginacidn,
al introducir un nuevo paradigma, se debe a Lipman. Desde entonces el ATP se exhibe



como el eje central de la bioenergética celular, demostrando la estrecha conexidn entre la
bioquimica metabdlica y la biofisica (Lipman 1941).

La importancia de todos los nucledtidos en general para generar las estructuras ce-
lulares, cromosomas, ribosomas, espliceosomas, etc, y sobre todo el papel del ATP como
drbitro de la bioenergética y del metabolismo celular, fueron y son objeto de numerosos
estudios, restringidos durante mucho tiempo al 4mbito intracelular. Tan importantes son
estas funciones que se consideré como grave heterodoxia cualquier posibilidad de que el
ATP pudiera actuar como molécula con funcién extracelular.

La negacién de cualquier posibilidad de actividad extracelular del ATP era absoluta y
considerada un dogma. Cualquier evidencia era rechazada automdticamente hasta que se
caracterizaron los receptores de membrana y sus multiples acciones fisioldgicas. La existen-
cia de dogmas inamovibles es contraria a la ciencia, pero muchas veces estdn enraizados
profundamente y es necesario esperar hasta que la evidencia experimental acumulada se
imponga. Es solamente una cuestién de tiempo.

En el afio 1989 la New York Academy of Sciences, da un rotundo espaldarazo al drea
purinérgica, y mds especificamente a los nucledtidos, organizando un congreso titulado
“Biological Actions of Extracellular ATP”. Destacar que en ese momento aun no se habia clo-
nado ningtn receptor de nucledtidos. El gran pionero y paladin en la caracterizacién de los
receptores de nucledtidos, siendo el ATP el agonista més reconocido, fue el Profesor Geo-
frey Burnstock (bibliografia Burnstock G. para revisiones). Hoy en dia, el drea purinérgica
es una de las mds fértiles en todos los campos de la ciencia bdsica a la fisiopatologia donde
estd casi todo por descubrir y en los intentos de la farmacologfa de dar soluciones a proble-
mas tan importantes como la prevencién del ictus y los nuevos tratamientos para el dolor.
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2. IDENTIFICACION DE LOS RECEPTORES PURINERGICOS Y SU
ORIGEN EVOLUTIVO

Después de tantos anos menospreciando la actividad extracelular de los compuestos pu-
rinérgicos y pirimidinérgicos, y sus derivados, ya fueran bases, nucledsidos o nucledtidos,
el panorama es actualmente luminoso. Desde los inicios del descubrimiento de los neuro-
transmisores, existia una constante: los compuestos inicialmente utilizados para la funcién
de sefalizacién extracelular deben de ser abundantes, como es el caso de los aminoacidos
neurotransmisores -glutamato, glicina, etc.- O bien originados mediante reacciones muy
sencillas, que ya de por si fueran factibles de modo espontaneo, como es el caso de las
descarboxilaciones de los aminodcidos que estdn en el origen de todas las monoaminas ce-
rebrales (histamina, serotonina, dopamina etc...) procedentes respectivamente de los ami-
nodcidos histidina, triptéfano y tirosina. Aunque ahora cuenten con sus respectivas rutas
enzimaticas y realicen otras modificaciones més complejas.

Los razonamientos expuestos implicaban una obstinacién y cabezoneria ridicula contra
el ATD, por parte de una comunidad cientifica que tenia terror a que el ATP, la molécula
mitica y sagrada intracelular, pudiera salir a realizar otras funciones supuestamente mds
modestas. Este nucleétido alcanza concentraciones de hasta 10 mM en el citosol del mis-
culo y en las células nerviosas, entre otras, alcanzando hasta el 0,1M dentro de vesiculas de
secrecién. Por lo tanto se cumple que lo que es muy abundante dentro, tiene la posibilidad
de ser activo fuera, simplemente por su disponibilidad.

Actualmente sabemos que los compuestos purinérgicos se encuentran entre los mensa-
jeros quimicos mds primitivos y también mds abundantes en el reino animal. La carencia de
una farmacologfa y el hecho de que los nucledtidos en contacto con las células o en el plas-
ma sanguineo sean répidamente degradados, obstaculizé el avance de su caracterizacidn,
mientras que el producto de hidrélisis extracelular, la adenosina, se reafirmé rdpidamente
como un mensajero, o neuromodulador. Hare una mencién mds amplia de la adenosina,
pues no serd desarrollada en posteriores epigrafes.

2.1. El nucleésido Adenosina y sus receptores

La adenosina es el tltimo metabolito extracelular del ATP, y tienen sus propios receptores
antes denominados P1, Purinérgicos tipo 1, que pertenecen al gran grupo de receptores
metabotrépicos de 7-hélices transmembranares. En la clasificacién actual se denominan
familia de receptores tipo A, que consta de 4 subtipos, Al, A2a, A2b y A3. Los de tipo Al
y A3 estdn acopados a la inhibicién de la adenilato ciclasa, mediado por las proteinas Gi.
En el caso de los receptores A2a y A2b activan la adenilato ciclasa por estar acoplados a
proteinas Gs (International Union of Adenosine Receptors Nomenclature, 2011).

Bertil Fredholm del Instituto Karolinska, fue uno de los investigadores més activos del
drea y el hecho de que la cafeina fuera un poderoso antagonista de todos los receptores de
adenosina descubiertos, abri6 las puertas a una nueva diana farmacolégica. Citaré solo la
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revisién en espafiol, publicada en la Real Academia Nacional de Farmacia, como parte de

su discurso de entrada en la RANF (Fredholm, B. B. 2003).

La adenosina es nuestro tranquilizante natural, tiene una amplisima farmacologia, des-
tacando su empleo en el tratamiento de la taquicardia supraventricular. La aceptacién por
parte de la FDA en 2008 del andlogo, conocido como regadenoson, para sustituir a la ade-
nosina en los estudios para evaluar la funcién cardiaca y sus ventajas por los menores efec-
tos secundarios, abrié nuevas expectativas a la farmacologia de la adenosina y sus derivados.
Igualmente la existencia de receptores de adenosina, A2a, formando heterodimeros con los
de dopamina, ofrece nuevas perspectivas en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson
y en otras enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer (Cunha RA. 2016).

El caso de la cafeina tiene otras connotaciones, ya que es un poderoso estimulante
del sistema nervioso. Los europeos y americanos ingerimos entre 0,3 -0,5g diarios, ya que
una taza de café contiene aproximadamente- 100mg, dependiendo de las variedades y el
método de extraccidn, segiin datos de la FDA. El comercio del café es uno de los més
importantes después del petréleo y su clasificacidn oscila entre “firmaco, droga de abuso
o alimento”.

Tenemos otro elemento en juego, la cosmética, que es una ingente fuente de ingresos
y sometida a controles menos rigidos. No olvidemos que nuestros adipocitos expresan en
sus membranas el receptor Al, que al reducir las cantidades de AMPc impide la activacién
del enzima triglicérido lipasa. Las cremas adelgazantes incorporan cafeina como compuesto
activo, que al ser absorbida por la piel, al frotar, antagoniza los receptores Al y se incremen-
tan los niveles de AMPc, como consecuencia aumentando el metabolismo periférico de los
triglicéridos. Sefalar que las mujeres generalmente tenemos mayor niimero de adipocitos
subcutdneos que los varones y, ademds, de mayor tamafo. Espafia es una potencia mundial
en cosmética y una de nuestras exportaciones mds apreciadas y generadoras de riqueza. El
mundo del café y su molécula efectora sefiera, la cafeina, tienen todavia mucho que contar
y se merecerfa un discurso absolutamente dedicado, pero mi pequefio mundo de investiga-
cidn es el de los nucledtidos, sus receptores y su funcidn.

2.2. Los receptores de nucleétidos, naturaleza, familias y funcién

Los receptores de nucledtidos se clasifican en dos grandes familias, una metabotrépica
de siete hélices transmembrana, P2Y, y otra ionotrépica P2X (Harden TK, Boyer JL, Ni-
cholas RA. 1995). Las técnicas de biologia molecular permitieron clonar ¢ identificar los
miembros de estas familias, que son muy recientes. Por lo que, primero se identificaron los
receptores en mamiferos, y después se procedid a estudiar lo que pasaba en otras especies
por analogfa de secuencia o estudio comparativo de genomas.

2.2-a Los receptores P2Y
Los dos primeros receptores metabotrdpicos de la familia P2Y fueron clonados en 1993. El

P2Y1 fue clonado de cerebro de pollo por Tania Webb, una australiana del grupo de Eric
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Barnard en Cambridge (Webb et al. 1993). Curiosamente, se describié como un receptor
de ATD, aunque hoy sabemos que su agonista pleno es el ADD, siendo el ATP un agonista
parcial. El receptor P2Y2 fue clonado por Lustig del grupo de Julius en California (Lustig
et al. 1993), ambos, el UTP el ATP son agonistas plenos en la mayoria de los mamiferos
sobre este receptor inicialmente denominado receptor de pirimidinas. Posteriormente se ha
identificado hasta un total de ocho receptores metabotrépicos, P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2YG6,
P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14). Los receptores P2Y2, P2Y4 y P2Y6 reconocen a los nu-
cledtidos de uracilo, UTP y UDD, segtin el subtipo y la especie animal. El receptor P2Y14,

reconoce los azucares activos, como el UDP-glucosa o la UDP-manosa, etc.

Los receptores P2Y1, P2Y12, P2Y13, se consideran receptores de ADP que es su ago-
nista fisioldgico. E1 P2Y12 clonado por el grupo de Julius en California en 2001. Al mismo
tiempo se aislé de células de la medula 6sea, precursoras de los linajes sanguineos, de pa-
cientes que tenfan defectos suaves en la coagulacién y se demostré la primera enfermedad
hereditaria relacionada con receptores de nucleétidos. Se demostré su presencia en plaque-
tas, su papel fundamental en la agregacién plaquetaria y al mismo tiempo, la primera enfer-
medad genética asociada a un receptor de nucledtidos (Hollopeter et al. 2001). EI P2Y12 es
actualmente una portentosa diana farmacoldgica, ya que se encuentra en gran abundancia
en las plaquetas y su activacion por el propio ADP liberado de las vesiculas plaquetarias,
induce la formacién del trombo. En este mismo articulo se describe que el clopidogrel,
compuesto comercializado como plavix, un medicamento huérfano, pues no se conocia su
diana farmacoldgica, pero muy eficaz para evitar la formacién de trombos y prevencién del
ictus, era un antagonista del receptor P2Y12. Curiosamente era ademds un pro-firmaco
ya que tenfa que ser metabolizado en higado previo a su accién sobre el receptor. Toda una
leccién de farmacologfa que constituye por si mismo un tratado de las posibilidades y veri-
cuetos de los fdrmacos. Este hallazgo permitié a la industria farmacéutica desarrollar todo
un arsenal de compuestos para inhibir competitivamente o de modo irreversible el receptor
de ADP, P2Y12, y prevenir el ictus y el infarto, reduciendo la formacién de trombos (Baqui
Y and Miiller CE 2018).

El P2Y13, es muy abundante en el tejido nervioso y nuestro grupo ha trabajado in-
tensivamente estos tltimos afos, demostrando que actdan como neuroprotectores en los
procesos de estrés oxidativo y genotéxico, empleando en estos procesos nuevas cascadas de
sefializacién. Entre ellas la activacidn y control de la expresion de las fosfatasas que revier-
ten las senalizaciones las Fosfatasas duales, las cuales eliminan la fosforilacién en residuos
serina /treonina y en tirosina (Alves M et al. 2017; Espada et al. 2010; Fonseca B, 2017;
Miras-Portugal MT, 2016; Miras-Portugal et al. 2018; Morente et al. 2014; Paniagua-He-
rranz L. et al. 2017; Pérez-Sen et al. 2017; Través et al. 2013). El receptor GPR17, que
tiene una cierta analogia con los P2Y, hasta ahora huérfano, ha sido propuesto como diana
del AMP, aunque no existe todavia un consenso sobre el agonista fisiolégico. La importan-
cia de este receptor se debe a su gran potencialidad en medicina regenerativa, sobre todo
en los procesos de esclerosis multiple, ya que induce la proliferacién y diferenciacién de la
oligodendroglia que es necesaria para la remielinizacién de los axones del Sistema Nervioso
central (Fumagalli et al. 2017).
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2.2-b Los receptores P2X

Los receptores de nucleétidos ionotrépicos, son conocidos como familia P2X. El primer
miembro clonado, el P2X1, lo fue en 1994, justo un afio después de los primeros meta-
botrdpicos. Realmente lo que se cloné fueron siete subunidades P2X1- P2X7, que pueden
formar homotrimeros o heterotrimeros, segiin las subunidades. Todas las subunidades P2X
presentan unas caracteristicas similares y totalmente diferentes de los primeros receptores
de neurotransmisores operados por ligando que abren canales idnicos, como los nicoti-
nicos de Acetilcolina, los de GABA, o los de glutamato. En este caso, los receptores P2X
solamente tienen dos hélices transmembrana, con el terminal amino y carboxilico orien-
tados hacia el interior de la célula y un gran dominio extracelular uniendo las dos hélices
transmembrana, en donde hay una abundante presencia de enlaces disulfuro que ayudan
a mantener la estructura. Ademds, se necesitan solamente tres subunidades para formar el
poro i6nico, mientras que en el resto de receptores de neurotransmisores se necesitan 5 o
4 subunidades, como son respectivamente la familia de los nicotinicos y la de glutamato
(Hattori M, Gouaux E. 2012).

La primera subunidad clonada fue la del P2X1, que forma el receptor funcional con
tres subunidades idénticas. Se aislé por primera vez del vaso deferente por el grupo de
Gary Buell que trabajaba para la industria en el Glaxo Institute for Molecular Biology, en
Ginebra, Suiza (Valera et al. 1994). El ATP es el agonista fisioldgico, responsable de abrir
el poro que es permeable al Ca®* y al Na*. En nuestro grupo hemos demostrado que los
diadenosina polifosfatos, Ap4A y Ap5A, almacenados en las vesiculas de secrecién neural
y neuroendocrina, tienen mucha mayor afinidad como agonistas, siendo activos a concen-
tracién nanoMolares. Al ser compuestos que nuestras propias células sintetizan y almace-
nan conjuntamente con el ATP en las vesiculas de secrecidn, deben de ser considerados
igualmente agonistas fisiolégicos (Klishim, 1994; Miras-Portugal et al. 1996; Pintor &
Miras-Portugal 1995 a; 1995b; Pintor et al.1993; 1995, 1997). Los diinosina polifosfato,
Ipnl, sintetizados en nuestro departamento por el Dr. Javier Gualix, sobre todo le Ip5],
tienen un poderoso efecto antagonista sobre los receptores P2X1, por lo que uno de los
modelos de estudio para conocer su efectividad ha sido el del vaso del conducto deferente

de mamiferos (Hoyle CH. et al. 1997).

Las siguientes subunidades en ser clonadas fueron la P2X2 y la P2X3, que son muy
abundantes en el sistema nervioso y pueden formar heterotrimeros. Se localizan en las
terminales sensitivas de los nervios periféricos y en las conexiones de las astas dorsales de la
medula espinal y estdn implicadas en el dolor neuropdtico y alodinia (Arribas-Blazquez et
al. 2018). Los dinucleétidos de adenina, ApnA, son agonistas, junto con el ATT, siendo in-
hibidos al igual que los P2X1 por los diinosina polifosfatos, Ip4I e Ip51 (Pintor et al 1997;
King et al. 1999). Recientemente el grupo del Dr. Artalejo ha demostrado la importancia
del receptor P2X3 en el dolor neuropdtico y el efecto mitigador mediado por los diinosina
polifosfatos (Arribas-Blézquez M. et al. 2018).

Las subunidades P2X4, se encuentran en ganglios, en las células sensitivas del oido, en
el plexo mesentérico; y muy abundantes en la vejiga urinaria. Recientemente, ha adquirido
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relevancia al relacionar su funcién con el control de la activacién de microglia y favorecien-
do la remielinizacién de los axones centrales en la encefalitis autoinmune (Tsuda M. et al.
2003). La potenciacién de la senalizaciéon por el receptor P2X4 utilizando el modulador
alostérico Ivermectina, ampliamente utilizado en medicina veterinaria como un antipara-
sitario, favorece que la microglia adquiera un fenotipo anti-inflamatorio Estos trabajos se
han realizado en el centro de Investigacién Achucarro del Pais Vasco, siendo Carlos Matute
y Maria Domercq expertos mundiales en la funcién de la microglia y la sefalizacién puri-
nérgica (Zabala et al. 2018). La subunidad P2X5 es poco conocida y no entraré en detalles.

2.2-c El receptor P2X6. Mi homenaje a Don Santiago Ramén y Cajal

La subunidad P2X6 ha sido dificil de asignar a una funcién fisioldgica especifica y por lo
tanto largo tiempo ignorada. Ahora resurge con una potencialidad inesperada debido a su
presencia en el niicleo celular. Descubrimiento realizado por nuestro grupo (Diaz-Herndn-
dez, et al. 2015). Cada vez son mds los enzimas, receptores, ademds de los cldsicos factores
transcripcionales, los que viajan al nicleo para efectuar regulaciones precisas en las fun-
ciones celulares. También, trabajos recientes de nuestro grupo, demostraron de qué modo
alcanzaba el receptor P2X6 el interior del nicleo y su presencia aparentemente desorgani-
zada en las células neurales inmaduras, ya sean embrionarias o producto de la neurogénesis
adulta. La presencia del P2X6 con una distribucién cuasi- geométrica ocurre cuando las
células neurales alcanzan su madurez, ya sea de un cultivo de células embrionarias del hipo-
campo del embrién de ratén, o de las células madre ependimales de la medula espinal, en la
reparacién medular) En todas ellas el P2X6 localiza en el nicleo de la célula y ahi la funcién
que por el momento hemos demostrado es su capacidad para interaccionar con factores de
procesamiento en el espliccosoma. El factor de splicing 3A1, es la diana a la que se une el
receptor y le abre las puertas al control del procesamiento de los RNAm de modo especifico
en las células nerviosas, conforme avanza su maduracién (Figura 1) (Diaz- Herndndez, et

al. 2015; Gémez-Villafuertes et al. 2015).

2.2-d ;Existe alguna relacién entre el receptor P2X6 y los corpiisculos nucleares, de-
nominados cuerpos de Cajal (Cajal Bodies)?

Hace mds de 100 anos Cajal en preparaciones de fetos de abortos espontdneos, o en nifios
fallecidos a muy tierna edad (1-5 meses) realizé una serie de estudios de la morfologfa de las
neuronas, posteriormente también en otros mamiferos de muy corta edad. Observé que las
neuronas jévenes tenfan un nucleo hipertréfico, con unos nucléolos también prominentes,
lo asoci6 a la gran actividad de la neurona que necesita generar un gran niimero de protei-
nas y diversas en muy corto tiempo y dar lugar a un sistema nervioso funcional maduro.
En (1903) Cajal identificé dentro del ntcleo otros cuerpos esféricos mediante la tincién
de plata, a los que denominé Corpusculos nucleares asociados al nucléolo (Ramén y Cajal
1903). Estos increibles trabajos los publicé Cajal como parte de una modestisima revista
dedicada a las pricticas de los alumnos, titulado: “Un sencillo método de coloracién del reti-
culo protopldsmico y sus efectos en los diversos centros nerviosos de vertebrados e invertebrados.

Trab Lab Inv Biol Univ Madr 1903; 2:129-221".
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Cuando se cumplieron los cien afios del descubrimiento de Cajal se realizaron una serie
de homenajes y se puso al dia el conocimiento de la estructura y funcién de esas formacio-
nes (Gall JG. 20; Gall JG 2003), uno de cuyos titulos era 7he centennial of the Cajal body y
fue publicado en la prestigiosa revista Nat Rev Mol Cell Biol.

Actualmente, 116 afios mds tarde, en 2019, con el estudio del procesamiento de los
pre-RNA en los RNA-mensajeros maduros en el espliceosoma y lo que se denomina actual-
mente el genoma en 3D, nos damos cuenta de la excepcional relevancia de los cuerpos de
Cajal. No todas las células presentan en su ntcleo los cuerpos de Cajal. En humanos estin
presentes en células embrionarias, fetales y en neuronas adultas, también en células cance-
rosas, estando ausentes de muchas células que han alcanzado su plena diferenciacién en los
tejidos (Pena et al. 2001; Trinkle-Mulcahy L, & Sleeman J.E (2017). El genoma humano
no estd ordenado al azar, la funcién nuclear precisa depende de ello. Se ha sugerido que
estas estructuras retinen a genes que deben de expresarse simultdneamente en un momento
en que se requiere una alta actividad transcripcional, necesitando que los genes a transcribir
estén fisicamente préximos a los cuerpos de Cajal.

Los cuerpos de Cajal contienen diversos componentes, incluso diversos tipos de RNA
y entre otras la proteina Coilina. Si expresamos un mutante de esta proteina, el efecto se
traduce en un anémalo funcionamiento de las RNA polimerasas I y 11, y del espliceosoma.
Los cuerpos de Cajal no tienen una estructura rigida en su composicién, y pueden asociarse
con otras estructuras nucleares, parece pues un elemento mds de mantenimiento de las es-
tructura ribonucleoproteicas, mostrando una estrecha relacién con el espliceosoma, que al
final es el sistema empleado para procesar los RNAm en el niicleo de los eucariotas. El man-
tenimiento de la distribucién espacio temporal del nicleo celular es crucial en la funcién
eficiente del genoma, que necesita programar cada tipo de célula, su etapa de desarrollo y
su estado metabdlico. Se forman entonces territorios cromosomales que forman compar-
timentos sin necesidad de membranas y donde todo parece regirse por las interacciones
proteinas-RNA, en la interfase. Claro estd que las neuronas una vez alcanzada su etapa final
en el desarrollo y el fenotipo asociado, estabiliza los dominios cromosomales, colocando
los que no van a ser transcritos, préximos a la periferia de la envoltura nuclear y dejando
expedito el espacio asociado al poro nuclear para agilizar el trdnsito entre la zona central del
nucleo y la zona citosélica perinuclear (Sawyer IA et al. 2016; 2017)

Un 4rea objeto de debate es la posible asociaciéon de la telomerasa, que podemos con-
siderar también como una particula de naturaleza ribonucleo-proteica con los cuerpos de
Cajal, ya que ambas son proteinas que contienen RNA asociados y funcionales, al igual
que el espliceosoma. En el 2012, Stern y su grupo descubrieron que la telomerasa para
ser funcional requiere una proteina especifica la TCAB1 y los cuerpos de Cajal, de modo
independiente (Stern et al. 2012; Maida Y & Masutomi K. (2015).

En la figura 1 podemos observar como es la distribucién nuclear del P2X6 en células
embrionarias, neuronas mds maduras y células madre ependimarias que son inducidas

tras la lesién traumdrica de la medula espinal. Ciertamente que hay un gran paralelis-
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mo entre su distribucién y los cuerpos de Cajal. Ahadiendo que tienen una funcién de
interaccién con las proteinas y las particulas ribonucleoprotéicas del espliceosoma, exac-
tamente con el factor de splicing 3A1 (Diaz-Herndndez, et al. 2015; Gémez-Villafuertes
et al. 2015). El mundo del RNA estd de plena actualidad, los receptores de nucleétidos,
concretamente el P2X6, estdn de lleno en esa dindmica, pero sobre todo el gran universo
construido por Cajal, dista mucho de ser agotado. Sirva este epigrafe para rendirle ho-
menaje.

2.2-¢ El receptor P2X7

La subunidad P2X7 fue la dltima en ser clonada, después de muchos intentos fallidos,
su interés residia en que era muy abundante en macréfagos y relacionada con la funcién
del sistema inmune. Actualmente se asocia con todo tipo de lesiones e inflamaciones,

Y > /P2X6/ DA

P2X6-Hipocampo de ratén 2 meses de edad GD 7 meses de edad

Figura 1. Localizacion del receptor P2X6 en el nlcleo de las neuronas e hipocampo en
funcién del tiempo.

Panel superior. Cultivo primario de neuronas de hipocampo embrionarias, a la izquierda a
los 6 dias y a la derecha a los dieciocho dias. Marcadas para citoesqueleto neural verde,
nucleos con DAPI en azul y P2X6 en color rojo. La presencia nuclear aumenta con la edad.
Panel inferior.- Presencia del receptor P2X6 en el cerebro de ratén con la edad. Observar
el cambio marcaje inmunohistoquimico del hipocampo y sobre todo del giro Dentado.
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ya sea en el sistema vascular, el tejido dseo o el sistema nervioso, donde se relaciona con
enfermedades neurodegenerativas en el caso de la enfermedad de Alzheimer. Son muy
abundantes en células neurales, demostrado en neuronas de hipocampo y granulares en
cultivo (Ledn et al. 20065 2007-a; 2007-b; Ortega et al. 2009; 2010). Nuestro grupo de
investigacién descubrié la presencia del receptor P2X7 en astrocitos, siendo el primer
receptor ionotrépico P2X descubierto en este tipo de células (Carrasquero et al. 2009;
Salas et al.2013).

El P2X7 se expresa en neuronas en cultivo. Algunas de las lineas celulares utilizadas
como modelo, también lo expresan conjuntamente con la proteina precursora de amiloide,
APP. El procesamiento de esta proteina puede realizarse preferentemente hacia la produc-
ci6n del péptido amiloidogenico AB-42, o hacia otro mds pequefio que no forma agregados
y es por lo tanto no-amiloidogenico. Es importante destacar que la sefalizacién celular a
través de los receptores P2Y2, reduce la produccién del péptido amiloidogénico, AB-42,
mientras que si el receptor mds activo es el P2X7, la balanza del procesamiento se desplaza
hacia el incremento amiloidogénico (Ledn-Otegui M. et al. 2011). Este descubrimiento
fue corroborado en modelos transgénicos de ratones J20 con mutaciones de la proteina
precursora de amiloide, APP, presentes en los portadores familiares de la enfermedad hu-
mana, el antagonista BBG, del receptor P2X7 ha resultado eficaz para reducir las placas de
amiloide iz vivo.

Sefialar, como anécdota, que el BBG es un colorante azul, autorizado en alimentacién
humana desde 1920 y que estd en todas las piruletas, y dulces de color azul y en las bebi-
das refrescantes de amplisimo consumo. Volviendo a la formacién del péptido amiloideo,
para ambos receptores sus cascadas de sefalizacidn convergen en el enzima GSK-3 que es
un cruce de caminos para la regulacién del metabolismo, las sefiales nucleares de facto-
res de transcripcién y la sintesis de elementos del citoesqueleto y mantenimiento celular
(Diaz-Hernédndez et al. 2012; Miras-Portugal et al. 2015). Las subunidades P2X7 forman
homotrimeros y son una de las dianas farmacoldgicas que mds recursos capta de las grandes
companfas farmacéuticas. Recientemente, el descubrimiento de un microRNA en sangre,
capaz de actuar sobre el RNAm del P2X7 y bloquear su expresion en diversas células, ha
atraido la atencién de los investigadores en biomedicina. El modelo en donde se descubrié
fue en el de la epilepsia experimental, pudiendo este micro RNA controlar y reducir los
focos epilépticos en el hipocampo. Se ha abierto con este hallazgo un nuevo modo de te-
rapia, e incrementado, ain mds, el interés de la companfas farmacéuticas por este receptor
(Jiménez-Mateos et al. 2015).

De este receptor, P2X7, hablaremos ampliamente al originar los mapas cerebrales con
ratones genéticamente modificados. En este caso el ratén porta una construccion con gen
reportero fluorescente ( E-GFP) unido al promotor del receptor P2X7 que fue amablemen-
te cedido por Jeff Litchman de la Universidad de Harvard del proyecto Brain Connecto-
mics a través de Maiken Nedergaard de la Universidad de Rochester USA.
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2.2-f Origen de los receptores P2X y P2Y

Una vez que hemos descrito ampliamente la naturaleza y funciones conocidas de los recep-
tores P2X y P2Y de mamiferos, resulta un poco fuera de lugar hablar del origen de estos
receptores. La razén de este orden es debida la gran variedad y funciones de los receptores
P2X y P2Y en los mamiferos y de que fueron los originariamente estudiados. La curiosidad
por la existencia de otros genes homélogos y su evolucién, fomenté el estudio de su anti-
giiedad filogenética y las funciones que realizan en otros organismos. Estudio que, aunque
intenso, es todavia incompleto.

En 2009 los profesores Burnstock y Verkhratsky, en el University College de Londres,
publicaron una revisién inicial compilatoria que tenia por titulo: Evolutionary origins of
the purinergic signalling system. Este articulo recogfa todo el conocimiento hasta aquel mo-
mento. Constataron la abundante presencia, mediante analogfa de secuencias, de recep-
tores tanto P2Y como P2X, y su capacidad de respuesta fisiolégica frente a muy diversos
compuestos de naturaleza purinérgica o pirimidinérgica, ya fuera en forma de nucleédsidos,
o nucleétidos, mono-, di-, o trifosfato. Los receptores andlogos a los P2X, ionotrdépicos
fueron aparentemente los primeros que aparecen durante la evolucién. Lo que en aquel
momento no era tan esperable.

Los dendrogramas filogenéticos de los P2X fueron recogidos ese mismo afo por Foun-
tain and Burnstock (2009) en un interesante articulo titulado “An evolutionary history of
P2X receptors”, y por Fountain SJ, (2013) titulado: “Primitive ATP-activated P2X receptors:
discovery, function and pharmacology”. Los datos principales recogidos inciden en que los re-
ceptores P2X se encuentran en todas las especies de vertebrados, lo que también confirman
los andlisis genédmicos. Una similar situacién se da en los invertebrados marinos estudiados,
desde la anémona (Nematostella vectensis), a los moluscos (Lottia gigantean) y el erizo de
mar (Strongylocentrotus pururatus). Su funcién es similar a la realizada en los vertebrados, es
decir, el control neural de sus musculos. Sorprendentemente no han sido encontrados en
el gusano nematodo (Caenorhabditis elegans), ni en la mosca del vinagre (Drosophila mela-
nogaster) y con la ayuda de la bioinformdtica han comprobado que no existe, en todos los
insectos estudiados, semejanza alguna con los receptores P2X. La bisqueda de un grupo de
receptores capaces de responder como ionotrépicos al ATP, en los insectos, se sigue buscan-
do y posiblemente sea muy diferente desde el punto de vista estructural.

La sefial del ATP en los seres vivos emerge en el albor de la aparicién de las primeras
células, posiblemente como una senal de peligro, indicando una rotura o destruccién celu-
lar. La capacidad de controlar la liberacién de nucleétidos de modo cuantal por exocitosis
vesicular, o a través de hemicanales, como las panexinas, conexinas o transportadores ABC,
junto con la degradacién por enzimas extracelulares, como las ecto-nucleotidasas, permi-
tieron una gran versatilidad de la sefalizacién purinérgica y la gran abundancia y funciones
en tejidos y células, sobre todo en el sistema nervioso, que es lo que nos interesa en este
discurso (Burnstock, and Verkhratsky (2012); Verkhratsky A, Burnstock G. (2014)).

19


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19222398
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19222398
https://link.springer.com/search?facet-creator=%22Geoffrey+Burnstock%22
https://link.springer.com/search?facet-creator=%22Alexei+Verkhratsky%22

20



3. EL ATP COMO NEUROTRANSMISOR: ¢<EN QUE CONSISTE LA
CO-TRANSMISION?

El ATP extracelular y otros nucleétidos andlogos realizan funciones como neurotransmi-
sores y neuromoduladores en el Sistema Nervioso, a través de receptores que ya hemos
definido en el epigrafe anterior como P2X y P2Y. Los criterios para ser un neurotransmisor,
exigfan:

A) sualmacenamiento en vesiculas neurosecretoras en zonas presindpticas, para lo cual era
necesario un transportador.

B) una liberacién de naturaleza cuantal que necesitaba un estimulo, dependiente de cal-
cio, y por lo tanto exocitdtica.

C) unsistema de degradacién, si no era una molécula sencilla, en este caso las ecto-nucleo-
tidasas.

D) Un transportador de los metabolitos originados en el espacio sindptico o perisindptico
incluyendo los astrocitos, en este caso el transporte por la membrana plasmdtica de los
fosfatos libres y el nucledsido adenosina.

Haré una referencia explicita al transporte de adenosina por su relevancia, ya que no
hablaremos en extenso posteriormente. El transporte de adenosina a través de la membra-
na plasmdtica ha sido estudiado ampliamente, es muy abundante en todas las células de
mamifero, sobre todo en las células neurales, su expresién estd regulada por hormonas tiroi-
deas, relaciondndolo con el desarrollo y maduracién cerebral (Fideu D, et al. 1994). Desde
entonces se han hecho muchos descubrimientos y hoy en dia conocemos que es efectuado
por dos grandes familias de transportadores. La familia SLC29 es de transportadores equi-
librativos ENT1 y ENT2, ENT3 y ENT4 (Sen RD et al. 1998). La familia SLC28 es de
transportadores concentrativos y necesitan la energia del gradiente de Na* para transportar
al interior de las células, consta de 4 miembros: N1, N2, N3 y N4, y tienen muy variadas
afinidades por los diversos nucledtidos y bases. Son muy relevantes, no solamente por su
importancia fisioldgica y metabdlica, sino también por ser necesarios para transportar los
andlogos de nucleésidos y bases, empleados en el tratamiento del cdncer (Sen RP. et al.
1998; Pastor-Anglada M, Perez-Torras S. 2015). Los transportadores mds antiguos son los
concentrativos SLC28, ampliamente distribuidos desde las bacterias, a todos los eucario-
tas, exceptuando las plantas. La familia SLC29 es un poco mds reciente, aunque es la mds
extendida entre los eucariotas.

Previo al estudio del almacenamiento vesicular del ATP, es necesario aclarar que su li-
beracién es fundamentalmente un proceso exocitético, cuantal en la zona sindptica (Gutie-
rrez-Martin et al., 2011). Este proceso se produce igualmente en las células neuroendocri-
nas, las cromafines de la medula adrenal, las células de la hipéfisis, etc. No obstante en otros
tipos de células, sobre todo epiteliales o endoteliales, el ATP puede ser liberado por rotura
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celular, o por sucesos fisioldgicos mds habituales, como el latido cardiaco. Cuya presion, re-
petitiva y ritmica, sobre las células del endotelio vascular humano, induce la salida a través
de las conexinas o panexinas del ATP, sin excluir la salida vesicular de diversas estructuras
citosélicas subcelulares (Baroja-Mazo et al., 2013). El ATP liberado, actia entonces como
un vasodilatador pues es un agonista del receptor P2X4, que a su vez activa la formacién
de 6xido nitrico al inducir la entrada de calcio en las células de los endotelios vasculares,
tapizantes de los vasos sanguineos (Yamamoto K. et al. 2000).

3.1. El transportador vesicular de nucleétidos (VNUT)

El transportador vesicular de nucledtidos (VNUT) fue el tltimo de los transportadores
vesiculares de neurotransmisores en ser identificado y clonado. En el ano 2008 el grupo
de Moriyama en Japén lo identificé como el producto del gen SLCI749 (Sawada et al.,
2008). Era miembro de la gran familia de transportadores de compuestos solubles y en
este caso de la subfamilia que transporta productos aniénicos que recibe el niimero 17
(SLC17). Esta familia contiene, entre otros transportadores vesiculares, las tres isoformas
del transportador vesicular de glutamato (VGLUT1, VGLUT2 and VGLUT3). Hasta el
afio 2008 se defendia fervientemente la liberacién no exocitética del ATP via hemicanales
de la membrana plasmdtica (Panexinas o conexinas), desde ese momento la sefalizacién
por nucledtidos en el sistema nervioso y endocrino ha sufrido un cambio radical en su
concepto. Moriyama lo reivindica en un articulo de 2017 que lleva por titulo: Vesicular
nucleotide transporter (VNUT): appearance of an actress on the stage of purinergic signaling. El
transportador vesicular de nucleétidos (VNUT): aparicién de un actor en la escena de la
sefalizacién purinérgica (Moriyama et al. 2017).

El transportador vesicular de nucledtidos tiene poca selectividad, lo que se explica por
la cinética mnemdnica que presenta, siendo asi capaz de transportar todo tipo de nucleéti-
dos, trifosfato, difosfato o monofosfato, incluidos los diadenosina polifosfatos (ApnA), que
fueron descubiertos por nuestro grupo en 1988 y son los mejores agonistas fisioldgicos del
receptor P2X1 y P2X3 (Rodriguez del Castillo et al. 1988; Pintor el al 1992¢; Gualix et al.,
1996; 19975 1999a; 1999b).

Hasta la fecha, se han identificado diez transportadores vesiculares de neurotransmi-
sores, VNTs, que se han clasificado en tres subclases en funcién de la similitud de sus se-
cuencias aminoacidicas y la especificidad de sustrato: las familias SLC17, SLC18 y SLC32,
responsables de la acumulacién de transmisores anidnicos, catidénicos y neutros, respecti-
vamente. La familia SLC17 incluye las tres isoformas del transportador vesicular de gluta-
mato (VGLUT, del inglés Vesicular Glutamate Transporter), como he citado anteriormente,
el transportador vesicular de aminodcidos excitatorios/sialina (VEAT, del inglés Vesicular
Excitatory Amino Acid Transporter) y el transportador vesicular de nucleétidos (VNUT,
del inglés Vesicular Nucleotide Transporter). Ademds de estos transportadores vesiculares de
neurotransmisores, cuatro transportadores de fosfato dependientes de Na* (NPT1, NPT3,
NPT4 y homdlogo NPT) se incluyen también dentro de esta familia (Anne and Gasnier
2014).
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En humanos el gen SLC17A9 se localiza en el cromosoma 20 y contiene 14 exones y
13 intrones. Muestra una homologia de secuencia de aminodcidos de la proteina entre el
23-29% de identidad y un 41-48% de similitud con otros miembros de la familia SLC17
(Sawada et al. 2008). En el reino animal, incluyendo vertebrados, insectos, ascidias, hidras
y nematodos aparecen ampliamente distribuidas secuencias ortélogas. En los VNUT de
mamifero, la mayor variabilidad se da en la secuencia de aminodcidos de la regién amino
terminal, mientras que las regiones restantes, en particular las regiones transmembrana,
estdn mas conservadas (83% de identidad). Es interesante destacar el efecto inhibitorio
del acetoacetato sobre el VNUT, que plantea la posibilidad de que la neurotransmisién
purinérgica pueda ser controlada por los cuerpos ceténicos, lo que aportarfa un dato rele-
vante para comprender la diabetes no controlada. En el caso del glioxilato, un metabolito
de la glicina, se ha descrito recientemente como un inhibidor selectivo de VNUT, lo que
también ayudarfa a comprender el efecto toxico descrito para un exceso de alimentacién
con coldgeno. Mds recientemente se han descrito los bisfosfonatos, que se emplean en el
tratamiento de la osteoporosis, como potentes moduladores alostéricos del transportador
VNUT, con un mecanismo similar, es decir se unen al sitio regulador al que se une el Cl.
En esta familia de los bisfosfonatos, el clodronato es el que inhibe mds selectivamente el
transportador y ya ha sido empleado con éxito en el tratamiento del dolor neuropdtico

(Hiasa et al. 2014; Kato et al. 2017; Moriyama and Nomura, 2018).

3.2. Vias purinérgicas y aminérgias cerebrales. Co-transmision

Cuando el grupo sueco de Kell Fuxe y Annica Dahlstrom, en la década de los 60 del pasado
siglo, utilizando las técnicas de tincién de Falck e Hillarp, posteriormente combinadas con
inmunohistoquimica, fueron capaces de resolver la localizacion cerebral de las monoaminas,
(noradrenalina, dopamina y serotonina) y también de la acetilcolina, abrieron una ventana al
horizonte de la comprensién del funcionamiento cerebral y de la farmacologia (para revisién
Fuxe et al. 2010). Resulta sorprendente que Cajal en su discurso de Premio Nobel en la Aca-
demia Sueca, después de mostrar su deslumbrante trabajo anatémico, dejara constancia de lo
que vendria en el futuro: “Con el tiempo, nuevas técnicas descubrirdn algiin proceso de coloracion
capaz de revelar nuevas y mds intimas conexiones entre las newronas” (Ramén y Cajal, 1906). Lo
veremos llevado a su zenit en los estudios del conectoma humano.

3.2-a Los transportadores vesiculares de catecolaminas y serotonina.

La presencia y co-almacenamiento de ATP y otros nucledtidos con acetilcolina, las cateco-
laminas o serotonina era conocido desde los primeros estudios realizados en los granulos
cromafines de la medula adrenal que acumulan la adrenalina y noradrenalina; las vesiculas
de la unién neuromuscular que acumulan acetilcolina y las plaquetas que acumulan sero-
tonina, mds tarde (revisiones de: Winkler and Westhead, 1980; Volknandt and Zimmer-
mann, 1986).

Actualmente, podemos considerar los mapas cerebrales de las catecolaminas, seroto-
nina y acetilcolina, como vias de sefializacién del ATT, que es co-liberado conjuntamente
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en la zona presindptica. Para esa co-liberacién se necesita que las vesiculas de secrecién
contengan los dos transportadores especificos, uno el del ATP y otro el de la amina, o
acetilcolina, correspondiente. El primer transportador vesicular clonado fue el de las
catecolaminas, en su forma VMAT'1 que, como todos, pertenece a los transportadores de
soluto, concretamente a la familia SLC18A1, y se identificé y cloné en 1993 por el grupo
de Lee Eiden en los Institutos de la Salud de Maryland, concretamente en el de Salud
Mental (Erickson JD, Eiden LE 1993). Posteriormente se cloné el VMAT2 (SLC18A2),
que muestra escasa selectividad por las diferentes monoaminas, siendo absolutamente
promiscuo, con casi idénticas propiedades al VMAT, pero con una expresién muy di-
ferente, ya que es el mds abundante, sobre todo en cerebro (para revisién Schiitz B. et

al. 1998).

Figura 2. Presencia del transportador vesicular de nucleétidos (VNUT) en los nucleos del
rafe localizados en la protuberancia, bajo el cerebelo, que son de naturaleza serotonérgica.
A. 4X se observan los nlcleos marcados. B. 40 X dan una idea de la complejidad y defini-
cion del transportador de nucleétido esencial para la co-liberacion del ATP y la serotonina
en las células magnocelularis. C. Presencia del transportador vesicular de nucledtidos en un
cultivo de células neurales tumorales N2a. Nucleos en azul con DAPI, demuestran que es
una neurona joven recién dividida, VNUT revelado en rojo por inmunohistoquimica y sinap-
tofisina como marcador neuronal de vesiculas sinapticas en verde.

24



Podemos considerar las vias aminérgicas cerebrales como vias mixtas, también purinér-
gicas, con sefalizaciones complejas al liberar conjuntamente dos neurotransmisores uno
el ATP de modo obligatorio y acompanando alguna de las aminas o la acetilcolina. Esto
estd muy alejado del principio de Dale, cuyo enunciado era: Una neurona solamente puede
liberar un tipo de neurotransmisor. Fue un planteamiento simplista, pero muy eficaz para ir
estudiando poco a poco los neurotransmisores que se descubrian y su actividad fisiolégica
y el desarrollo de los primeros farmacos. El conocimiento actual contradice totalmente
este principio, e incluso las vesiculas de secrecién que contienen hormonas de naturaleza
peptidica, como el pdncreas endocrino, insulina y glucagén, las localizadas en las células
de la hipéfisis y neurohipéfisis, asi como en las neuronas cerebrales peptidérgicas, contie-
nen ATP y la presencia del transportador vesicular, VNUT, en todas ellas. Como e¢jemplo
ilustrativo se muestra el marcaje, con los anticuerpos del VNUT, de las células correspon-
dientes al 7afe magnus en un corte sagital de cerebro de ratdn a nivel del cerebro medio y
la protuberancia de ratén donde estdn los nicleos serotonérgicos principales, que contiene
serotonina. Se observan claramente las neuronas que ya habia observado Cajal y a las que
denominé: neuronas gigantes de proyecciones inciertas (figura 2).

Hoy dia disponemos de radioligandos para los transportadores vesiculares de monoa-
minas y de acetilcolina, lo que supone un gran adelanto para visualizar los diferentes siste-
mas y sus anomalias en el cerebro in vivo, mediante imagen de PET (Kilbourn MR, 2012;
Roy et al. 2016)

3.2-b El transportador vesicular de acetilcolina.

El transportador vesicular de acetilcolina, VAChT, (SLC18A3) fue identificado y poste-
riormente clonado a partir del érgano eléctrico del pez torpedo (Zorpedo Californica), fue
dificil de identificar, ya que su expresién estaba asociada con la del enzima de sintesis, la
colina-acetil transferasa (ChAT). Se demostré que era muy similar a un gen homdlogo
del nematodo C. elegans, (el unc-17), que muestra un 50 % de homologia de secuencia.
Posteriormente se comprobé que compartia un 43 % de homologfa, aproximadamente,
con los dos transportadores de monoaminas, el VMAT1 y VMAT?2, respectivamente el
SLC18AL1 y el SLC18A2. De hecho los tres son miembros de la misma familia SLC18A.
En este caso el transportador vesicular de Acetilcolina ha sido el tercero en ser descubierto.
Los anticuerpos contra este transportador marcan especificamente las terminales colinér-
gicas, tanto en el sistema nervioso central, como en la periferia (Roghani A, et al 1998).
Un inhibidor bien conocido de este transportador es el vesamicol (2-(4phenyl-1-piperidyl)
cyclohexan-1-ol) empleado para el estudio del sistema colinérgico y la fisiologfa de la neu-
rotransmisién colinérgica. Los compuestos empleados en PET para visualizar las vesiculas
y vias colinérgicas, han sido sintetizados a partir del vesamicol y han resultado muy utiles
para detectar alteraciones en enfermedades neurales y neurodegenerativas (Kilbourn MR,

2012; Roy et al. 2016).
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3.3. La liberacién conjunta del ATP y otros neurotransmisores
co-almacenados

El almacenamiento y la liberacién conjunta del ATP y las diversas aminas, plantea como
estdn organizadas estas zonas sindpticas y que tipo de distribuciones de los subtipos de
receptores estdn presentes. Ejemplos claros de estas sinapsis son las de la unién neuro-
muscular y sinapsis periféricas parasimpdticas, donde Acetilcolina y ATP actdan conjun-
tamente; las terminales simpdticas periféricas donde se libera conjuntamente el ATP y
la noradrenalina, uno de cuyos modelos mds estudiados ha sido el del vaso deferente de
los mamiferos.

3.3-a El modelo de estudio de la sinapsis colinérgica/ATP del érgano eléctrico del
Torpedo

En la unién neuromuscular y en las sinapsis parasimpdticas, tanto el ATP como la acetil-
colina tienen receptores ionotrépicos en la zona postsindptica, los P2X1 y P2X3 para el
ATP y los nicotinicos ionotrépicos para la acetilcolina, que son especificos para musculo
en su composicién de subunidades. Ambos tipos de receptores participan en la despo-
larizacién de la membrana muscular permitiendo la entrada de Na* los nicotinicosy la
mayor entrada de Ca®los P2X1-3. De este modo se libera el Ca**del reticulo sarcoplds-
mico y se produce la contraccién muscular. En la zona presindptica hay abundancia de
receptores metabotrépicos, los muscarinicos de acetilcolina y los P2Y metabotrépicos del
ATP. Pero hay una singularidad, también hay receptores ionotrépicos P2X1-3 en la zona
presindptica. Este hecho es especialmente relevante pues permite un circuito en el cual
el propio neurotransmisor liberado (el ATP), puede actuar de nuevo induciendo la exo-
citosis de mds componentes vesiculares. Sin olvidar otras funciones de regulacién, como
el reciclamiento de membranas y sefializacién retrograda hacia el nicleo, que entran de
lleno en el mantenimiento sindptico.

Cuando se analiza por cromatografia de alta resolucién (HPLC) el contenido de las
vesiculas del 6rgano eléctrico del pez torpedo se pueden identificar un gran ndmero de
nucleétidos, ATE, ADP, AMP, GTP, UTP y los Ap5A y Ap4A), lo que indica claramen-
te la capacidad del transportador vesicular de nucleétidos de almacenarlos (Pintor et al

19922a;1992c¢).

Para limpiar la hendidura sindptica existe un amplio nimero de enzimas, desde la
acetilcolinesterasa bien caracterizada a las fosfodiesterasas, que junto con la fosfatasa
alcalina no especifica de tejido, TNAP, etc... van a hidrolizar por completo todos los
nucledtidos hasta los respectivos nucledsidos (Mateo et al. 19965 1997-a; 1997-b). Estos
enzimas en neuronas en crecimiento o aisladas ejercen funciones necesarias para el cre-
cimiento y desarrollo axonal (Gomez-Villafuertes et al. 2014; Perez de Lara et al. 2018).
Veremos el alcance de este hecho al analizar las terminales sindpticas del sistema nervioso
central.
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3.3-b Co-transmision en el Sistema Nervioso Auténomo: el modelo de la sinapsis sim-
pitica del vaso deferente de mamiferos.

En la revisién del afio 2013, el Profesor Burnstock realizo un detallado andlisis de la sinap-
sis simpdtica del vaso deferente (ver revisiones G. Burnstock; Burnstock G, Verkhratsky A.
(2010). El empleo de muy diversas técnicas experimentales ha demostrado que el ATP es
un co-transmisor excitador en los nervios simpdticos postganglionares que inervan el mas-
culo liso, donde esta co-almacenado con la noradrenalina. La preparaciéon por excelencia
para estudiar el ATP como neurotransmisor fue la del vaso deferente. En la cual Burnstock
con su grupo fue capaz de demostrar que el ATP actuaba sobre un receptor ionotrépico,
que inducia la entrada de calcio, para despolarizar la membrana, y la activacién de la éxido
nitrico sintasa, producian NO, originando la vasodilatacién y la salida del esperma, mien-
tras que la noradrenalina actuaba a través de receptores metabotrdpicos, ejerciendo a través
de cascadas de senalizacién, una mera funcién moduladora. Este articulo de 1985 marca
un hito en la sefalizacién del ATP, pues es el primero en el cual se plantea la existencia de
dos tipos de receptores, con dos grandes familias, los metabotrépicos P2Y y los ionotré-
picos P2X. En esos experimentos quedo constancia de que el neurotransmisor poderoso y
dominante era el ATD, y la noradrenalina su ayudante (Burnstock G, Kennedy C.1985).

El modelo de vaso deferente, propicié la busqueda del receptor ionotrépico de ATT, al
que se denomind P2X1 (Valera et al 19994). También es un modelo muy empleado para
estudiar la re-inervacién simpdtica posterior a una vasectomia, o los efectos nocivos de la
diabetes, la hipertensién y el alcoholismo sobre la funcién sexual (Burnstock G, Verkhrats-
ky A. 2010).

En colaboraciones de nuestro grupo con el Profesor Burnstock, confirmamos la libe-
racién de los diadenosina polifosfatos y su efecto agonista a concentraciones nano molares
sobre el receptor P2X1, y el poderoso efecto antagonista de los Diinosina polifostatos (Ho-
yle et al.1995; Hoyle et al. 1997; King et al. 1999).

3.4. Receptores purinérgicos presindpticos en el Sistema Nervioso Central
y Co-transmision

Es obvio que el sistema nervioso central SNC es mucho mds complejo que el SN periféri-
co, por ello los primeros modelos de estudio fueron necesariamente en la periferia, por su
accesibilidad y posibilidades de experimentacién. Sabemos ya, que todas las vias centrales
aminérgicas y colinérgicas son igualmente vias purinérgicas, que suelen partir de nicleos
precisos localizados en el cerebro medio y la protuberancia, donde estdn localizados los
somas de las neuronas y desde ahi envian ramificaciones mds o menos abundantes y largas.

Para identificar las terminales sindpticas se utilizan los anticuerpos contra los trans-
portadores vesiculares, y también contra los receptores especificos de membrana para
conocer si ambos co-localizan. Lo que permite una diferenciacién muy precisa de di-
versos subtipos. Por ello mediante técnicas de video microscopia funcional en sefial de
calcio, tras estimulacién con diversos agonistas, se podia fijar el porta de la cdmara de
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perfusién con las terminales sindpticas adheridas, para proceder a la tincién por distin-
tos anticuerpos. De este modo se podia conocer la naturaleza de los neurotrasmisores
almacenados y por otro lado los tipos de receptores presindpticos a los que habian res-
pondido. Las posibles combinaciones son excesivamente abundantes y haremos una
seleccidn ilustrativa.

3.4-a Presencia de receptores P2X en la zona presindptica de terminales colinérgicos
y aminérgicos

Los primeros estudios en terminales sindpticas, analizadas independientemente, se realiza-
ron en preparaciones de cerebro medio de rata. Se procedi6 a su estimulacién en cdmara
de flujo, con ATP y diadenosina polifosfatos, una vez medida la sefial de calcio, mediante
video microscopia funcional. La tincién con anticuerpos y el marcador de vesiculas sindp-
ticas, la sinaptofisina, demostré que las terminales sindpticas que respondian a ATP y dia-
denosina polifosfatos tenian los receptores P2X1 y P2X3 (Diaz-Herndndez et al. 2001-a;
2001-b). Estudios similares demostraron que el receptor P2X7 es muy abundante en las
terminales sindpticas del cerebro medio y el cerebelo de rata, lo que a la larga se tradujo
en estudios con animales genéticamente modificados para tratar de profundizar y buscar
respuestas a ;Cudl podria ser su significado funcional? (Miras-Portugal et al. 2003). De he-
cho estos receptores P2X7 estdn muy incrementados en cantidad y funcién en los ratones
genéticamente modificados que llevan la mutacién familiar de Huntington condicional

(Diaz- Hernandez et al. 2009).

Las terminales aminérgicas de los ganglios basales, identificadas por el transpor-
tador vesicular de aminas, subtipo VMAT?2, después de efectuado el andlisis funcional de
respuesta a ATP y diadenosina polifosfatos, mediante video microscopia funcional, mues-
tran todas ellas una robusta respuesta y la presencia de receptores P2X heterogéneos (P2X3,
P2X7 etc.) (Giraldez et al. 2001).

Han sido las terminales colinérgicas cerebrales, aquellas en las que hemos encontrado
resultados mds relevantes. La primera razén es que ambos, el ATP y la Acetilcolina, tienen
receptores ionotrépicos tanto presindpticos como postsinapticos.

Las terminales colinérgicas responden a ATP en un 63% de la poblacién sinaptica,
inducen la liberacién de acetilcolina y la mayoria de ellas también responden a la nicotina.
Cuando se analizan los tipos de receptores presentes, los estudios inmunolégicos confirman
la presencia de receptores P2X3 y de las subunidades alfa-4 y alfa-7 nicotinicas, en la mis-
ma terminal, entre otras muchas posibilidades, dada la gran variacién de subunidades del
receptor nicotinico (Dfaz-Herndndez M, et al. 2004; 2006). Los receptores nicotinicos y
P2X interaccionan entre si y lo hacen a través de la sefial de calcio mediante el enzima cal-
cio calmodulina quinasa II, CaCMKII, reguldndose mutuamente (Diaz-Herndndez et al.
2006). Recientemente en el hipocampo también se ha confirmado la interaccién funcional
entre los receptores P2X1-3 con los nicotinicos conteniendo la subunidad alfa-3 en la zona

presindptica (Rodrigues R], et al. 2016).
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Al nivel del sistema nervioso central, podemos confirmar que en las terminales sindpti-
cas colinérgicas y aminérgicas, se libera también ATP, que puede actuar a nivel presindptico
sobre receptores ionotrépicos, siendo los mds abundantes el P2X1 y el P2X3, sobre todo
en el cerebro del mamifero adulto y en situaciones fisioldgicas. La abundante presencia del
receptor P2X7 suele asociarse con eventos mds complejos en situaciones tanto fisiolégicas
como patoldgicas (Diaz-Herndndez M, et al. 2008; 2009; 2011). Volveremos sobre este
aspecto en préximos epigrafes.

3.4-b Sinapsis glutamatérgicos y GABAérgicas estimulacién por receptores P2X. Neu-
ronas granulares: ;Se almacenan conjuntamente el ATP y el glutamato?

Las sinapsis glutamatérgicas centrales son identificadas mediante anticuerpos contra el
transportador vesicular del glutamato, VGLUT, generalmente utilizamos el anticuerpo del
subtipo VGT1, por ser el mds abundante. Estas terminales, en preparaciones sinaptosoma-
les, responden al ATP y ApnA, con sefales de calcio, que ademds inducen la liberacién del
glutamato (Gualix J, et al. 2003).

Estudios en terminales GABAérgicas identificados por la presencia del transportador
vesicular de GABA, hay abundante presencia de los receptores P2X1 y P2X3, capaces de
inducir la secrecién de GABA. Estas terminales contienen a su vez receptores metabotr4-
picos del tipo GABA-B que median una potenciacién presindptica de los receptores P2X
ionotrépicos de ATP muy acusada (Gomez-Villafuertes et al. 2001; 2003).

Se ha discutido durante mucho tiempo el almacenamiento de ATP y glutamato en las
mismas vesiculas. Para dar una respuesta a este problema se necesita un modelo de estudio
mds complejo. Optamos por las neuronas granulares del cerebelo, que son de naturaleza
glutamatérgica, pues tenfamos una dilatada experiencia en su cultivo. Estas células esti-
muladas con glutamato liberan ATP exocitoticamente, pues se necesita calcio. En el otro
sentido, cuando la estimulacién se produce con ATP 6 benzoil-ATD, un agonista sintético
del receptor P2X7, se libera glutamato también mediante exocitosis dependiente de calcio
(Le6n D. et al. 2007-a; 2007-b). Aunque, la importante pregunta de si estaban conjunta-
mente almacenados, en las mismas vesiculas, seguia sin respuesta.

No fue hasta el afio 2008, cuando Moriyama identifica y clona el transportador ve-
sicular de ATP, VNUT, que la pregunta podria plantearse, aunque la disponibilidad de
anticuerpos fiables retrasé los estudios. En la tesis doctoral de la Dra. Aida Menéndez,
realizada en nuestro departamento, hemos respondido a la pregunta realizando estudios
de inmunohistoquimica con anticuerpos contra el transportador vesicular de glutamato y
el de ATP, VGLUT y VNUT, visualizando mediante microscopia confocal. La respuesta
fue compleja, ya que, en las primeras etapas de formacién y desarrollo del cerebelo ambos
transportadores se localizan en las mismas vesiculas, pero conforme madura el cerebelo y las
neuronas granulares adoptaban su morfologia y localizacién cerebelosa, su distribucién era
cada vez mds precisa y diferenciada del otro. La propia maduracién de los cultivos de células
granulares de dfa P3- postnatal, procedian a la segregacion de los dos transportadores en
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diferentes vesiculas y con distribucién citosélica diferente. Asi pues, los dos transportadores
coexistian en la misma célula, el de VNUT disminuyendo y el VGLUT aumentando su
presencia con la maduracién en los dias de cultivo. Una situacién similar ocurre cuando
analizados cortes de cerebelo, con marcadores para ambos transportadores, al final del de-
sarrollo en el ratén de 1 mes, o del adulto las vesiculas marcadas con VGLUT se sittan
en la periferia y zonas presindptica, mientras que las vesiculas ATPérgicas, identificadas
por VNUT, tienen una mayor distribucion tanto en terminales, como es dendritas y sor-
prendentemente en vesiculas de naturaleza lisosomal, lo que indicarfa multiples funciones
para el ATP liberado y no solamente en la hendidura sindptica (Menéndez-Méndez A et
al. 2017). Es importante destacar su presencia en la glia de Bergman, que es la glia radial
en el cerebelo y que participa en la organizacién y distribucién de los elementos neurales
durante la neurogénesis.

La respuesta a la pregunta del enunciado de este epigrafe: Neuronas granulares: ;Se
almacenan conjuntamente el ATP y el glutamato? : La respuesta es muy clara cuando
el cerebro ha definido la identidad de sus neuronas y su funcidn, en este caso los dos
neurotransmisores estin completamente segregados, en sus respectivas vesiculas. Pero,
durante las etapas de formacién y desarrollo, se pasa por todo tipo de células poco diferen-
ciadas y que no han alcanzado todavia su fenotipo definitivo, en ese momento existe una
indefinicién transitoria.
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4. FUNCI()I\} DEL RECEPTOR P2X7 Y OTROS ACTORES EN LA
ELONGACION AXONAL EN EL DESARROLLO Y LESIONES

La abundante presencia del receptor P2X7 en terminales pre-sindpticas del cerebro de ma-
miferos, sobre todo en el cerebelo de mamiferos en los primeros dias post-natales, que es
cuando el cerebelo se desarrolla mds ampliamente, nos hacfa pensar en una funcién durante
el desarrollo y maduracién del cerebro y como se origina ese ingente y preciso cableado de
axones y sus conexiones.

Durante el desarrollo embrionario y fetal los axones llegan a su destino de modo
preciso. No olvidemos que Cajal postulaba la necesidad de la existencia de substancias
quimio-atractantes o quimiotrdficas, para alcanzar su destino. El profesor Marc Tes-
sier-Lavigne, actualmente Presidente de la Universidad de Stanford, uno de los grandes
investigadores en esta drea, confirmo y completd la hipdtesis de Cajal, demostrando que
no solamente se necesitan quimioatractantes, sino también substancias quimio repelen-
tes para guiar los grandes grupos de axones que conectan los diversos nucleos cerebrales
y de la medula espinal. En una fecha tan temprana como 1991, Tessier-Lavigne de-
muestra que la orientacidn de los axones in vitro responde a substancias quimiotréficas
de otras zonas cerebrales especificas, en combinacién con otras de naturaleza repelente
organizadoras de la direccién, algunas con nombres tan sugerentes como semaforinas etc
(Tessier-Lavigne and Placzek 1991; Colamarino and Tessier-Lavigne, 1995a, 1995b).
Desde entonces han sido muchos los trabajos de su grupo para comprender el cableado
axonal del sistema nervioso, entre ellos los axones largos de la medula espinal y la funcién
esencial que realizan dos factores, la Netrina 1 y el receptor del “Sonic Hedgehog” en el
ordenamiento de los axones y su perfecta distribucién en la linea media de la medula

(Wu et al. 2019).

Trabajos de nuestro grupo habian demostrado la presencia en terminales presindpticas
de un elevado niimero de receptores ionotrépicos, mds concretamente los ionotrépicos de
ATP, P2X, que tienen preferencia por permear el ion calcio frente al ion sodio, entre ellos el
P2X7 (Pintor et al. 1995¢; Diaz-Hernandez et al. 2002; 2006; Miras-Portugal et al. 2003).
La primera cuestién es si en neuronas aisladas estos receptores tienen también una loca-
lizacién topoldgica precisa y repetitiva en la compleja arquitectura neural, que nos pueda
orientar sobre su funcién. Para llevar a cabo el estudio sopesamos varios tipos de células
en cultivo, desde las lineas celulares neurales, como las del neuroblastoma N2a, que tienen
el inconveniente de su rdpida proliferacién, aunque resulto Gtil (Gomez-Villafuertes et al.
2009; 2014). El modelo las neuronas aisladas del hipocampo fetal, es dificil de realizar por
su pequefiisimo tamafo, pero tiene muchas ventajas, ya que es un cultivo primario, donde
las células neurales ya no se dividen y sufren cambios morfoldgicos acusados durante los
primeros dias en cultivo. Es en este modelo donde hemos podido analizar en detalle el
papel del P2X7 en el desarrollo, elongacién y ramificado de los incipientes conos de creci-
miento, as{ como la presencia de otros actores que modulan o potencian ese crecimiento
axonal (Diaz-Herndndez et al. 2008; del Puerto et al. 2012).
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Permitanme de nuevo que cite a Cajal, para ponernos en contexto, en un interesantisi-
mo articulo titulado: Cajal: Lessons on brain development (de Castro E et al. 2007), el autor
hace un recorrido por el trabajo de Cajal, de modo especial por el cono de crecimiento cuya
descripcidn publicé Cajal en dos articulos, uno de ellos en francés, en una revista de escasa
difusién cientifica, aunque desvelara algo tan novedoso que es considerado un tesoro uni-
versal, como la demostracién de la existencia de un cono de crecimiento (Ramén y Cajal
1890b; 1890c). Cajal realizd los estudios en la médula espinal de pollos de 3-4 dias de vida.
Lo de acudir a un modelo con animales aun inmaduros y con un cerebro en formacién,
fue uno de sus grandes aciertos, al evitar tejidos correosos, densos en cableado y dificiles
de interpretar y tefiir. En el modelo de las neuronas embrionarias de hipocampo en cultivo
hemos podido mimetizar los conos de crecimiento descritos por Cajal aumentando o dis-
minuyendo los niveles de ATP, o utilizando inhibidores, o enzimas que destruyen el ATP.
Sus dibujos cientificos fueron solamente superados cuando se dispuso de la microscopia
confocal, con anticuerpos marcados fluorescentes.

4.1. El cono de crecimiento: Mecanismos del P2X7, y de los receptores
P2Y1 y P2Y13.

La presencia de un elevado nimero de receptores P2X7 en la zona distal del cono de creci-
miento, nos hizo pensar que podria estar involucrado en el crecimiento del axén. Mediante
estudios de videomicroscopfa funcional se observa la entrada de calcio a las terminales,
de modo dosis dependiente, tanto con el ATP que es el agonista fisioldgico del recepror,
como con el agonista de sintesis Benzoil-ATP. La entrada de calcio es bloqueada por el
antagonista BBG, un colorante alimentario, conocido como azul brillante G. Actualmente
disponemos de una amplia variedad de antagonistas, competitivos, como el A-438079, que
es activo a concentraciones del rango nano molar, que también bloquea la entrada de calcio
mediada por el receptor P2X7 (figura 3).

La masiva entrada de calcio a través de estos receptores, que ademds no desensitizan,
cuando se estimula con el agonista fisiolégico, ATT, o con un anédlogo mds dificilmente
hidrolizable, como el benzoil-ATP, da como resultado una parada absoluta del crecimiento
axonal (Diaz-Herndndez et al. 2008). Nos causé sorpresa, pero ese mismo afio unos meses
después salié publicado un trabajo, segtin el cual la presencia de calcio abundante en el
cono de crecimiento produce la retraccién del axén (Yamada et al. 2008). La polimeriza-
cién y despolimerizacién del citoesqueleto de actina, es esencial para generar el movimien-
to ameboideo y crecimiento que al final resulta en el alargamiento del axén y el avance del
cono de crecimiento. En este modelo los incrementos de AMPc que controlan los enzimas
responsables de la plasticidad del citoesqueleto de actina, dependen de una adenilato ciclasa
tipo 5, (ACS5), propia de los tejidos neurales y localizada en la membrana plasmdtica del
cono de crecimiento, que es la tnica inhibida por calcio, que entra a raudales a través de la
activacion del P2X7 (del Puerto et al. 2012). Esta actividad es también modulada por los
receptores P2Y1, que a través de proteinas Gq, libera calcio el reticulo, y ayuda en su accién
al P2X7, mientras que el P2Y13 a través de Go, impide la salida de calcio del reticulo, obs-
taculizando la actividad de la adenilato ciclasa y obstaculiza al receptor P2X7.
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En experimentos de farmacologia cldsica, un cultivo de neuronas de hipocampo con-
trol, tienen unos axones y dendritas de determinado tamafio. En presencia de ATD la
longitud del ax6n disminuye y las dendritas disminuyen su arborizacién. Si afadimos un
antagonista del P2X7, ya sea el BBG, o el A-438079, la longitud del axén es mucho mayor
y la arborizacién dendritica absolutamente ramificada.

Actualmente este experimento de farmacologfa cldsica se puede sustituir por otro de
biologia Molecular. El bloqueo del receptor P2X7 mediante un RNA de interferencia dio
el mismo resultado, demostrando que tanto la farmacologia cldsica, como la molecular
coinciden en el resultado. El estudio de la sefalizacién en el cono axonico, demostrd que
el Calcio a través del receptor P2X7 activa toda una baterfa de enzimas, como son la calcio
calmodulina quinasa II, CaMKI], y la quinasa de adhesién focal, FAK, que impide la plas-
ticidad del citoesqueleto adherido a la membrana plasmadtica, entre otras muchas cascadas,
donde ya hemos citado la importancia del citoesqueleto de actina.

Neurona embrionaria en cultivo 10D
W eve, e En verde P2X7/ rojo tubulina

Figura 3. Los conos de crecimiento. A la izquierda dibujo de Cajal de la me-
dula de pollo de 3 dias de edad y a la derecha cono de crecimiento de neuro-
nas de hipocampo embrionario en cultivo. El receptor P2X7 en verde, puntea-
do solo en la zona terminal y la Beta-lll tubulina como marcador neural del axon.
Abajo. cono de crecimiento de una neurona , con diferenciacién inducida. En rojo la fosfa-
tasa alcalina no especifica de tejido, en verde la tubulina.

33



La idea que subyace a estos resultados, tal y como nosotros la interpretamos, es que el
receptor P2X7 se comporta como una “nariz molecular”. Si no hay AT extracelular en el
entorno sigue avanzando, pues no recibe la senal de calcio, que le indique que ha llegado a
su destino. Cuando alcanza la zona de sinapsis especifica donde se libera AT, La sefial de
calcio se hard patente y se frenara el crecimiento axonal para establecer una sinapsis fun-
cional. Este es uno de los eventos necesarios, en medio de otros muchos factores y senales.

Los resultados con una linea tumoral, el neuroblastoma N2a, permitio analizar en pro-
fundidad la cascada de la Ca2+/calmodulina-dependiente quinasa II que media la inhibi-
cién de la neurogénesis en este modelo. Se confirmé también que el P2X7 activo, impide la
diferenciacién de las neuronas y que el uso de antagonistas puede llevar a la diferenciacién
y formacién de axones, de gran longitud. En esta linea ademds se pudo analizar el funcio-
namiento del receptor P2X7 mediante electrofisiologfa, para estar absolutamente seguros
de que las propiedades correspondian al receptor P2X7 y no a otro similar (Gomez-Villa-
fuertes et al. 2009).

Este descubrimiento abre las puertas a paliar situaciones fisiopatoldgicas en donde el
crecimiento o el freno de los axones es necesario. Podriamos encontrar algiin modelo para
estudiar si también funciona in vive. Veremos que ocurre en un modelo de epilepsia.

4.2. P2X7 en la epilepsia por lesién del 16bulo temporal. El modelo del
raton transgénico, P2rx7-EGFP,

La expresién del receptor P2X7 estd controlado por el factor transcripcional Specificity Protein
1, SP1. Este factor estd implicado en funciones fisioldgicas y patoldgicas de procesos cere-
brales. El promotor del receptor murino del P2X7 contiene al menos cuatro sitios de unién
para el factor SP1, que estdn muy conservados en todos los mamiferos estudiados hasta el
momento. La mitramicina A, un antitumoral empleado en el tracamiento del cdncer, inhibe
la activacién transcripcional mediada por Sp1 y en consecuencia reduce los niveles endégenos
del receptor P2X7, tanto en neuronas corticales como astrocitos y lineas de neuroblastoma.

El modelo del ratén transgénico, P2rx7-EGFP, que expresa la proteina verde fluores-
cente bajo el control del promotor del P2rx7, es una herramienta que permite conocer
cémo se expresa este receptor durante el desarrollo y que sucede cuando ocurren lesiones
cerebrales. La Doctora Maiken Nedergaard nos cedié amablemente el ratén con el que he-
mos podido realizar estudios iz vivo de la regeneracién del hipocampo dafiado en el estatus
epilepticus experimental. Este ratén pertenece a la coleccidn de Jeff Lichtman, en la que se
marcaron los promotores de multiples genes para conocer su expresion en la etapa embrio-
naria, fetal y adulta. De estos ratones el mds conocido es el denominado como Brainbow,
ratén con cerebro arcoiris. Este es un ratén transgénico multicolor conseguido mediante
una estrategia de recombinacién estocastica de expresion entre varias proteinas fluores-
centes. El resultado fue un sorprendente marcaje de las neuronas del ratén con multiples
colores diferentes. En nuestro caso solamente querfamos el marcaje con un reportero para

un gen especifico, el P2X7 (figura 4).
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El ratén transgénico, P2rx7-EGFP, ha sido un poderoso aliado para conocer la impor-
tancia del P2X7 en el desarrollo cerebral y la total correlacién con el factor de transcrip-
cién Spl. (Garcia-Huerta et al., 2012; Gémez-Villafuertes et al., 2015). En un epigrafe
posterior veremos la importancia de este ratdn transgénico para comprender la evolucién
del P2X7 durante el periodo fetal y postnatal hasta maduracién total del cerebro de ratdn.

Las crisis prolongadas, conocidas como swtus epilepticus, (SE), constituyen una emer-
gencia neuroldgica que puede dafiar de modo irreversible el cerebro. El status epilepticus
se origina por un fallo de los mecanismos normales para finalizar los estados de crisis. La
inhibicién por acido gamma-amino butirico (GABA) y el anticonvulsivante benzodiace-
pina son frecuentemente completamente ineficaces. El SE experimental se puede inducir
mediante una inyeccién de 4dcido kainico intra- amigdala en el ratén, la amigdala tiene
conexién con el hipocampo, con lo cual no es una lesién directa y podremos observar y
comparar la evolucién del estado epiléptico en cada uno de los hipocampos del hemisferio
derecho o izquierdo. En este modelo se incrementan selectivamente los niveles hipocam-
pales del receptor P2X7, comparado con los otros receptores. Si usamos el ratén transgé-

Raton transgénico P2rx7-EGFP/ modelo para conocer la
funcion especifica de un tGnico gen en el sistema nervioso

GENSAT Project (Cedido por. M. Nedergaard y J. Lichtman)

Promotor P2rx7 iﬁ ig

\ J
i

-85 kb

Ratén recién nacido

Cerebelo Corteza

. . -I-ll:'c}camm0

Figura 4. Ratén transgénico P2rx/-EGFP para conocer la funcién especifica de un Unico
gen en el sistema nervioso. Pertenece al proyecto GENSAT y expresa la proteina verde
fluorescente bajo el control del promotor del P2X7. Al nacimiento estén intensamente mar-
cados, obsérvese el cerebro y los nervios periféricos, asi como el corazén. Al nacimiento,
el cerebelo y el hipocampo son dos de las zonas mas marcadas.
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nico del P2X7 con el reportero de la proteina verde fluorescente, podemos identificar a
las neuronas del giro dentado del hipocampo, en el hemisferio ipsilateral, como la mayor
poblacién de células que estdn transcribiendo el receptor P2X7 cuando se desarrolla el SE.
El pretratamiento del ratén con una microinyeccion intracerebroventricular del antago-
nista del P2X7 A438079, reduce la duracién de la crisis a menos de la mitad de tiempo y
la mitad de muerte neural, el BBG también es eficaz. La inyeccién conjunta de lorazepan
con el A438079 finaliza con el estatus epiléptico. Estos resultados son muy prometedores
para desarrollar una nueva clase de firmacos antiepilépticos (Engel T. et al. 2012; Jimenez-
Pacheco et al. 2013) (figura 5).

Recientemente los micro-RNA han entrado a formar parte de las posibilidades de la
farmacologfa. En relacién con el P2X7, cuyos niveles se incrementan en la epilepsia expe-
rimental, desconocemos los mecanismos exactos que controlan su expresion, solamente
la regulacién a través del factor transcripcional Sp1. Experimentos en ratdn, sugieren que
el P2X7 es la diana del microRNA-22. La inhibicién y bloqueo de la expresién de este
micro-RNA induce un incremento de la expresién del P2X7R y también el incremento

Microscopia confocal. Nicleos marcados con DAPI
en rojo-
Fluorescencia verde natural del P2rx7 - EGFP

Figura 5. El ratdn transgénico P2rx7-EGFP es un modelo excelente para realizar estudios
en la epilepsia focal del 16bulo temporal.

Paneles de la izquierda: en este modelo se incrementa notablemente la expresion del re-
ceptor en el lado ipsilateral, pero muy poco en el contralateral. Como este ratén es fluores-
cente, no se necesitan anticuerpos para detectarlo.

Panel de la derecha. Se observa con gran nitidez el hipocampo y el gran nimero de células
detectadas por sus nucleos, junto con el crecimiento de las prolongaciones axénicas y sus
conos de crecimiento en busca de destino.
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de la expresién de citoquinas pro-inflamatorias en el hipocampo contralateral después de
establecido del szatus epilepticus. La inyeccidn in vivo del del microRNA-22 mimetiza las
las crisis espontaneas en el ratén en la zona contralateral. Por ahora es dificil trasladar al
humano estos conocimientos, pero sin duda es otra forma de controlar la expansion de las
zonas inflamables y dafiadas susceptibles de hiperactividad en el cerebro (Jimenez-Mateos,
2015; Miras-Portugal et al. 2017; Beamer et al. 2018).

4.3. ;Cémo consigue una neurona eliminar el ATP extracelular para evitar
que los receptores P2X7 se activen?: Ecto-nucleotidasas, la TNAP

El crecimiento axonal es esencial para establecer los circuitos neurales durante el desarrollo
cerebral y también en procesos neuroregenerativos, como hemos visto en los dos apartados
anteriores y sefialdbamos la complejidad de un proceso con multiples actores. En este epi-
grafe vamos a sefialar uno mds, las ecto-nucleotidasas, varias familias de enzimas capaces de
hidrolizar todos los nucledtidos extracelulares hasta adenosina. Por su amplitud resaltare-
mos el papel crucial de la fosfatasa alcalina no especifica de tejidos (TNAP) en ese control
preciso de los niveles de ATP extracelulares, ya que juega un papel muy relevante en las
etapas embrionarias y fetales.

Los primeros estudios sobre el efecto de la TNAP en el crecimiento axonal se realizaron
en el modelo de las neuronas embrionarias de hipocampo en cultivo. Este enzima se loca-
liza en el cono axonico, estrechamente asociada con los receptores P2X7, en los primeros
dias en cultivo, cuando estas tienen que formar sus prolongaciones axonicas, su expresiéon
se incrementa en orden de magnitud, tanto medida por RNAm, como por cantidad de pro-
tefna o visualizacién en microscopia confocal. De acuerdo con esos resultados, el bloqueo
de su actividad, por un inhibidor cldsico como el levamisol, o mediante RNA-de interfe-
rencia resulta en una reduccién dréstica y absoluta de la elongacién axonal (Diez-Zaera et

al. 2011).

:Qué sucede en el cerebro en las etapas tempranas del desarrollo? La presencia del
receptor P2X7 desde las etapas tempranas del desarrollo, plantea la pregunta de ;Cémo
consigue crecer el axdn, si hay ATP fuera de las células? La naturaleza tiene todo previsto
y por ese motivo en las etapas tempranas del desarrollo, en las mismas terminales donde
estd el receptor P2X7 en el segmento inicial, o cono de crecimiento axonal, también estd la
fosfatasa alcalina no especifica de tejido, TNAP. Este enzima es totalmente inespecifico y le
da lo mismo a lo que esté unido el fosfato, y elimina los fosfatos de cualquier nucledtido e
incluso de proteinas. Algo parecido habfamos visto en el caso de Alzheimer que este enzima
que estd asociado por fuera a la membrana plasmadtica, o soluble en el medio extracelular,
era capaz de eliminar los fosfatos de la proteina 7au (Diaz-Herndndez et al. 2010)

La aproximacién experimental en el animal entero es compleja. Sabemos que en el sue-
ro fetal de los mamiferos, este enzima tiene una actividad muy aumentada, que se reduce
drdsticamente al tener el sistema nervioso formado. En nuestro caso elimina completamen-
te el ATP en el entorno del P2X7, ya que ambos enzima y receptor colocalizan en estudios
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por microscopia confocal, por lo que no hay ATP en el entorno el receptor para ser activa-
do, posiblemente en los denominados microdominios. Los estudios en el animal completo
hemos podido realizarlos gracias a que existe un ratén transgénico, el cual que nos facilitd
amablemente el Dr. José Luis Milldn, que mimetizan las mutaciones en el gen que codifica
la fosfatasa alcalina no especifica de tejidos, TNAP. Esta enfermedad hereditaria cursa con
anomalias en los huesos y crisis epilépticas espontaneas. Cuando se analizan, los cerebros
de los ratones transgénicos, modelos de la enfermedad, se ha visto que hay un aumento de
los precursores neurales, pero un déficit en la formacién y maduracién de las conexiones
(Sebastian-Serrano et al; 2015; 2016).

El sistema purinergico estd estrechamente relacionado con el desarrollo cerebral y la
elongacién axonal. Hemos visto como receptores ionotrdpicos y metabotrépicos actiian
de modo coordinado y ademds estdn las ecto-nucleotidasas para eliminar las sefalizaciones
cuando no son deseadas.

4.3-a ;Es la TNAP un nexo de unién de la sefializacién purinérgica con la colinérgica
en la enfermedad de Alzheimer?

Me permitiré un paréntesis en este apartado pues la fosfatasa alcalina, TNAP, ofrece un
nexo de unién entre el sistema purinergico y el colinérgico en la enfermedad de Alzheimer,
ya mencionada en la accién de los receptores P2X7 que favorece las placas de amiloide y el
receptor P2Y2, que favorece su procesamiento no amiloidogenico.

No todos los investigadores en Alzheimer comparten la idea de que las placas de ami-
loide estén en el origen de esta enfermedad neurodegenerativa. Su idea es que son los acd-
mulos de una proteina asociada a los neurottbulos, la proteina tau, que se puede observar
en el citosol formando ovillos, y salen por diversas vias al espacio extracelular, los que estdn
en el origen de una gran parte de los casos que denominamos como Alzheimer. Existen
pues dos facciones referentes al origen y causa de la enfermedad, una defensora del 3 ami-
loide, y otra del Zau.

En colaboracién con el gran investigador, Jests Avila, reconocido #oista, estudiamos
el efecto de la proteina zau y sus péptidos, sobre células neurales en cultivo, y observamos
que podian actuar incrementando la sefial de calcio. Los receptores, una vez caracterizados,
resultaron ser los receptores muscarinicos, metabotrépicos de acetilcolina, M1 y M3, co-
nocidos por ese nombre, ya que la muscarina, aislada de la Amanita Muscaria, actiia sobre
estos receptores. Al contrario que la acetilcolina que rdpidamente desensitiza el receptor, la
proteina 7au y sus péptidos, mantenian la sefial de calcio por un tiempo muy prolongado.
Lo que produce grandes acimulos de calcio citosélico, que son téxicos para la célula y
posteriormente pueden producir la muerte neuronal (Gomez-Ramos et al. 2008; 2009).
Este descubrimiento implicaba la sefalizacion directa de los péptidos de Zau sobre la neu-
rotransmisién colinérgica. Sefializacién que habia sido descrita, en estudios post-mortem,
y se encontraba muy limitada en diversas 4reas cerebrales, con especial reduccién de los
nucleos colinérgicos basales en los enfermos de Alzheimer, (Rossor et al. 1982).
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La proteina tau en los enfermos de Alzheimer estd muy fosforilada y la cuestién era si
:Estdn o no, fosforilados los péptidos de tau que acttian sobre los receptores muscarinicos?
La respuesta fue que necesitan estar desfoforilados. Comenzé entonces la busqueda del
enzima resulté que la fosfatasa alcalina no especifica de tejido, TNAD, que estd asociada a
la membrana plasmdtica y es totalmente inespecifica es el ecto-enzima responsable de la
defosforilacién de 7au. La actividad de la fosfatasa alcalina esta aumentada en muestras de
tejidos humanos procedentes de enfermos de Alzheimer cuando se comparaba con sujetos
normales de la misma edad (Diaz-Hernandez et al. 2010; 2014; 2015). Era cerrar el circulo
y abrirlo a muchas otras posibilidades.

Es importante comprender que la enfermedad de Alzheimer requiere un plural, hay
un escaso 1-3 % de origen hereditario temprano, el resto es un cimulo de posibilidades,
con mayor o menor predisposicién. Los estudios basados en modelos de la enfermedad
familiar de Alzheimer, con ratones transgénicos especificos, estdn obviando los estudios
de Genome-wide association relacionados endofenotipos y etapas pre-diagndstico y dianas
terapéuticas con el big data (Chung et al. 2017; Ertekin-Tane 2017). De los subtipos y
clasificacién de los pacientes con “Alzheimer”, mejor llamarlo demencias seniles, nos falta
casi todo por conocer.

4.4. Receptores de nucleétidos implicados en las lesiones de médula espinal
La lesion de la medula espinal es una de las mayores causas de incapacidad por lesiones del
sistema nervioso central. Implica una perdida irreversible de la zona distal a la lesién si es
grave. En este caso la pérdida de la mielina origina la muerte de los oligodendrocitos, que
envuelven los axones y posteriormente la perdida de todo tipo de células tanto interneuro-
nas de la médula espinal, como neuronas motoras (Grossman et al. 2001).

Algunos ensayos clinicos estdn tratando de utilizar es el trasplante de células precur-
soras epSPC, para las lesiones graves de la medula espinal (Mothe and Tator, 2013). Las
células madre progenitoras ependimales, epSPC, se encuentran en la regién periventricular
del canal central de la medula espinal del adulto. El cultivo de estas células origina una
progenie, que es movilizada hacia el lugar de la lesion, incluso cuando el epéndimo no estd
afectado. Estas células originan también oligodendrocitos y por lo tanto tienen un poten-
cial intrinseco para reemplazar algunas de las células perdidas en la lesién. Para ello es nece-
sario disponer de protocolos de diferenciacién especificos, algunos de ellos ya desarrollados
con éxito (Moreno-Manzano et al., 2009). En la lesién espinal el tejido traumatizado libera
grandes cantidades de ATP y otros nucleétidos, que actuando sobre receptores especificos
y coordinados con los factores de crecimiento, consiguen remodelar y reparar la lesién
(Burnstock and Ulrich, 2011).

Las células madre ependimarias, epSPC , agrupadas en neurosferas, inician una salida
paulatina del conglomerado cuando estdn en cultivo, y se distribuyen por toda la placa, que
es lo que les permite diferenciarse, mientras estdn en cultivo en suspension no comienzan la
diferenciacién. Es llamativa la presencia de las subunidades del receptor ionotrépico, P2XG6,
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en el nicleo celular, marcando estructuras repetitivas. Es la primera vez que se describe esta
presencia y que se relaciona con la maduracién de la célula, ya que la subunidad P2X6 que
es trasladada al ntcleo modifica la actividad del procesamiento de los mensajeros interac-
cionando con el factor asociado al espliccosoma SF-3A1. En el apartado dedicado a los
diferentes receptores, hemos dedicado unos pdrrafos a la presencia y relevancia del receptor
P2X6 en el nicleo celular, en relacién con los cuerpos de Cajal. En estas células madre de la
medula ependimaria, (epSPC) y por lo tanto inmaduras tenemos un cuadro perfecto de la
abundante presencia de cuerpos de Cajal (Diaz-Herndndez et al., 2015) (figura 6).

Recientemente, nuestro grupo demostrd que las células madre progenitoras ependima-
les, epSPC, expresan receptores para nucleétidos, siendo los mds abundantes los ionotrdpi-
cos P2X4 y P2X7, ambos funcionales y los metabotrépicos P2Y1 y P2Y4, que responden
respectivamente a ADP agonista completo del primero, y al AT, UTP el segundo. Com-
parando estas células epSPC obtenidas de animales sanos y los de lesidn espinal, se observa
una regulacién negativa del P2Y1 y un incremento de la expresién en el P2Y4 (Gomez-Vil-
lafuertes et al., 2015). El trasplante de las neurosferas no diferenciadas a las ratas con lesidn
medular, se puede correlacionar con una recuperacién de la funcién motora (Gomez-Vil-

Células madre Ependimarias
Sdias

Microscopia confocal

DAPI azul

p2x6-a488 atub-a594

EL P2X6 tienen una
localizacion en el nlcleo
formando una gran cantidad
de corpusculos que indican
la juventud de la célula.

Figura 6. Reparacion de la medula espinal. Células madre ependimarias. Neurosferas.
Paneles laterales. Neurosferas de células madre ependimarias en cultivo en flotacién, aba-
jo cuando las neurosferas se adhieren a un disco de cultivo, e inician su diferenciacién y
migracion.

Panel de la derecha. En microscopia confocal se observa la presencia del receptor P2X6
en el nicleo muy distribuido en corpusculos localizados en la heterocromatina, la cromati-
na activa, pero no en la cromatina condensada.
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lafuertes et al., 2015). En una reciente publicacién en el Journal of Visualized Experiments,
hemos conseguido imdgenes in vivo de una Gnica célula bajo cdmara que permite seguir su
trayectoria durante incluso semanas, esta técnica conocida como time-lapse video-micros-
copy, permite en alta resolucién abordar cuestiones esenciales respecto a la biologfa y los
linajes derivados de una tnica célula y su naturaleza, ello permitird conocer muchos de los
aspectos derivados de la formacién de células madre en diversas condiciones, como es el
caso en la lesién de medula espinal (Gomez-Villafuertes et al. 2017).

4.5 El modelo del ratén transgénico, P2rx7-EGFP mapas cerebrales del de-
sarrollo temprano

En el apartado 4.2 hemos presentado sucintamente al factor transcripcional Spl que con-
trola la expresién del receptor P2X7. Entre los receptores nucleares relevantes, el factor Sp1
(specificity protein 1) se une directamente con alta afinidad a las secuencias del DNA ricas
en Guanina-Citosina, GC, que estdn localizadas en la regién proximal del el sitio de inicio
de la transcripcién. Funciona, ademds, como una proteina armazén o plataforma a la que
se pueden unir y reclutar otros factores transcripcionales relevantes. Destacar que el factor
transcripcional Sp1 fue el primero descubierto, siendo el investigador Robert Tjian quien
en 1983 publico en la revista Cell un trabajo pionero titulado: fsolation of transcription

Figura 7. Corte seriado sagital de un ratén recién nacido. Panel izquierdo, corte del ratdén
P2rx7-EGFP, fluorescente. Panel derecho: inmunohistoquimica con anticuerpos anti tiro-
sina hidroxilasa, marcador de las vias cerebrales de dopamina y noradrenalina. Véase las
notables diferencias donde generalmente las zonas mas intensas no colocalizan.
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Jactors that discriminate between different promoters recognized by RNA polymerase II. (Dynan
and Tjian 1983). Este fue el pistoletazo de partida para comprender como se genera la hete-
rogeneidad celular y el papel esencial que juegan los factores transcripcionales que dirigen a
la RNA polimerasa II. El conocimiento en profundidad de los factores transcripcionales es-
pecificos para la RNA polimerasa Il en la etapa embrionaria es lo que permitié a Yamanaka
inducir las células del adulto a células pluripotentes, IPSC. El trabajo fue publicado en la

revista Cell en 2006 con el titulo: Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic
and adult fibroblast cultures by defined factors. (Takahashi and Yamanaka, 2000).

El ratén transgénico, P2rx7-EGFP, ha sido y es un poderoso aliado para conocer la im-
portancia del P2X7 en el desarrollo cerebral y la total correlacién con el factor de transcrip-
cién Spl. Este ratén transgénico ha sido un excelente modelo para comprender la evolu-
cién del P2X7 durante el periodo fetal y postnatal hasta maduracién total (Garcia-Huerta
et al., 2012; Gémez-Villafuertes et al., 2015).

El promotor del receptor murino del P2X7 contiene al menos cuatro sitios de unién
para el factor Spl, que estdn muy conservados en todos los mamiferos estudiados hasta el
momento. En el modelo del ratén transgénico, P2rx7-EGFD, se expresa la proteina verde
fluorescente bajo el control del promotor del P2rx7. Esto significa que vamos a conocer en
qué lugares y como se expresa el P2X7 neural endogéno del ratén, pero al mismo tiempo la
proteina verde fluorescente que serd controlada por los mismos factores transcripcionales.
Una vez hechos los controles, el ratén P2rx7-EGFP es una herramienta valiosisima para
seguir sus pasos en el desarrollo sin necesidad de realizar detecciones mediante inmuno-
histoquimicas, ya que el propio tejido es fluorescente, podemos asi ver directamente en
cortes sagitales del cerebro de ratdn la secuencia de planos de sus lugares de expresion. Al
mismo tiempo si sobre estos cortes hacemos una tincién con anticuerpos fluorescentes de
la Tirosina hidroxilasa, el enzima que transforma el aminodcido tirosina en el de L-DOPA,
metabolito a partir del cual se forman la dopamina, noradrenalina y adrenalina, Podremos
comparar la expresion de recepror P2X7 con las vias aminérgicas, especificamente, las do-
paminérgicas y noradrenérgicas cerebrales (figura 7).
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5. NEUROGENESIS, SENALIZACION PURINERGICA Y DESARRO-
LLO DE PROGENITORES

Los nuevos descubrimientos en ciencia son dificiles de aceptar y generalmente son tratados
con escepticismo, hasta que la evidencia experimental desborda y no queda mds remedio
que cohabitar con ellos. Pasan después una fase en que todo se basa en la posibilidad de
regenerar todo el sistema, es el caso de la neurogénesis del adulto, para después sosegarse y
empezar a analizar con calma hasta donde llega su bondad.

Comprender como se forman los progenitores neurogliales implica conocer cémo se
desarrolla el sistema nervioso de los vertebrados, sobre todo de los mamiferos y que factores
transcripcionales se activan en cada etapa, hasta llegar al individuo adulto. Teniendo en
cuenta que una vez en la etapa adulta existen nichos neurogénicos que permanecen todavia
activos y capaces de proliferar y diferenciarse, la cuestion es si los factores que lo impulsan
son los mismos requeridos para el cerebro en desarrollo.

5.1. Factores que intervienen en la generacién del sistema nervioso

El sistema nervioso de los vertebrados se desarrolla a partir del ectodermo, que es la capa
mids externa del embrién. Una vez que se forma la placa neural, se invagina formando un
canaliculo y posteriormente se cierra formando el tubo neural.

Las células del ectodermo quedan tapizando el interior del tubo, y se van a diferenciar
en el eje rostro-caudal para dar lugar a todas las estructuras cerebrales, con sus células espe-
cificas. Para construir el neocortex de los mamiferos es necesario una gran baterfa de facto-
res intrinsecos, de los cuales veremos sus caracteristicas en los pdrrafos siguientes (Job and
Tan 2003). En nuestro pais, contamos con un gran anatomista, el profesor y catedrdtico
de Anatomia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Murcia, el Dr. Luis Puelles,
quien ha estudiado la distribucién de los genes marcadores Hox y otros. Ha sido gracias
a su tenacidad que conocemos con precisién como se forma el cerebro en el embrién, su
evolucién durante la etapa fetal y como alcanza la funcionalidad al nacimiento y tiempo en

el entorno (Puellles and Rubenstein, 1993; 2003; Rubenstein et al. 1994).

El desarrollo de las estructuras embrionarias del tubo neural requiere de la expresién
de genes especificos y un programa epigenético de cada tiempo y lugar que controlan ade-
mds los factores de transcripcién conocidos como la familia de los homeoboxes (Liu et al.
2015). En la zona rostral, donde estard el futuro cerebro, expresan el factor de transcripcién
Ow2, mientras que, en la parte caudal, donde estard la medula espinal, es el factor de trans-
cripcién Gbx2 el que se expresa. Estos factores de transcripcién controlan de modo opuesto
el factor Wnt y su cascada de senalizacién que son de los mds activos en la regulacién de la
diferenciacién de los progenitores neurales corticales (Munji et al. 2011). La zona donde
se expresa Owx2, produce entre otras las neuronas dopaminérgicas, mientras que la zona
caudal que expresa Gbx2 induce la aparicién de las neuronas serotonérgicas. Cada una de
las zonas bajo la influencia de un determinado homeobox, tiene asociadas diferentes enfer-

medades (Beby and Lamonerie 2013).
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La posicién rostrocaudal es uno de los factores determinantes para la especializacién
de los subtipos de neuronas, cada uno dependiendo de los niveles de los factores de trans-
cripcién Hox y que se corresponden con los homeodominios. La formacién de un sis-
tema nervioso segmentado se corresponde con las zonas de expresién de estos genes. La
segmentacion del desarrollo del cuerpo y del sistema nervioso se descubrié en los insectos
en la década de los 80 del pasado siglo, y hoy dia sabemos que es generalizable a todos los
animales, por supuesto incluyendo a los mamiferos, de los que los humanos formamos
parte. El genoma de los mamiferos contiene 39 Hox genes, todos ellos derivados de un
antepasado comdn.

La regulacién de la migracién neural y sus posibles anomalias comienzan a coger re-
levancia en los casos de autismo, considerdndose como un grupo de enfermedades con
un alto grado de heredabilidad, aunque dificiles de estudiar y definir, ya que dependen
del momento y el lugar en que los factores transcripcionales responsables de la anomalia
comienzan su actividad (Reiner et al. 2016).

Entre los muchos factores de transcripcién que son esenciales para definir el patrén
rostrocaudal del cértex se encuentra el Pax6. Magdalena Gtz descubrié, junto con su gru-
po, que la expresién de Pax6 es capaz de impedir o restringir la migracién de células neura-
les entre el cortex y los ganglios basales en la etapa de desarrollo ( Gotz et al. 1998; 2003;
2015-a; 2015-b). No obstante, hay un articulo que para nosotros tiene especial significado,
ya que este discurso estd orientado hacia las células de glia. El descubrimiento que fue cru-
cial y muy temprano, 1998, es el primero que hace referencia al descubrimiento de que el
gen Pax6 controla la diferenciacién de la glia radial en el cértex cerebral (Gotz et al. 1988).

Con la glia radial estamos entrando en la respuesta a ;como se realiza fisicamente la
organizacién del cerebro? y ;c6mo unas células neurogliales en origen van a producir toda
la diversidad de neuronas y glia?, ya que ambas tienen un origen comun.

5.2. La glia radial y migracién de las células neurogliales.

Durante el desarrollo, la capa externa de la corteza del sistema nervioso central, estd ta-
pizada por células bipolares, que se comportan como células progenitoras y son capaces
de generar neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Estas células evolucionan emitiendo
prolongaciones hacia el interior y formando células bipolares, que constituyen el andamia-
je que permite la migracién de otras células hacia el interior de las estructuras cerebrales,
es lo que conocemos como glia radial. Tanto en ratén como en humanos, se caracterizan
fécilmente en inmunohistoquimica con el anticuerpo fluorescente especifico para la protei-
na fibrilar acidica de glia, la GFAP. Los marcadores de la glia radial que la situan a medio
camino entre glia y neuronas, y la tecnologia por “cell sorting” permiti6 separar los linajes
de los progenitores neurales. Identificando ademds del Pax6, los factores de transcripcién
Neurogenina y Reelina, este tltimo implicado en la maduracién de la glia radial en el de-
sarrollo cerebral (Gétz, 2003).
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Durante la evolucién de los mamiferos, las regiones cerebrales se adaptaron de modo
dindmico mediante crecimiento selectivo y expansién que ha resultado especifico de cada
especie. Un ejemplo muy llamativo es el del neocértex humano, con giros profundos y
circunvoluciones que han permitido aumentar, en gran medida, el nimero de neuronas
corticales en practicamente todas las dreas cerebrales. La forma del cerebro humano es el
resultado de una etapa de formacién de giros que comienza a mitad de la gestacién. Antes
del sexto mes de desarrollo fetal la superficie cerebral es lisa. Los primeros surcos, aparecen
durante el sexto mes y se alargan y ramifican hasta formar el patrén de giros y surcos que
tenemos al nacer, aunque después del nacimiento todavia se forman algunos mds. Estos
plegamientos o circunvoluciones y giros implican un incremento de la extensién de la
superficie externa, el cértex, y el modo mds conveniente de plegarla para que se adapte a
la forma craneal. Esa expansién tangencial del cértex ha recibido mucha atencién, tanto
desde el punto de vista de la fisica, como de la neurobiologfa y han planteado numerosas

preguntas (Tallinen et al. 2016).

5.3. Neurogénesis en el adulto: En que especies, donde y en qué circuns-
tancias

Hay una frase que Ramén y Cajal dejé escrita, pero que los que hemos venido detrds la
hemos utilizado a veces, sin acabar de leer todo el texto:

Pero la especializacion funcional del cerebro impone a las neuronas dos grandes lagu-
nas: la incapacidad proliferativa y la diferenciacion intraprotopldsmica irreversible.
Esa es la razén por la cual, una vez finalizado el desarrollado del sistema nervioso,
las fuentes de crecimiento y regeneracion de los axones y dendritas se secan irrevocable-
mente. En los centros adultos las vias nerviosas estdn ya fijas, acabadas e inmutables.
Cualgquiera de ellas puede morir, ninguna puede ser regenerada.”

Entre las virtudes de Cajal estaba predecir el futuro e imaginar posibles tecnologias no
disponibles en su tiempo, ademds pensaba que aparecerian cientificos tan geniales como
él, que podrian dar la vuelta a casi cualquier situacidn en los sistemas bioldgicos. Y unos
parrafos mds adelante escribe:

“Serd para la ciencia del futuro cambiar, si es posible, este duro decreto. Inspirado con
grandes ideales, se debe de trabajar para impedir o moderar el decaimiento gradual de
las neuronas, para salvar la casi invencible rigidez de sus conexiones y para restablecer
los caminos normales de los nervios, cuando la enfermedad ha cercenado los centros que

estaban intimamente asociados”
Ramén y Cajal (1913). Estudios sobre la Degeneracion y Regeneracion del sistema nervioso.

La primera publicacién que hacia referencia a la existencia de neurogénesis en los
animales adultos proviene del grupo de Altman y se remonta a 1965. Tiene por titulo:
Autoradiographic and histological evidence of postnatal hippocampal neurogenesis in rats
(Altman and Das 1965). La demostracién se basé en inyectar timidina-H? a ratas jévenes
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y realizar estudios mediante autoradiogramas de la presencia de zonas marcadas radiac-
tivamente en los cortes de cerebro. En las ratas jévenes aparecia un intenso marcaje en
las capas ependimal y subependimal en los ventriculos laterales y el tercer ventriculo.
La intensidad del marcaje radioactivo desaparecia con rapidez, mientras que en el giro
dentado del hipocampo se mantenia durante mds tiempo y coincidia con el incremento
en las células granulares.

El dogma dominante de la inamovilidad del Sistema Nervioso Central, relegé al ostra-
cismo el trabajo de Altman, que permaneci6 ignorado hasta su rescate por Alvarez-Buylla,
quien demostrd, sin ningin género de dudas, la neurogénesis en el adulto. Los primeros
trabajos fueron hechos en pdjaros cantores, mds concretamente en pinzones y canarios.
Identifica a la zona ventricular del cerebro de las aves, como el lugar donde se producia la
proliferacién y migracién que segufa un patrén de diferenciacion radial. Posteriormente
demostré similar proliferacién y migracién en los mamiferos (Alvarez-Buylla and Nottebo-
hm 1988; Alvarez-Buylla et al 1990) (Alvarez-Buylla and Kirn 1997).

Es importante resaltar que, Alvarez-Buylla, desde las primeras publicaciones, describe
los nichos neurogénicos del adulto con capacidad para generar neuronas y glia, asi como la
capacidad de migrar desde la zona de proliferacién y diferenciacién, zona subventricular,
hasta el bulbo olfativo, en el caso del ratdn y la rata. Por el camino, se van diferenciando y
hay dos tipos de células especiales, los neuroblastos y una especie de células gliales que los
van protegiendo durante la migracidn, hasta que alcanzan su localizacién definitiva en el
bulbo olfativo, pero no parecen estar guiados por ninguna de las vias descritas en el cerebro
en desarrollo, ya que no intervienen, ni la glia radial, ni los haces de axones. El estudio
de los factores que pueden inducir la formacién de linajes gliales y neurales, en el cerebro
adulto, asi como la capacidad de revertirlos, ha ocupado a grandes investigadores estos tlti-
mos afios. Las células madre neurales del adulto, NSCs, se parecen mds a las células gliales,
como los astrocitos maduros o las células ependimarias del cerebro adulto, mientras que
las células madre neurales embrionarias se parecen mds a las células de la glia radial Gotz et
al. 2015a). No obstante algunos factores de transcripcién y su regulacién son comunes a la
etapa embrionaria y adulta en la diferenciacion. Es el caso de los factores Pax6, Gsx2 y Dlx.
No obstante, en ambos casos existen diferencias notables en sus mecanismos de actuacién
a nivel molecular (Lopez-Juarez et al. 2013).

Los factores externos, extrinsecos, que sefializan a través de receptores de membrana,
también presentan analogias y diferencias en la neurogénesis fetal y la neurogénesis del
adulto, citar solamente el efecto de la sefializacién por Wnt que se mantiene muy similar en
ambos casos, mientras que la proteina morfogénetica de hueso, BMP, se mantiene apagada
y sin efecto en el cerebro adulto. Otros muchos factores de crecimiento tienen incidencias
variables sobre la diferenciacién de las células neurales progenitoras, ya sea en cerebro en
desarrollo o en adulto (Gé6tz et al. 2015b).

Existe otra peculiaridad diferencial entre la neurogénesis en el cerebro en desarrollo y la
del adulto, que no es otra que la propia actividad funcional del cerebro maduro con un gran
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nimero de neurotransmisores. Entre lo neurotransmisores destacan el GABA y glutamato,
que ejercen un papel relevante, ya que existen interneuronas GABAérgicas que liberan el
neurotransmisor en el entorno de los nichos neurogénicos de la Zona subventricular, SVZ.
Los receptores glutamatérgicos metabotrdpicos ejercen igualmente un papel relevante en la
proliferacién celular de los progenitores neurales en el embrién y la ablacién o Knock down
del subtipo mGluR5 es uno de los mds caracteristicos, reduciendo significativamente el

numero de neuronas (figura 8).

Figura 8. Células madre de la zona subventricular SVZ, despues de inducir la diferenciacién
en neurogénesis del adulto. En este caso las vias de sefializacion estimuladas producen
un gran nimero de oligodendrocitos marcados en rojo, neuronas en verde y muy pocos
astrocitos.




5.3-a Receptores de nucledtidos y su efecto en la neurogénesis del adulto

Otro grupo de neurotransmisores relevantes, y menos conocidos, son los de nucledtidos,
los denominados receptores purinérgicos, con dos familias, los P2X ionotrépicos y los P2Y
metabotrépicos, cada una de ellas con sus respectivos subtipos. En trabajos recientes de
nuestro grupo en la Universidad Complutense de Madrid, hemos constatado que estin
presentes en los nichos neurogénicos del giro dentado del hipocampo en las terminales de
los axones ddndoles direccionalidad y participando en procesos de reparacién en el cerebro
adulto (Diaz-Hernandez et al. 2012; Gomez-Villafuertes et al. 2015; Miras-Portugal et al.
2015; 2016).

Con las nuevas tecnologias de transfeccién, para sobre expresar, bloquear o marcar
con proteinas fluorescentes los diferentes genes en células progenitoras, o en animales ge-
néticamente modificados, se puede seguir con una cierta exactitud el devenir de las células
madre de los nichos neurogénicos y sus progenies.. El Dr. Felipe Ortega ha puesto a punto
la técnica de transfeccién de células madre de la zona subventricular, que junto con la téc-
nica de visualizacién de los cambios en tiempo real, mediante video imagen (sime lapse),
han permitido conocer con mucha mds precisién los receptores P2 implicados en la dife-
renciacién en cerebro adulto mediados por nucleétidos. Donde los receptores de ADP y
el de UTPson muy relevantes entre los receptores metabotrdpicos; siendo el P2X7 el mds
importante entre los ionotrépicos. Tanto en los progenitores y su progénia de la zona sub-
ventricular (SVZ), como en el modelo de los progenitores originarios de la subpendimal
(SEZ). Para ello contaba con la experiencia adquirida con otros factores transcripcionales,

Figura 9. La tecnologia de los minibrains organoides cerebrales ha permitido generar, a
partir de una célula, estructuras muy similares al cortex cerebral, que sirven para estudiar
como se organizan y generan esas estructuras y que suceden anomalias cuando la célula
es portadora de mutaciones debidas a cambios genéticos. En este caso han servido para
demostrar que muchos receptores P2X y P2Y participan en la formacién de estas estruc-
turas de modo secuencial y se distribuyen como en la formacion temprana del cortex.
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internos o extrinsecos, donde ha demostrado que de las células madre neurogénicas del
adulto, el factor Prox1, es necesario para la diferenciacién a oligodendrocitos (Bunk et al.
2016; Ortega et al. 2013a, 2013b).

Especial interés tiene el efecto del transportador vesicular de Nucledtidos, VNUT , so-
bre la diferenciacién y maduracién neuronal ya que, por un lado hemos podido demostrar
su participacién activa en la diferenciacién y neuritogénesis en células de neuroblastoma
murino (Menendez-Mendez et al., 2015), y este transportador vesicular de nucleétidos
co-localiza con la poblacién de progenitores neuronales durante el cerebelo en desarrollo.

Otra técnica de gran relevancia es la de produccién de organoides, basados en proge-
nitores embrionarios, o en linajes humanos de células transfectadas para convertirlas en
pluripotentes inducidas IPSC, siguiendo la técnica de Shinya Yamanaka, reconocido con el
Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en 2012 se puede conocer con bastante exactitud
como proceden y actdan en la formacién del sistema nervioso. Con esta técnica hemos
visto que los receptores de nucledtidos, sobre todo el P2X7, es un elemento dinamizador
en la organizacién de organoides cerebrales (manuscrito en preparacién).
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REFLEXIONES FINALES

La senalizacion purinérgica mediada por los nucleétidos, es la mds reciente en el estudio
de su funcién, tanto a nivel celular como de érganos y sistemas, por supuesto esto también
explica que sea la ltima en llegar al 4rea de la farmacologfa. Son los tinicos agentes extrace-
lulares cuyos receptores han sido clonados para demostrar su existencia y carentes de la far-
macologia previa de sefializacién, que tanto ha ayudado a los sistemas previamente conoci-
dos en la neurotransmisién. Tampoco disponfamos de agonistas o antagonistas, presentes
en la naturaleza, que fueran o utilizados en medicina desde antiguo, como el Cannabis,
o el Opio; o extraordinariamente téxicos, como la Nicotina, el Kainato, que permitieron
identificar a los receptores ionotrépicos de acetilcolina y glutamato, respectivamente.

Todavia seguimos buscando agonistas de los diferentes subtipos que actiien in vivo,
y nos permitan establecer cudles son sus cometidos fisiolégicos y su papel real en la fisio-
patologia. Aunque ya disponemos de modelos de animales transgénicos que nos permi-
ten aproximarnos a disfunciones conocidas. Existen no obstante excepciones, el receptor
P2Y12 dispone de una farmacologia potentisima por su efecto preventivo del ictus. Pero
incluso en este caso el compuesto, clopidogrel, denominado Plavix comercialmente, era ya
un firmaco huérfano utilizado como antitrombdtico, aunque no se sabfa, como actuaba, ni
siquiera que era un pro-firmaco que necesitaba ser metabolizado en el higado para formar
el compuesto activo. Todo ello previo a ser clonado el receptor P2Y12. El P2Y13 es un
excepcional receptor, que nos protege del estrés oxidativo y genotdxico, aunque carecemos
de farmacologfa. Aqui hemos dejado constancia de la relevancia del receptor P2X7 en el
sistema nervioso central donde participa en todo tipo de tareas, tanto en neuronas como en
astrocitos. Su promotor asociado a un reportero fluorescente permite ver la importancia en
el desarrollo y las vias que siguen los axones y su implicacién en todas las enfermedades que
causan con inflamacién. Curiosamente es un receptor que se une pricticamente a todos los
colorantes, que son sus antagonistas.

Ahora somos conscientes de que los procesos de neurogénesis en el cerebro en desarro-
llo y en el adulto mantienen aspectos comunes, pero divergen en los estimulos y factores
que necesitan para el proceso, ya que su funcién es esencialmente diferente: Formar de
novo, o reparar en lo posible.

Tanto en el sistema nervioso en formacién como en el adulto la neurogénesis se produ-
ce con un origen glial: La glia radial siendo esencial en la embriogénesis y las células proge-
nitoras de los epitelios tapizantes de los ventriculos SEZ en los adultos. En las lesiones del
cerebro adulto, o situaciones de hipoxia, la recuperacién implica una fase de inflamacién
caracterizada por la astrogliosis, que consiste en la proliferacién de los astrocitos reactivos.

Las células embrionarias NEC dan origen a todos los tipos de glia y neuronas. Las
células SEZ del adulto dan lugar a todos los tipos de células neurales, excepto a la glia ra-
dial y los astrocitos reactivos pueden dar lugar a todo tipo de células neurales excepto a la
glia radial. Esto es algo diferente a lo anteriormente aceptado, pues tendriamos una fuente
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inagotable de células madre en los astrocitos que son cinco veces mds en niimero que las
neuronas (Kleiderman et al. 2016).

Las neuronas y la glia forman un tdndem en perfecta armonia y no existird funcién
neural ni neurotransmisién sin su complicidad.

Ya no estamos limitados en la materia prima de las células madre progenitoras neurales
embrionarias para reparar el cerebro. Analizando en profundidad el gran ntimero y diversi-
dad de células gliales que tenemos en nuestro cerebro adulto, solo nos queda comprender
como utilizar todo su potencial.

Estos tltimos afios se ha avanzado considerablemente en el conocimiento de los facto-
res que pueden inducir la formacién de linajes gliales y neurales, en el cerebro adulto, asi
como la capacidad de revertirlos. Las células madre neurales del adulto, NSCs, se parecen
mis a las células gliales, como los astrocitos maduros o las células ependimarias del cerebro
adulto, mientras que las células madre neurales embrionarias se parecen més a las células de

la glia radial (Gétz et al. 2015a).

Una peculiaridad diferencial entre la neurogénesis en el cerebro en desarrollo y la del
adulto, se debe a la propia actividad funcional del cerebro maduro con un gran ndmero de
neurotransmisores. Numerosos estudios han demostrado que los neurotransmisores tienen
efectos sobre la diferenciacién de las células. La neurotransmisién GABAérgica ejerce un
papel relevante, ya que existen interneuronas GABAérgicas que liberan el neurotransmisor
en el entorno de los nichos neurogénicos de la Zona subventricular, SVZ. La neurotrans-
misién glutamatérgica y su efecto sobre los progenitores es mds confusa por el gran niimero
de receptores con efectos opuestos. Es un tema de interés para estudiar en el futuro (Gotz
et al. 2015a).

En lo que a nuestro grupo se refiere, un grupo muy relevante de neurotransmisores y
menos conocidos, son los nucledtidos, con las familias, P2X ionotrépicos y los P2Y meta-
botrépicos, cada una de ellas con sus respectivos subtipos. En trabajos recientes de nuestro
grupo en la Universidad Complutense de Madrid, hemos constatado que estdn presentes
en los nichos neurogénicos del giro dentado del hipocampo en las terminales de los axones
ddndoles direccionalidad y participando en procesos de reparacién en el cerebro adulto
(Diaz-Hernandez et al. 2012; Gomez-Villafuertes et al. 2015; Miras-Portugal et al. 2015;
2016).

El Dr. Felipe Ortega en su reciente incorporacién al grupo de investigacion purinér-
gico de la UCM, ha puesto a punto la técnica de transfeccion de células madre de la zona
subventricular, que junto con la técnica de visualizacién de los cambios en tiempo real,
mediante video imagen (#ime lapse), han permitido conocer con mucha mds precisién los
receptores P2 implicados en la diferenciacién en cerebro adulto mediados por nucle6tidos
(Ortega et al. 2013a, 2013b). En diciembre de 2017, en el Journal of Visual Experiments
hemos publicado el primer trabajo donde se ve bajo monitorizacién continua y posterior
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seguimiento de células aisladas, la progresion de los linajes de maltiples poblaciones neu-
rales, en donde se aprecia el efecto de diversos agonistas y antagonistas de los receptores
fundamentalmente metabotrépicos P2Y (Gomez-Villafuertes et al. 2017).

En estos tltimos meses hemos comenzado el estudio de la presencia de progenitores
neurales en el cerebelo. La principal razén es que es la zona cerebral en la que tenemos una
mayor experiencia y que ademds tiene un desarrollo mds tardio. La presencia de células en
el adulto con marcadores de células madre, que también siguen expresando el transporta-
dor de nucledtidos vesicular, VNUT, de modo funcional sirvi6 de acicate para comenzar
los estudios. Podemos confirmar la presencia de células madre con capacidad proliferativa
y de diferenciacién, con el VNUT jugando un importante papel y que a nuestro parecer
debe de ser considerado como el primer elemento de la neurotransmisién purinérgica (ma-
nuscrito en preparacion).
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DISCURSO DE CONTESTACION DE
LA EXCMA. SRA. DRA. ROSA BASANTE POL

Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Doctores de Espana.
Excmas. Sefioras. y Senores Académicos
Senoras y Sefiores.

Me siento muy honrada y agradecida a la Junta de Gobierno de esta Docta Corporacién
por haberme permitido contestar, en su nombre, al Discurso de ingreso de la Dra. Miras
Portugal, no solo por el enriquecimiento, tanto intelectual, cientifico, y humano, que ello
supone para esta Real Academia, sino por considerar a la recipiendaria como un referente
de mujer comprometida, avanzada a su tiempo, amante de la libertad, trabajadora incansa-
ble y con una arrolladora personalidad, defensora del importante papel que la mujer debe
desempenar en una sociedad, y ademds amiga de quien les habla.

Mi amistad con la Marfa Teresa Miras se forjé en la Real Academia Nacional de Far-
macia, de la que ambas somos académicas de ndmero, y de la que la Dra. Miras fue la pri-
mera mujer Presidenta de una Real Academia, de las integradas en el Instituto de Espana,
institucién que fomenta la convivencia, el debate, cultivo del saber, y difusién del conoci-
miento, y a la que sin ambages ambas dedicamos todo esfuerzo posible. He de confesarles
que empatizamos, tal vez por nuestro concepto del ser humano, del respeto a los demds,
de la importancia del trabajo bien hecho, de lo que supone el rigor y el compromiso en la
busqueda de la excelencia, e incluso por nuestras raices; galaicas en su caso y bercianas en
el mio.

Su gran responsabilidad y honestidad ha quedado puesta de manifiesto en todas las ta-
reas desempefiadas: docentes; investigadoras; de gestidn, sin dejar nunca a un lado su parte
humana, importantisima como esposa y madre, o volcada en la ayuda a los demis, y ello
siempre con una afable sonrisa. De aqui mi admiracién por Maria Teresa Miras.

Abundaré mds en el tema, por ello continuaré mi alocucién con unas pinceladas bio-
gréficas, esbozando a continuacién, lo mds significativo de su gran tarea docente e investi-
gadora, comentando sucintamente aspectos de su Discurso de Ingreso, para finalizar con
un breve epilogo.
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PINCELADAS BIOGRAFICAS

En las montafas de la Galicia interior, en la provincia de Orense, en la villa de Carballino,
“i0h tierra, antes y ahora, siempre fecunda y bella;”, evocando a Rosalia de Castro, un frio
19 de febrero, de 1948, vino al mundo Maria Teresa. Su padre, Aurelio Miras, abogado y
licenciado en Filosoffa y Letras, amaba la lectura y en su casa los libros se encontraban en
cualquier lugar de la vivienda, no es extrafio pues que imbuyese a sus hijos el gusto por la
lectura, como Marfa Teresa comenta en su infancia era frecuente oir a su padre decirles:
“Deja eso y coge un libro”. Desde muy nifia le apasionaba todo lo relacionado con la na-
turaleza; plantas, bichos y sobre todo insectos, que gustaba coleccionar. Fue precisamente
un libro: E/ desierto viviente, que su padre le regalé a la vuelta de un viaje a Madrid, el que,
segun testimonio de ella, definié su vocacién de “descubridora”, aumentando su inquietud
y avidez por aprender de todo lo que su entorno le proporcionaba.

Su madre, Esperanza Portugal, hacia las delicias de su familia, entre otras cosas, prepa-
rando suculentos manjares como las, tan de la tierra, “empanadas”, otro punto en comun
con la Dra. Miras pues mi madre, también ama de casa, las prepara aun en mi Cacabelos
natal.

Tras cursar el bachillerato elemental en Colegio de las madres Franciscanas de su villa
natal, se trasladé a Santiago de Compostela para realizar los estudios correspondientes al
bachiller superior y al preuniversitario, como alumna interna en el Colegio de la Compania
de Maria. Era un reto pues pasaba de una libertad plena en un ambiente rural y en plena
naturaleza a un ambiente en que la libertad estaba mds “limitada”, a espacios cerrados.
Todo ello forjé su voluntad y superé el reto, como todos los retos que ha tenido, con creces.
Aprendid, en palabras suyas, que: “ser libre es una cuestion del pensamiento”.

El Palacio de Fonseca, sede de la Facultad de Farmacia de Santiago de Compostela,
serfa su proximo destino. En 1965 comenzd allf los estudios correspondientes a la Licencia-
tura de Farmacia. El primer curso era Selectivo, pocos alumnos pero con grandes ansias por
aprender. Marfa Teresa se presenta a unos exdmenes para ser candidata a alumno interno
y consigue entrar en la Catedra de Quimica inorgdnica, que dirigia D. Jaime Gonzilez
Carrer6, presagio tal vez de su vocacién docente, aprendié y gustd de la trasmision de co-
nocimientos. Ademds de Carrer6 otros profesores le dejaron su impronta; D. Pablo Sanz,
Matias Mayor, Luis Alias Josafat, Benito Regueiro o Montanés.

Su inquietud intelectual la llevaba a compaginar el estudio con actividades deportivas
y teatrales, de la propia Universidad, integrandose en el grupo de teatro y en el equipo de
balonmano.

Solo tres cursos universitarios permanecié en Santiago, el amor pudo mds. “ama y haz
lo que quieras” que dijo San Agustin. Maria Teresa estaba enamorada de su novio Fernando
Varela, jgran matemdtico;, quien habia aprobado las oposiciones a catedrdtico de Instituto y
estaba realizando su tesis doctoral en la Universidad Complutense. Se casaron y trasladaron
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a vivir a Madrid, en cuya Universidad finalizd los estudios de la licenciatura en Farmacia,
en 1970, con Premio Extraordinario y Premio Nacional Fin de Carrera.

Inicia sus estudios de Doctorado bajo la direccidn de la investigadora Pilar Gonzdlez y
de nuevo la importancia de la familia en la vida de Maria Teresa fue incuestionable, supo
conciliar su vida familiar y laboral, no sin superar grandes obstdculos. Su esposo habia sido
aceptado en el famoso Instituto de Investigacién de Matemdtica Avanzada de Estrasburgo
(IRMA) y ella queria acompafiarle, junto a su hijo de tan sélo tres meses, lo cual no habia
de impedirle seguir su vocacién investigadora.

Tesén, esfuerzo, energia y voluntad no le faltaban, consiguiendo, por su buen expe-
diente, ser aceptada en el Centro de Neuroquimica de Estrasburgo siendo becada, ademds,
por el gobierno francés. Valladares sorteados pero, como ella misma relata: “la bisqueda de
guarderia para su hijo Fernando fue una odisea que por si sola mereceria una gran obra”.

Fue consciente del privilegio de formarse con grandes maestros: Paul Mandel; Pierre
Chambén; Gerard Mack... y creo que hizo suya la frase de Cajal: “marchar humildemente
detris de los sabios, para poder marchar algin dia en su compania...”

En 1973 nacié su segundo hijo, Alberto, un nuevo motivo de alegria y superacién,
la investigacién avanzaba y en julio de 1975, en la Universidad de Estrasburgo, defendié
su tesis doctoral titulada: /a dopamine-B-hydroxilase (EC1.14.17.1) du serum humain, de
magna cum laude, y felicitaciones del jurado.

Poco después la familia Varela Miras se traslada a Madrid, y la Doctora Miras se in-
corpora al Departamento de Bioquimica de la Facultad de Farmacia, con un contrato del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Un nuevo reto, personal y cienti-
fico, para una mujer luchadora y valiente, consciente del importante papel que la mujer ha
de desempefiar en la Sociedad de su época.

Un gran futuro como investigadora se vislumbraba para la Dra. Miras. Tal vez, parafra-

seando a Antoine de Saint- Exupery, “No se trata de prever el futuro sino de hacerlo posible”
y ella con su trabajo, lo hizo posible.
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ACTIVIDAD DOCENTE E INVESTIGADORA

La Dra. Miras Portugal siempre gusté “ Tratar con quien se pueda aprender...” , que dijo Bal-
tasar Gracidn. Muchos y valiosos fueron sus maestros, de todos procuré aprender el valor
del esfuerzo, la dedicacién, y el trabajo en equipo para lograr los objetivos propuestos, aun
a sabiendas de que: “ningin camino de flores conduce a la gloria” en palabras de La Fontaine.

Iniciada su actividad docente- investigadora en la Facultad de Farmacia de la UCM, en
la que obtiene su segundo doctorado, pasa luego a la Auténoma de Madrid y a la Univer-
sidad de Oviedo, para con tan solo 34 afios obtener, en 1982, por oposicién, la Cdtedra de
Bioquimica en la Universidad de Murcia, en la que permanece cuatro afos, y de nuevo otra
oposicioén, a la cdtedra de Bioquimica y Biologfa Molecular de la Facultad de Veterinaria
de la UCM, que supera, obviamente. En esta Facultad continua su prestigiosa tarea inves-
tigadora y consigue nuclear un importante grupo de investigacion, en Neurociencias, con
una extraordinaria produccién cientifica. Su proyeccién internacional es ya indiscutible.

Y no solo en universidades espanolas, sino que varios centros europeos y americanos
fueron lugares de trabajo en los que la Dra. Miras dejé su impronta: Instituto de Ciencias
de Kiev; Instituto Gulbenkian; Royal free Hospital de Londres; Universidad de Dusseldorf;
Universidad Goethe o el Instituto de Salud Americano (NIH).

No es extrafio pues la pertenencia de la Dra. Miras a instituciones cientificas espafolas:
Real Academia Nacional de Farmacia; Real Academia de Ciencias Veterinarias; Real Acade-
mia de Farmacia de Catalufia, o internacionales cuales : Academia Nacional de Farmacia y
Bioquimica de Argentina; European Academy of Arts, Sciences and Humanities( EAASH);
Académie Europeénne des Sciences, des Arts et des Lettres (AESAL ) ; Académie National
de Pharmacie de France y Academia Europea.

El reconocimiento a su importante trabajo se ha materializado del mismo modo en
galardones cuales: El premio en Ciencias Biomédicas de la CEOE; el de Investigacion de la
Xunta de Galicia; El de Arenteira Cientifica; La Medalla Castelao; el de Investigacién a la

Carrera Cientifica de la Comunidad de Madrid, por citar tan solo algunos.

Es Doctor Honoris Causa por varias universidades espafiolas.
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EL DISCURSO

En su discurso la Dra. Miras nos lleva a través del sistema nervioso para conocer un nuevo
grupo de neurotransmisores, sus funciones, sus problemas y la importancia de que funcio-
nen correctamente.

Trata de explicar con sencillez, la complejidad que envuelve cada uno de los descu-
brimientos, por pequefios que sean, cuando se trata de estudiar el sistema nervioso. Nos
descubre que los neurotransmisores, en este caso nucledtidos, estdn entre las moléculas mds
antiguas que hayan existido en nuestro planeta, y necesarios para formar los primeros orga-
nismos prebidticos y participes en ese mundo del RNA, el mds primitivo en la evolucién y
que todavia conservamos en las funciones més relevantes de nuestras células. Incluidos los
cuerpos de Cajal, estructuras nucleares que 110 afios mds tarde empezamos a comprender
su funcién en ese mundo primitivo. Y su sorpresa cuando uno de los receptores que ha
estudiado, muestra una distribucién andloga a la de los cuerpos de Cajal.

Cuando Cajal postula la teorfa de la neurona y que tienen que comunicarse quimica-
mente, todavia no se habfan descubierto los neurotransmisores, pero se buscaron intensa-
mente y aparecieron, acetilcolina, catecolaminas, y toda una serie de diversos compuestos.
Hoy en dia esa comunicacién es mucho més compleja de lo supuesto, pues un neurotrans-
misor nunca actda solo y al liberarse de su terminal sindptica, es todo un grupo que va a
actuar generalmente en armonia. Pero muchisimo mds complejo de comprender. Ese es el
caso de los neurotransmisores que estudia, los nucledtidos, el famoso ATD, siempre va en
compariia de otros.

En el estudio del sistema nervioso llegamos hasta donde llega la tecnologia, pero re-
sulta sorprendente que Cajal lo imaginara. Cuando lee su discurso de Premio Nobel en la
Academia Sueca, después de mostrar su deslumbrante trabajo anatémico, pero habiendo
hecho los dibujos con tinta a mano, deja constancia de lo que vendria en el futuro: “Con ¢/
tiempo, nuevas técnicas descubrirdn algiin proceso de coloracion capaz de revelar nuevas y mds
intimas conexiones entre las neuronas” (Ramon y Cajal, 1906). ;Con el mapa del conectoma
humano, el ratén arcoiris, o la tincidn especifica para cada tipo neuronal o astroglial, que
habria sentido Cajal? ;Pensaria que este era su tiempo?

Con un ratén verde para uno de los receptores, reportero fluorescente, la Dra. Miras
puede ver cémo crecen los axones en el cerebro, como proliferan las neuronas del hipocam-
po dafiado en el estado epiléptico y como alargan sus axones para conectarse a otras, en esa
estructura que filtra nuestras memorias y recuerdos.

Sin duda la tecnologia es importante, pero hay que tener problemas interesantes e ideas

que desarrollar, de otro modo se cae en una rutina costosa y que no aporta soluciones a
problemas reales, esa es la opinién que la Dra. Miras nos deja en su discurso.
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Disfruta imaginando las nuevas posibilidades que se abren en esta drea, ya que son los
propios investigadores los que tienen que mover las fronteras para comprender todos los
aspectos fisiopatélogicos de los receptores de las familias 2X y la 2Y. El disponer de quizés el
mejor fdrmaco para prevenir el ictus y la formacién de trombos, el Plavix, que ahora tienen
un arsenal de fdrmacos andlogos que se unen al receptor Y12, ha sido el detonante para que
las grandes empresas farmacéuticas se hayan volcado con estos receptores.

La Dra Miras, incluye en su discurso una serie de datos que nos hacen reflexionar,
sobre la sociedad en la que vivimos, hemos pasado de ser una tribu a un conglomerado de
10.000 millones de habitantes, y nuestro cerebro contiene 100.000 millones de neuronasy
5 veces mds de astrocitos. Disfruta de la ciencia, que necesita ser transmitida y que solo se
valora cuando se experimenta la dificultad de sacarle a la naturaleza alguno de sus secretos.
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EPILOGO

En sintesis una mirada al extenso, e importantisimo, curriculo de la Dra. Miras Portugal,
deduce su vasto bagaje multicultural y cientifico y el porqué del puesto que ocupa en el
mundo cientifico, lider incuestionable en investigaciones en neurociencia, orgullo para
cualquier docente e investigador y sobre todo para las mujeres.

No es extrafio que se demande su presencia en foros nacionales, e internacionales, sin
menoscabo de su extraordinaria labor como gestora de instituciones, tanto académicas
como cientificas, y todo ello concilidndolo con su papel de esposa y madre, ejemplo de “sa-
bidurfa y compromiso” en palabras de la Dra. M José Alonso Ferndndez, ;Una gran mujer;

Decia Albert Einstein que: “la motivacion mds importante para trabajar tanto en la
escuela como en la vida, es el placer en su resultado y el valor de dicho resultado para la comuni-
dad.”, Sinceramente creo que la Dra. Miras ha disfrutado con los resultados de sus trabajos,
sobre todo por su proyeccién en la sociedad a la que nos debemos, contribuyendo con ello
a salvaguardar el derecho constitucional de “proteccién a la salud”.

Finalizo dirigiéndome a la Dra. M. Teresa Miras Portugal:

En este jubiloso acto, tomdis posesion de una plaza como Académico de Numero de
la Real Academia de Doctores de Espana, integrdndoos y enriqueciendo su comunidad
cientifica e investigadora, cuyo objetivo es trabajar, de modo altruista, por el bien comun.
iEse es el reto;

Gran satisfaccién es para mi daros, en nombre de la Institucién, la enhorabuena y

bienvenida a esta nuestra, vuestra, casa, en la que os deseo larga vida, y provechoso y enri-
quecedor trabajo.

He dicho
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