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DISCURSO DE PRESENTACION
A cargo del Académico numerario

Excelentisimo Sr. Don Joan Guinovart Cirera






Excel-lentissim Senyor President de la Reial Académia de Farmacia
de Catalunya,

Molt Il-lustres Senyores i Senyors académics,

Dignissimes autoritats,

Senyores i Senyors,

Com a membre de la Reial Académia de Farmacia de Catalunya, tinc
el privilegi de fer la presentacid de I’académica corresponent electa,
la Dra. Maria Teresa Miras Portugal. Aquesta tasca €s per mi un gran
plaer ja que, encara que els seus meérits i trajectoria vital siguin ben
coneguts de tots vostés, I’ocasié em permetra posar de manifest la
brillant trajectoria cientifica de la nova académica.

La Dra. Maria Teresa Miras va néixer a Carballino, Galicia. Encara
ressona a les seves oides la frase centenars de vegades repetida pel seu
pare quan la veia afanyada en aquelles labors primoroses que feien les
nenes: “deixa aixo i agafa un llibre”. Els seus pares van aconseguir
que la lectura i I'observaci6 de la naturalesa fossin passid, que s'ha
incrementat amb el temps, 1 la base de la seva formacio.

Era l'octubre de 1965 quan Maria Teresa va creuar per primera vegada
el llindar del Palau de Fonseca, la historica facultat de farmacia de
Santiago de Compostel-la. Alla va rebre el seu baptisme universitari
i va quedar enlluernada només entrar pel claustre de granit gris, que
atresorava la bellesa i tendresa dels rododendres 1 les azalees de color
rosa quan florien a la primavera. Santiago i la seva universitat plural
la van fer persona universal i sense pors.

La Maria Teresa pertanyia a 'equip d'handbol i a un grup de teatre
universitari. Va arribar a representar O'Neill, en una obra titulada
Dreamy Kid, fent d'Irene, 1 Anton Txekhov, no pas en I’obra El jardi
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dels cirerers, sind en una de molt modesta, en un unic acte, titulada
Una proposta de matrimoni. Tot 1 que l'aplaudien moltissim, va deixar
l'esport i el teatre per a dedicar-se a la doceéncia i investigaciod, que era
el que realment I’atreia. Santiago, lloc d'arribada dels pelegrins, es va
convertir, per ella, en punt de partida on se li van enfortir les ales que li
van permetre volar. Després de passar-hi tres anys, va traslladar-se a la
Universitat Complutense. Venint de Compostel-la, Madrid li va semblar
molt dogmatica 1 bastant tancada, faltada de llibertat mental, fins 1
tot a la universitat. Va acabar la carrera de farmacia amb unes notes
brillantissimes. Va obtenir el Premi Extraordinari de Llicenciatura, el
Premi Nacional Fi de Carrera, el “Lazo de Alfonso X el Sabio” i el
“Victor de Plata”.

Amb aquest bagatge, se’n va anar a fer la tesi doctoral al Centre
de Neuroquimica d'Estrasburg. En aquell moment era el lloc on es
trobaven els investigadors de neurociéncia d’arreu del mén. Estava
dirigit per un prestigioés neurocientific, el professor Paul Mandel. Alla
va aprendre I'exercici de la racionalitat cartesiana, 1'obligat respecte 1
disseccio analitica de les idees alienes 1 a no subestimar la qualitat de
les idees propies. La Dra. Miras va quedar atrapada per sempre més,
captivada per la bellesa de les neurones i la subtilesa amb qué utilitzen
els compostos neurotransmissors per a comunicar-se. Estrasburg va
suposar un gran canvi. Va interactuar amb els millors cientifics 1 va viure
en directe una s¢rie de descobriments de gran calat i transcendéncia,
com la demostracié dels introns efectuada per Pierre Chambon.

Va tornar a Espanya amb el titol de Doctora sota el brag el setembre de
1975, un any clau de la nostra historia recent. Va comencar a treballar
en el departament de bioquimica de la facultat de farmacia de Madrid,
dirigit pel prestigios professor Angel Santos Ruiz, seguint la linia que
havia comengat a Estrasburg. Tres anys més tard, obtingué una placa
de professora titular en el departament de bioquimica de la facultat
de medicina de la Universitat Autonoma de Madrid, dirigit per un
altre gran investigador, el professor Alberto Sols. Ja amb el seu propi
laboratori, en un entorn excel-lent, va comencgar a reflexionar sobre
quina direcci6 havia de prendre la seva investigacid. En el tema sobre
el qual estava treballant, el dels neurotransmissors aminergics, hi havia
molts grans cientifics i centres d’un potencial enorme, amb els quals
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hauria de competir. Va adonar-se que fora molt dificil fer-hi aportacions
originals i significatives, tant és aixi que va esdevenir conscient que
si volia triomfar havia de trobar una linia nova 1 Unica, un tema que
ningu ni tan sols hagués pensat. Confessa que en aquell moment la va
ajudar un vers de Walt Whitman:

Enjoy the panic that leads you have life ahead. Live intensely, without
mediocrity.

Think that you are the future and facing the task with pride and
without fear.

Havia de comengar alguna cosa nova, tot controlant el panic a
I’inconegut, el vertigen de la llibertat. Passava moltes hores rumiant
possibilitats i un dia, en sortir de la biblioteca a Madrid, ho va veure
clar 1 va trobar la Via Lactia que la guiaria en el seu nou i llarg
pelegrinatge. Feia poc que s’havia descobert que les vesicules neuronals
del cervell i les glandules secretores contenien nucleotids i dinucledtids.
La pregunta que es va plantejar com a futur tema del seu treball era
si els dinucleotids 1 nucleotids podien ser neurotransmissors per dret
propi. I va resultar que si!

Va ser i segueix sent un viatge iniciatic, un pelegrinatge que li durara
tota la vida, 1 que és la seva vida. El poeta d’Ourense, Xosé¢ Angel
Valente, ho descriu aixi:

“...pues también estd escrito que el que sube
hacia ese sol no puede detenerse

Yy va de comienzo en comienzo

por comienzos que no tienen fin”.

Si un cami és bo, en poc temps passa a estar molt transitat i una
multitud segueix els pioners. Ara son molts els que treballen en aquest
camp, i la neurotransmissié purinergica mitjangant nucleotids €s una
de les arees més fertils de la neurociéncia. La Dra. Miras va organitzar
laboratoris 1 grups de treball sobre aquest tema a totes les universitats
per les quals ha anat passant: la Universitat Autonoma de Madrid, la
Universitat de Murcia i la Universitat Complutense de Madrid, de la
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qual és catedratica des de I’any 1986. Les seves investigacions han estat
financades per organismes europeus, nacionals i, més recentment, per
fundacions privades. Aixi, ha pogut competir amb els millors grups de
més enlla de les fronteres. Ha format un gran nombre de cientifics, als
quals ha inculcat la il-lusio per la recerca 1 la capacitat de qiiestionar
els resultats 1 buscar noves interpretacions. Podem considerar 1’escola
creada per la Dra. Miras com una de les més influents en 1’ambit de
les neurociéncies.

Ara la seva galaxia €és un jardi on planta les neurones. Per ella cada
neurona ¢és una estrella, i esta envoltada de planetes, que son els
transmissors, per poder parlar I'una amb l'altra. Moltes neurones es
parlen amb els nucleotids, 1 poden ser cridaneres o callades. A més, ara
sabem que els nucleotids promouen la supervivencia de les neurones i
que sén necessaris en l'etapa embrionaria. Aquests compostos, valent-se
dels receptors descoberts pel seu grup, indueixen connexions neuronals
1 afavoreixen la formacié de la gran xarxa que ¢és el nostre cervell.
No hi ha dubte que sén una de les dianes farmacologiques sobre les
quals més s’esta treballant i per a les quals es llicencien més patents
en I'ambit de la neurociéncia, i tamb¢é en el cardiovascular i el de la
inflamacio.

La Dra. Miras ha vist reconeguda la seva colossal contribucio amb
nombrosos premis i distincions. Destaquem els premis Maria Josefa
Wonenburger de la Xunta de Galicia i Miguel Cataldn de la Comunitat
de Madrid. Es Académica de Numero de la Real Academia Nacional
de Farmacia, de la qual va ser presidenta. També pertany a la Real
Academia de Ciencias Veterinarias, L’ Académie Nationale de Pharmacie
de France i I’Académia Europea. L’any 2013 va ser investida Dra.
Honoris Causa per la Universitat Rey Juan Carlos de Madrid.

La Dra. Miras ha tingut un gran suport en la seva familia, on ha trobat
ajut i comprensid. La preseéncia de seu marit Fernando Varela, sempre
original i creatiu, 1 gran matematic, ha aportat la plenitud 1 el valor
dels niumeros a la seva vida. La seva millor obra conjunta son els seus
fills Fernando i Alberto.

Els seus poetes predilectes son Quevedo, Rosalia de Castro i
Baudelaire. Recentment ha descobert el gran dibuixant i filosof de
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vinyetes Miguelanxo Prado que, per cert, treballa entre Barcelona i La
Corunya, i col-lecciona el seus llibres. Les seves plantes predilectes
son les camelies, en t€ unes 20 varietats que ha plantat al seu jardi de
Galicia, unes 40 plantes en total.

Qualsevol que conegui a la Dra. Miras sabra que €s constructiva,
somiadora, 1 que mai no ha perdut la il-lusi6 de la feina ben feta.
Crec que la defineix molt bé un poema que la seva admirada Rosalia
va escriure en castella.

Hay canas en mi cabeza, hay en los prados escarcha,

Mas yo prosigo sofiando, pobre, incurable sonambula,

Con la eterna primavera de la vida que se apaga

Y la perenne frescura de los campos y las almas,

Aunque los unos se agostan y aunque las otras se abrasan.

Finalment, afegir que la Dra. Miras ¢€s una gallega universal. A les
universitats 1 als centres d’investigacid pels quals ha passat al llarg de
la seva vida, sempre s’ha sentit ciutadana del mon, sense complexos ni
pors, sabent que hom ha de construir cada moment del present sense
enyoranga, sigui on sigui. Aquesta idea d’universalitat la va adquirir
als seus anys d’estudiant a Fonseca. Es per aix0, n’estic segur, que
s’incorporara plenament a la Reial Académia de Farmacia de Catalunya,
i i desitjo que el seu cami entre nosaltres sigui llarg i venturos.

Moltes gracies.
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...1 nosaltres acollim somrients el coratge
dels qui confien que hi haura dema.

(Salvador Espriu. El llibre de la bona gent.)

(...y nosotros acogemos sonrientes el coraje
de quienes confian en que habrd un marnana.

(Salvador Espriu. El libro de la buena gente.)

Excelentisimo Sefior Presidente de la Real Academia de Farmacia de
Cataluna.

Excmas. Sefioras y Sefiores Académicos.

Sefioras y sefores.

Agraiments

Vull comengar agraint al Excel-lentissim Senyor President de la Reial
Académia de Farmacia de Catalunya, i amic, Dr. Josep Ventura, i als
il-lustres membres d’aquesta institucio, especialment als pertanyents a la
Secci6 2.7, Ciencies Biologiques i Biotecnologia, per proposar i recolzar
la meva candidatura com a membre corresponent d’aquesta noble i
prestigiosa académia envers la qual sento un gran respecte. Voldria
també deixar constancia de 1’afecte personal i admiracié professional
per Panterior president, I’Il-Im. Sr. Miquel Ylla-Catald 1 Genis, que
va portar el timo d’aquesta académia amb gran saviesa i prudencia
durant els mandats anteriors. El meu agraiment €s encara major donat
que també va ser membre d’aquesta institucié el meu predecessor en
la presidéncia de la Real Academia Nacional de Farmacia, ’Excm.
Sr. Juan Manuel Reol Tejada, que admirava la Reial Académia de
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Farmacia de Catalunya i tenia grans amics entre els seus membres,
amics lleials 1 sincers que el van acollir. Amics que es reconeixien
entre si pel fet de ser sempre dels que construeixen, gent amb coratge
dels que confien que hi haura un dema, com diuen els versos del gran
poeta catala Salvador Espriu: i nosaltres acollim somrients el coratge
dels qui confien que hi haura dema. El dema existira si som conscients
que hem de construir-lo avui.

Agradecimientos

Quiero comenzar agradeciendo al Sr. Presidente y amigo, el ilustrisimo
Sr. Dr. Josep Ventura, y a los ilustres miembros de esta institucion,
especialmente los pertenecientes a la Seccion 2.*: Ciencias Biologicas
y Biotecnologia por proponer y apoyar mi candidatura como miembro
correspondiente de esta Noble y Prestigiosa Academia por la que
siento un gran respeto. Quisiera también dejar constancia del afecto
personal y admiracion profesional por el anterior presidente Ilmo.
Sr. Don Miquel Ylla-Catala i Genis, quien llevo el timon de esta
Academia con gran sabiduria y prudencia en los anteriores mandatos.
Mi agradecimiento es todavia mayor pues también fue miembro de
esta Institucion mi predecesor como Presidente en la Real Academia
Nacional de Farmacia, Excmo. Sr. D. Juan Manuel Reol Tejada,
quien admiraba a la Real Academia de Farmacia de Catalufia y tenia
grandes amigos entre sus miembros, amigos leales y sinceros que le
acogieron. Amigos que se reconocian entre si por ser siempre de los
que construyen, gente con coraje de los que confian en que habra
un mafiana, como dicen los versos del gran poeta catalan Salvador
Espriu: i nosaltres acollim somrients el coratge dels qui confien que hi
haura dema. El mafana existira si somos conscientes de que tenemos
que construirlo hoy.

Agradezco al Excmo. Sr. Don Joan Guinovart su afectuosa presenta-
cion, que se debe sin duda a los muchos afios siendo compafieros y
amigos en todas las batallas de la Bioquimica y la Biologia Molecular
en Espafa y algunas fuera de las fronteras. Joan muchas gracias por
tus exagerados elogios.
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De igual modo cuando uno avanza en ciencia lo hace siendo consciente
de que debe mucho a mucha gente: los maestros que nos han ensefiado,
los compatfieros de clase y laboratorio con los que se discutia y aprendia
por “0smosis”, los propios discipulos que nos han demostrado que en
ciencia todo avanza de modo vertiginoso, que requiere de neuronas
jovenes e intrépidas y que es ley de vida necesaria la renovacion de
los cerebros. Ademads los que tenemos el privilegio de ser docentes y
transmitir el conocimiento a los mas jévenes nos enfrentamos cada dia
al reto de modelar el futuro de forma responsable y ellos nos ensefian
el camino.

Para terminar permitanme dejar constancia de que a lo largo de mi
vida ha habido una constante absoluta, que ha sido sin lugar a dudas la
presencia de mi esposo, Fernando Varela, gran matematico, compafiero
fiel, siempre a mi lado, animandome para avanzar, animandome para
adquirir nuevos compromisos y compartiendo lo mejor de nuestras
vidas, nuestros hijos Fernando y Alberto, de los que nos sentimos
legitimamente orgullosos.

Gracias por aceptarme entre ustedes y me siento muy honrada al per-
tenecer a tan noble institucion.
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RECEPTORES DE NUCLEOTIDOS
Y SU IMPLICACION EN LOS MECANISMOS
DEL DOLOR Y LA ANALGESIA

“La oscuridad nos envuelve a todos, pero mientras el sabio tropieza
con alguna pared, el ignorante permanece tranquilo en el centro de
la habitacion” (Anatole France).

1. INTRODUCCION

1.a) Eleccion del tema

La eleccion del tema de este discurso de entrada no fue facil. Solamente
tenia clara una cosa, no hablar de lo que no entiendo o desconozco,
véase: de politica, incluida la cientifica, ya que no soy minimamente
capaz de comprenderla, en legislaciéon y predicciones tampoco soy
experta y asi por eliminacion, me quedaba solamente disertar sobre
una parcela del conocimiento donde llevo muchos afios trabajando: El
area de senalizacion purinérgica neural y dentro de ella la sefializacion
mediada por nucleotidos. Como el area es muy amplia decidi centrarme
en la busqueda de nuevas dianas contra el dolor que pertenecen a los
receptores de nucledtidos. Area extraordinariamente fértil y novedosa
dentro de la farmacologia antinociceptiva.

En el area de investigacion purinérgica, junto con mi grupo de la Fa-
cultad de Veterinaria de la Universidad Complutense, hemos encon-
trado nuevos transmisores nerviosos, nuevos receptores para nucleo-
tidos, nuevas funciones, nuevas posibilidades para la farmacologia
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y el desarrollo de nuevos farmacos en el tratamiento de patologias
nerviosas. En este largo recorrido de 40 afios de investigacion, ha
habido muchas alegrias, muchas penas, muchas euforias, muchas ra-
bietas y sobre todo muchos compaiieros de viaje cargados de ilusion
y tan ingenuos como yo misma.

No niego que alguna vez en esa busqueda del descubrimiento cientifico,
me senti abandonada y maltratada por algunos esquivos receptores,
que cruelmente y con cicateria escondian su importancia y su belleza
a mis experimentos. Recordé mas de una vez el hermoso poema de
Pero da Ponte poeta gallego del siglo XIII:

Si eu poidera desamar / (Si yo pudiera no haber amado
a quen me sempre desamou / A quien nunca me amo)

Pero los investigadores somos inaccesibles al desaliento y basta un
timido guifio por parte del enzima/receptor, o cascada sefializadora de
turno para que nuestro corazon acelere el ritmo y nos atrape de nuevo
el frenesi por arrancarle a la vida una chispa de sus secretos.

Procedo de este modo a iniciar mi discurso de entrada como Académico
Correspondiente de la Real Academia de Farmacia de Catalufia que he
titulado: Receptores de nucleotidos y su implicacion en los mecanismos
del dolor y la analgesia.

1.b) Introduccion aspectos generales

Como farmacéuticos la busqueda de remedios para fines precisos tiene
en el dolor, y como aliviarlo, su origen primigenio y ha sido uno de
los caminos mads fructiferos en el desarrollo de nuestra profesion.

No podemos olvidar que uno de los lugares comunes en nuestra expe-
riencia vital es la sensacion dolorosa. Sus posibilidades son multiples,
incluyendo la que expresaba don Francisco de Quevedo: “Mejor es
que duela el cuerpo, no el alma”. Como el dolor del alma es una
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adquisicion cultural y dificilmente medible, me centraré en el del
cuerpo.

La realidad es que el dolor tiene multiples posibilidades en su origen,
sus caracteristicas, su tratamiento, etc. Entre todos el mejor conocido
es el dolor agudo. Es un aviso que dispara la alerta y nos protege
en situaciones peligrosas para nuestra integridad fisica. Es un dolor
localizado y transitorio que dispara una respuesta directa al estimulo.
El calor excesivo, el efecto mecanico, o los compuestos quimicos
irritantes tienen en comun el que requieren de un umbral de estimu-
lacion relativamente alto.

Desde los tiempos del Imperio Romano el dolor se ha relacionado con
la inflamacioén, siendo definido por los cuatro sintomas: calor, dolor,
rubor y tumor. La potencialidad terapéutica de los antiinflamatorios
no esteroideos en el tratamiento del dolor ha sido y sigue siendo una
de las bases de la farmacologia actual.

El dolor persistente y crénico tipico de estados inflamatorios o de-
rivado de neuropatias es en el que se centran la mayor parte de las
investigaciones y recursos en esta area. En la actualidad, el dolor sigue
siendo un serio problema de salud que afecta la calidad de vida de
millones de personas. No todas las causas del dolor son conocidas y
el estudio de la sensacion dolorosa y sus consecuencias siguen siendo
en muchos casos problemas abiertos, que ocultan sus bases molecu-
lares a la ciencia. Se estima que un tercio de la poblaciéon mundial
sufre de dolor persistente o recurrente y que los tratamientos no son
satisfactorios en un porcentaje que puede alcanzar incluso el 50% en
algunos tipos de dolor.

Una vision simplista del dolor lo contempla como una entidad estética,
en donde las fibras, poco mielinizadas fibras A de tamafio medio y
las no mielinizadas C, transmiten los impulsos dolorosos a la medula
espinal, informacidén que va primero al tdlamo, antes de alcanzar el
cortex somatosensorial. Hoy en dia la visién que tenemos del dolor
es mucho mas compleja y tiene en cuenta los descubrimientos hechos
en muy diversas disciplinas, desde la genética a las neurociencias y
la inmunologia.
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La biologia molecular y sus técnicas han permitido la identificacion de
los receptores periféricos noniceptivos y cuajar una vision mas realista
de los diferentes mecanismos de captacion de la sefial dolorosa y sus
variantes. El conocimiento de los tipos de receptores periféricos y los
mecanismos mediante los cuales inician la sefializacion dolorosa es un
buen punto de partida para combatirlo. Las bases fisiopatologicas del
dolor y como alcanzan el sistema nervioso central es otra area apenas
explorada y mucho mas compleja de lo que se suponia ya que el dolor
modifica las propias conexiones sinapticas, lo que es conocido como
plasticidad y su comprension es esencial en el dolor crénico.

A todos los problemas genuinamente cientificos en el estudio del dolor
y su tratamiento se ha unido uno nuevo, la polémica que envuelve la
utilizacion de animales de experimentacion, sin olvidar que todavia
nos queda por definir la equivalencia entre las sensaciones humanas
y las de los animales.

2. PROBLEMAS EN LA VALIDACION DE NUEVOS
FARMACOS Y NUEVAS DIANAS PARA
EL TRATAMIENTO DEL DOLOR

Actualmente los farmacos disponibles para el tratamiento del dolor,
sea cronico o agudo pertenecen a dos grandes grupos, uno el de los
antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs) que actian inhibiendo las
ciclooxigenasas COX-1 y COX-2, cuyo primer ejemplo fue la Aspiri-
na, y el otro los agonistas de los receptores de opiaceos, cuyo primer
ejemplo fue la morfina. La FDA (Food and Drug Administration) de
Estados Unidos en una reciente comision de estudio dio la voz de
alarma por la administracion de numerosos farmacos, como antide-
presivos, antiepilépticos y compuestos de naturaleza esteroidica, entre
otros muchos para el tratamiento del dolor de un gran niimero de
enfermedades que encuentran poco alivio en los medicamentos clasi-
cos. Entre estas estan el cancer, la diabetes, el SIDA, la artritis, etc...,
y la comision de la FDA planted una pregunta muy simple: ;Coémo
es posible que después de tantos afios de investigacion exitosa y de
multiples dianas propuestas, solo sigan validados los medicamentos
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que actiian sobre dos dianas: uno un enzima y el otro un receptor?
Una importante conclusion de este estudio y relativamente obvia fue
que se estaban empleando la infraestructura y los modelos del siglo
pasado para la evaluacion de nuevos compuestos del siglo XXI. Los
modelos empleados para estudiar y autorizar el empleo de nuevos
analgésicos son muy escasos y fueron desarrollados a mediados del
siglo XX para validar los prototipos de compuestos ya mencionados,
los antiinflamatorios no esteroideos y los opioides. Es probable que
solamente se den como validos aquellos que se les asemejan.

2.a) Nuevos modelos de validacion de analgésicos

Los animales como es el caso de los roedores no pueden describir la
intensidad del dolor que estan sufriendo, por lo tanto los investigado-
res se han apoyado historicamente en el estudio de los actos reflejos
sencillos de analizar, como es el de lamerse las patas inflamadas o
arquear la cola en respuesta al calor. Estos dolores agudos relacionados
con una alteracion sensorial brusca son dificiles de correlacionar con
el dolor persistente en humanos que genera ansiedad en su contexto
emocional. Segiin Mogil, “hay un abismo entre los sintomas clinicos
del dolor en humanos y nuestras medidas en los modelos animales
actuales” (Mogil, 2011). Este investigador propone que se establezca
una escala catalogada de expresiones faciales para medir el dolor en
los animales, correlacionando los gestos que se corresponden con los
humanos. La idea de estudiar las emociones animales se remonta a
Charles Darwin quien incluso les dedic6 un libro (Darwin, 1872) y son
caracteristicas no solo de los animales sino también de los humanos
recién nacidos y de corta edad y empleados para evaluar su dolor.

Una nueva corriente de opinidon respecto a la crueldad de los modelos
animales para estudiar nuevos farmacos analgésicos, surge de los pro-
pios animales de compaiiia que sufren enfermedades dolorosas. En los
primeros ensayos de sustancias potencialmente medicamentosas, fueron
los humanos y los animales de la familia o del entorno proéximo a los
que se administraban los compuestos a ensayar. Dado la multitud de
posibles farmacos que era necesario analizar no quedé mas remedio
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que buscar animales més pequefios como el raton y la rata para ensa-
yarlos. Ahora, el grupo del Dr. Lascelles de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad de Florida sugiere darle la vuelta y que
las mascotas que espontdneamente desarrollan la misma enfermedad
que los humanos sirvan para el estudio de los nuevos analgésicos que
finalmente servirian para los humanos. Por ejemplo, los caballos de
carreras desarrollan dolores musculoesqueléticos, los gatos tienen una
alta incidencia de degeneracion articular y la gran mayoria de los perros
desarrolla osteoartritis cuando envejecen. El ensayo de nuevos com-
puestos en estos animales a los cuales finalmente se les sacrifica debido
a su enfermedad natural, podria ampliar el alcance y la fiabilidad de
nuevos farmacos (Robertson and Lascelles, 2010). Muchos investigado-
res creen que estudiar el dolor que de modo natural ocurre en nuestras
mascotas es mas aceptable que estudiar el dolor provocado en animales
de laboratorio. Excelentes comentarios y opiniones han sido recogidos
en sendos editoriales de la revista Nature (Elie Dolgin, 2010 a y b).

2.b) Nuevas dianas para el tratamiento del dolor

La percepcion consciente del dolor requiere un sistema nervioso central
intacto y cuando se instaura el dolor cronico se producen cambios evi-
dentes en el sistema nervioso central. El bloqueo de la sefial nociceptiva
en la entrada al sistema nervioso puede apaciguar o atenuar en gran
medida el dolor, indicando la importancia de la sefializacion periférica
para mantener el dolor crénico. El dolor generalmente comienza con
la activacion de los receptores sensitivos presentes en las estructuras
somaticas o viscerales, los cuales reciben el nombre de nociceptores y
dirigen la informacion al sistema nervioso central, SNC. El bloqueo o
reduccion de su sefializacion hacia el SNC puede atenuar o aliviar las
complejas consecuencias sensitivas y emocionales, tanto en los casos
de dolor agudo como en el dolor crénico.

Un gran niimero de nociceptores han sido clasificados en las terminales
nerviosas aferentes, todos ellos con posibilidades para convertirse en
dianas para nuevos analgésicos, comentaremos algunos de ellos para
posteriormente centrarnos en los receptores de nucleodtidos.
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Los canales sensibles a acido, ASIC1, ASIC2 y ASIC3, son canales
evolutivamente muy primitivos y con una estructura cuaternaria trimé-
rica y similar a los receptores de nucleotidos P2X. Los canales ASIC
se encuentran en las terminales aferentes de las visceras y en algunas
terminaciones cutdneas. Son responsables de la sefalizacion de las dis-
tensiones en el sistema gastrointestinal. Tienen un papel relevante en el
dolor inducido por la isquemia y originan hipersensibilidad muscular.

Especial atencion merecen los canales TRP, y dentro del grupo los
TRPV estos relacionados en mayor o menor grado con la sensacion de
temperatura. Destacar entre ellos el TRPV1 que es estimulado directa-
mente por el incremento de temperatura y esencial para la hiperalgesia
termal asociada con la mayor parte de lesiones tisulares. Puede ser
modulado directamente por protones, acidos grasos derivados del ara-
quidonico y por los vanilloides. Han demostrado claramente un papel
relevante en la hipersensibilidad térmica.

El TRPV2, que aunque activado por la temperatura su funcién como
nociceptor no estd suficientemente demostrada. El TRPV3 también
es activado por la temperatura, aunque su presencia en la fibras afe-
rentes es dudosa, la activacién con un agonista selectivo, el farnesil
pirofosfato, incrementa la sensacion nociceptiva. E1 TRPV4 también
directamente activado por estimulos de temperatura tiene no obstante
un papel prominente en la mecano transduccion y es esencial en la
hipersensibilidad en inflamacion y lesion nerviosa.

Los TRPA1, son importantes ya que son activados directamente por
una serie de substancias quimicas peligrosas, aceite de mostaza, al-
dehidos varios, acroleina, formalina etc... Son esenciales en la hi-
persensibilidad inducida por compuestos quimicos. Recientemente se
ha descubierto una substancia natural volatil, la Umbellulona, que es
un poderoso agonista del TRPA1. Esta cetona ha sido aislada de las
hojas de la Umbellularia Californica, arbusto conocido con el nombre
vulgar de laurel de California. EI TRPA1 es un receptor abundante
en las neuronas somatosensoriales, en donde al ser activado masiva-
mente produce la liberacion del péptido relacionado con el gen de la
calcitonina, el CGRP. Este péptido es el vasodilatador mas poderoso
de nuestro organismo y asociado con los dolores de cabeza profundos,
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la clasica y temible migrafia, ya que causa una masiva vasodilatacion
del sistema vascular en diversas areas cerebrales, incluido el nervio
trigémino (Nassini et al., 2012).

El TRPMS, que es activado directamente por el mentol y se ha de-
mostrado su funcion en la hipersensibilidad al frio.

Dentro del grupo de los receptores de neurotransmisores clasicos, se-
nalar algunos de ellos. En primer lugar los receptores ionotropicos
de serotonina, los 5-HT3, se encuentran en un subgrupo de aferentes
nociceptivas que son muy abundantes en la transmision del dolor vis-
ceral (Camilleri, 2010).

Los receptores nicotinicos, que son los receptores ionotropicos de ace-
tilcolina, estan presentes en los ganglios de las astas dorsales (DRG)
de la médula espinal y también a nivel de las terminales en el sistema
nervioso central, sus niveles se incrementan con la lesion nerviosa,
solamente un subgrupo de subunidades estarian implicadas. Los ago-
nistas epibatidina y nicotina tienen efectos antinoniceptivos, sobre todo
a nivel central (Rau et al., 2005). Multiples trabajos de nuestro grupo
han venido demostrando reiteradamente que en terminales sindpticas
centrales los receptores nicotinicos presindpticos estan colocalizados
con los receptores ionotropicos presinapticos de ATP y de dinucledtidos
(Diaz-Hernéndez et al., 2001; 2002a; 2004; 2006).

Multiples receptores de glutamato de naturaleza ionotropica que ex-
presan los subtipos GluR1-5 y NR1-2 han sido propuestos como ele-
mentos nociceptores a nivel periférico, pero la mayor evidencia de su
funcion ha sido obtenida a nivel de las sinapsis centrales (Carlton and
Coggeshall, 1999).

El GABA es sin duda uno de los compuestos estrella actuando sobre
receptores ionotropicos de los que existe un gran niumero de subtipos
GABA-A gracias a las diversas subunidades que integran el receptor
que posee una estructura pentamérica, lo mismo que la de los recep-
tores nicotinicos. Su presencia es muy abundante en cerebro y una
vez activado produce la hiperpolarizacion de las membranas al incre-
mentar el flujo del ion cloruro al interior neuronal, lo que reduce la
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percepcion de sefales estimuladoras, al ser requerido un mayor umbral
de activacion. Otro receptor de GABA importante en la modulacion
de la senal dolorosa es el metabotropico GABA-b acoplado a la pro-
teina Gi, muy abundante en la zona presinaptica de las terminales
centrales. El receptor GABAb es un modulador muy eficiente sobre la
respuesta ionotropica de los receptores ionotropicos presinapticos de
ATP y dinucleotidos, pudiendo incrementar no solamente la respues-
ta maxima sino también la afinidad por los agonistas nucleotidicos
(Gomez-Villafuertes et al., 2001).

Un apartado especial merecen los canales i6nicos que mantienen el
gradiente de membrana, los de sodio, calcio y potasio que con sus
multiples variantes han sido también objeto de un estudio sistematico,
no olvidemos que los anestésicos locales actuan esencialmente sobre
los canales de sodio.

La existencia de familias de faquires en la India y Pakistdn con insen-
sibilidad al dolor, llevo a un descubrimiento crucial relacionando la
percepcion del dolor con un subtipo especial de canales de sodio, en
el afio 2006. El grupo del Dr. Woods del Departamento de Genética
Meédica de los laboratorios Wellcome/MRC de Cambridge, publico en
la revista Nature una nueva canalopatia congénita del canal de sodio,
Na(v)1.7, codificado en el gen SCN9A, cuyos portadores han perdido la
capacidad de experimentar el dolor. El hallazgo se produjo estudiando
el genoma de tres familias pakistanies en los cuales la subunidad a del
canal de sodio operado por voltaje Na(v)1.7, el cual se expresa abun-
dantemente en las neuronas nociceptoras (Cox et al., 2006). Este canal
presentaba anomalias funcionales y sus portadores eran insensibles al
dolor, pudiendo infligirse profundas lesiones o perforaciones de su piel
o lengua sin aparente dolor.

Otros canales de calcio y de potasio también estan implicados en la
sefializacion nociceptiva y hay incluso nuevos compuestos en fase 3 de
ensayo en donde ciertos subtipos de canales de calcio son las nuevas
dianas validadas.

Tampoco podemos olvidar las grandes expectativas abiertas con los re-
ceptores de cannabinoides, con compuestos licenciados como farmacos.
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He dejado para el final los receptores ionotropicos y metabotropicos de
nucleotidos, P2X y P2Y, que junto con los receptores de adenosina son
actualmente objeto de una investigacion en profundidad por la variada
localizacion y multiples funciones tanto en el sistema nervioso central
y periférico como en el cardiovascular e inmune, a ellos dedicaremos
el apartado 3.

2.¢c) Medicamentos licenciados para el tratamiento del dolor
en las ultimas dos décadas 1990-2010: La cruda realidad

El inmenso trabajo experimental y la calidad de sus resultados con-
trastan con la escasa disponibilidad de nuevos medicamentos anal-
gésicos. Este hecho queda patente en una reciente publicacién de la
Pain Research Unit de los laboratorios farmacéuticos Pfizer. En esta
publicacion se hace hincapié en la posibilidad de utilizar nuevos com-
puestos, o cambios en las modalidades de administracioén, pero sobre
todo en la necesidad de innovar en el tratamiento del dolor cronico y
la de validar nuevas dianas (Burgess and Williams, 2010).

Es de destacar que entre 1990 y 2010 han sido aprobadas para el tra-
tamiento del dolor por la FDA un total de 54 especialidades farmacéu-
ticas, de las cuales 31 estan basadas en nuevos modos de formulacion
de opiaceos, antiinflamatorios no esteroideos (NSAID), etc... Otras
19 especialidades basadas en combinaciones de los ya conocidos, con
nuevos compuestos de naturaleza opidcea, nuevos esteroides antiinfla-
matorios (SAID), inhibidores de la recaptacion de serotonina (SRNI)
e inhibidores de la recaptaciéon de noradrenalina (NRI) etc., cuyos
mecanismos de accion son conocidos.

Finalmente y de modo sorprendente, solamente 4 nuevos compuestos
con accion sobre nuevas dianas para el tratamiento del dolor han sido
aceptados durante estas dos ultimas décadas. Estos compuestos son:
1) las subunidades a,6 del canal de calcio, a la que se une el nuevo
compuesto pregabalin (Lyrica), anteriormente empleado como antiepi-
Iéptico y ahora para el tratamiento del dolor neuropatico en adultos;
2) el compuesto conocido como ziconotido, toxina aislada del caracol
marino, conus geographus, que se une al poro de entrada del canal de
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calcio tipo N (Prialt); 3) los agonistas de receptores de cannabinoides
sobre todo CB1 (Sativex) y finalmente los bloqueantes del canal TRPV1
(Qutenza), que contienen capsaicina y suelen aplicarse en parches para
el tratamiento del dolor post-herpético.

3. DOLOR Y SISTEMA PURINERGICO

La primera clasificacion de los receptores purinérgicos estableciendo
una clara diferencia entre los sensibles a nucledsidos, sobre todo a
adenosina, y los sensibles a nucledtidos fue propuesta por Burnstock
en 1978 (Burnstock 1978). Pronto se observd que existia una gran
heterogeneidad entre las respuestas a ATP dependiendo de los modelos
de estudio. El escaso arsenal farmacologico de los andlogos de ATP,
como agonistas, y la carencia de antagonistas, dilataron la caracteriza-
cion de los receptores y por lo tanto de su clasificacion. Finalmente en
1985, Burnstock y Kennedy propusieron la primera subdivision clara
de los receptores de nucleotidos, conocidos como receptores P2 en dos
familias P2X y P2Y (Burnstock & Kennedy, 1985). El modelo claro
de presencia de receptores P2X lo proporcionaba la vasoconstriccion
y contraccion del musculo liso visceral, utilizando un agonista escasa-
mente hidrolizable, el o,f-meATP, el modelo claro de P2Y, era el de
vasodilatacion y relajacion del musculo liso del estomago, utilizando
el agonista 2-metiltioATP (2-MeATP).

Otros subtipos de receptores fueron propuestos de modo casi inmediato,
como el P2T, receptor especifico para el ADP presente en plaquetas y
trombocitos, actualmente conocido como P2Y12. Otro receptor pro-
puesto fue el P2Z, presente en macrofagos, linfocitos y mastocitos,
cuyo agonista principal era el ATP, en ausencia de magnesio. Actual-
mente a este receptor se le conoce con el nombre de P2X7 y ha sido
el ultimo de la familia de los P2X en ser clonado. El receptor P2U se
propuso como especifico para los nucleétidos de uridina, hoy dia se
encuentran englobados en la familia P2Y y hay varios subtipos (P2Y?2,
P2Y4 y P2Y6). Un receptor propuesto y de especial relevancia para
nuestro grupo ha sido el P2D, pues sus agonistas especificos eran los
dinucleotidos descubiertos por nuestro grupo (Pintor & Miras-Portugal,

29



1995; 2000). Actualmente y gracias al trabajo de nuestro grupo sabemos
que estos compuestos actiian sobre los receptores denominados P2X1
y P2X3, que son ionotropicos y otros miembros de la familia P2Y.

Los receptores especificos de nucleodtidos, o receptores P2, se dividen en
dos familias en funcidn de su estructura molecular y de los mecanismos
de transduccion de la sefial acoplados a su activacion: 1) los recepto-
res P2X, que son canales i6nicos activados por ligando, y 2) los re-
ceptores P2Y, que son receptores metabotrdpicos acoplados a proteinas
G (Abbrachio and Burnstock, 1994). Hasta la fecha, en mamiferos
se han clonado y caracterizado farmacologicamente siete subunidades
diferentes que constituyen los receptores P2X (P2X1-P2X7) y ocho
subunidades P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13,
P2Y14) (Abbracchio et al., 2006; Burnstock, 2007). La nomenclatura
empleada en este discurso tiene en cuenta las ultimas directrices del
Comité de Nomenclatura de la Union Internacional de Farmacologia
(IUPHAR) (Collingridge et al., 2009).

La identificacion y caracterizacion farmacoldgica de los receptores P2
no es tarea sencilla. La falta de disponibilidad de agonistas y antago-
nistas especificos y potentes para diferenciar bien los distintos subtipos
hace que se produzca solapamiento de las respuestas obtenidas en
sistemas que coexpresan varios subtipos de receptores. Ademas, las
ectonucleotidasas presentes pueden degradar o transformar los com-
puestos utilizados. Por lo tanto, aunque haya sido posible encontrar en
los tejidos nativos receptores analogos a algunos de los receptores P2
clonados (coincidiendo en la distribucién, mecanismos de sefializacion
y farmacologia), en la mayoria de los casos no se ha podido establecer
una correspondencia inequivoca. Por este motivo se tiende a calificar
a los receptores endogenos con el sufijo anglosajon “-like” (“P2X1-
like”, “P2Y2-like”, etc.) hasta que se apliquen criterios posteriores que
corroboren su identificacion.

La funcion de los nucleodtidos extracelulares en el control de las neu-
ronas y células gliales del sistema nervioso es avalada por multiples
evidencias experimentales. Los nucledtidos extracelulares proceden de
la liberacion exocitdtica de células excitables, y mediante mecanismos
aun por definir, de células tanto excitables como no excitables. En
células excitables estos compuestos estan almacenados en vesiculas
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a las que necesitan ser transportados mediante el transportador vesi-
cular VNUT (Gualix et al., 1996; 1999; Sawada et al., 2009). Estos
compuestos pueden liberarse tanto en situaciones fisiologicas como
patologicas, o salir de las células cuando se rompen las membranas
plasmaticas por trauma o compresion (Guti€rrez-Martin et al., 2011).

La microglia es uno de los tipos de células gliales, que tienen funciones
en el sistema nervioso central, similares a los macrofagos periféricos.
En estas células se ha demostrado la abundante presencia de subtipos
de receptores P2X y P2Y, los cuales juegan un papel clave en la sefia-
lizacion dolorosa de la medula espinal en situaciones patologicas como
las lesiones de los nervios periféricos, lo que se conoce actualmente
como dolor neuropatico.

En las astas dorsales de la medula espinal, las lesiones de los nervios
periféricos producen una serie de cambios de modo progresivo en la
microglia, incluyendo hipertrofia del cuerpo celular y proliferacion,
aspectos los dos que se consideran como indices de activacion. La mi-
croglia cuando se activa produce una regulacion al alza de la expresion
de los receptores P2X/P2Y, siendo los mejor documentados los subtipos
P2X4 y P2Y12. Estudios recientes presentan solidas evidencias de que
la manipulacion farmacologica o genética, modificando su expresion,
son capaces de suprimir o reducir en gran modo el dolor neuropatico.
El grupo del Dr. Kazuide Inoue de Japon y el del Dr. Michael Salter
de Canada han hecho grandes contribuciones en este area (Tsuda et
al., 2003; 2005).

Es indudable que un conocimiento profundo de los receptores P2 que
participan en la patogénesis del dolor neuropatico y en los procesos de
sefalizacion en procesos inflamatorios mediados por el sistema inmune,
permitira obtener nuevos y mejores farmacos para aliviar el sufrimiento.

3.a) Receptores Ionotropicos de nucledtidos, familia P2X:
Importancia de la Biologia Molecular

Los receptores P2X son canales i6nicos operados por ligando, insertados
en la membrana plasmatica cuyo agonista fisiologico es fundamental-
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mente el nucledtido ATP. La apertura del canal permite el paso selec-
tivo de los cationes de tamafio pequefio, Na* K* y Ca*". Hasta la fecha
se han identificado siete subunidades P2X diferentes, secuencialmente
referidas como P2X1 al P2X7. El nimero de subunidades que se unen
para formar el canal activo es de tres y el grupo de investigacion aleman
liderado por Gunter Schmalzing fue quien en un principio lo definio
claramente para el receptor P2X1 y P2X3 (Nicke et al 1998). La primera
subunidad identificada fue la P2X1 y se aislo del conducto deferente
de rata, el descubrimiento fue publicado en la revista Nature en 1994,
por el grupo de Gary Buell en el Instituto de Biologia Molecular que la
compaiia farmacéutica de Glaxo tenia en Ginebra, Suiza (Valera et al.
1994). El titulo de la publicaciéon indicaba que se trataba de una nueva
clase de receptores ionotropicos operados por ligando que respondian
a ATP. En este articulo se predecia la estructura en base a la secuencia
de aminoacidos como una proteina con dos dominios transmembrana
y los extremos amino y carboxilo en el interior citosolico. Lo que sig-
nificaba algo totalmente nuevo y posiblemente muy primitivo desde el
punto de vista evolutivo dada su sencillez.

El segundo receptor clonado fue el P2X2, y lo realiz6 el grupo de
David Julius en el departamento de Farmacologia de la Universidad
de California (Brake et al., 1994). El modelo del cual se aisl6 el P2X2
es el de la medula adrenal y de otros tejidos neuroendocrinos. Este
receptor mostraba, por prediccion de secuencia una estructura similar al
P2X1, pero también con el canal epitelial de Na“, y los canales sensores
de acido todos ellos aparentemente muy primitivos. Al ser activado
por ATP, la desensibilizacion del receptor era moderadamente rapida.

El gen que codifica la subunidad P2X3 se clonod inicialmente de las
astas dorsales de medula espinal, DRG (Chen et al., 1995), en el De-
partamento de Anatomia del University College, de Londres en el
Reino Unido.

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

3.b) Estructura cuaternaria de los receptores P2X

El conocimiento de la estructura cuaternaria del canal formado por
los receptores P2X, la interaccion de las subunidades para formar el
canal activo y su apertura por el ligando, era un objetivo largo tiempo
deseado, pero que se hizo esperar hasta que en el afio 2009 el grupo
de Eric Gouaux consigui6 cristalizar el receptor P2X4, en su forma
mas corta (Kawate et al., 2009). El éxito de este grupo se debid a que
tenian una dilatada experiencia en el estudio de estructuras de otros
canales, principalmente en los canales sensores de acido, ASIC1, que
son canales activados por protones y selectivos para el ion sodio, estdn
compuestos por tres subunidades y forman parte de la superfamila de
los canales epiteliales de sodio, canales mecanosensibles y los canales
FMRF operados por péptidos. Estos canales se expresan de modo ubi-
cuo en las células eucariotas y juegan un papel esencial en multiples
actividades biologicas, como la homeostasis del sodio, la percepcion
de los sabores y el dolor (Gonzales et al., 2009).

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

Los dos segmentos transmembrana (TM) que presentan las subunida-
des P2X no son capaces, por si mismos, de formar un poro ionico,
motivo por el cual las distintas subunidades se asocian como homo
o heterotrimeros para formar un canal funcional (Nicke et al., 1998).
El trimero posee un dominio extracelular muy extenso que sobresale
aproximadamente 70 A sobre el plano de la membrana, y una region
transmembrana de 28 A. El canal esta formado por seis hélices TM,
dos por cada subunidad que lo compone. Los segmentos TM1 forman
multiples interacciones con las hélices TM2 de la misma subunidad,
pero también con los TM1 y TM2 de las otras subunidades. Asi, las
hélices TM1 presentan la mayoria de contactos con la bicapa lipi-
dica, mientras que las TM2 cubren el poro i6nico (Gonzales et al.,
2009). La entrada y salida del canal estan formadas principalmente
por residuos hidrofobicos e incluyen aproximadamente dos vueltas
de la a-hélice del segmento transmembrana TM2. En la region ex-
tracelular, las B-laminas centrales interaccionan con las subunidades
adyacentes, mientras que no se producen contactos entre ellas en la
base de dicha region. Esta conformacioén podria permitir a las héli-
ces transmembranares el movimiento hacia una conformacién abierta
ante la interaccion de la region extracelular con el ligando (Kawate
et al., 2009).

En este sentido, Gouaux y su grupo proponen que el sitio de union del
ATP a los receptores P2X se localiza en las ranuras que quedan entre
las distintas subunidades (Kawate et al., 2009). Estas ranuras estan
formadas por residuos conservados que se han descrito implicados en
la apertura del canal dependiente de ATP (Roberts et al., 2006).

Los receptores homoméricos estdn compuestos por subunidades idénti-
cas. Ademas de estos homo-oligdbmeros, las distintas subunidades P2X
pueden interaccionar entre si formando hetero-oligobmeros, aunque este
ensamblaje no se produce aleatoriamente entre cualquier subunidad P2X.
Hasta la fecha se han descrito varios receptores heteroméricos: P2X1/
P2X2, P2X1/P2X4, P2X1/P2X5, P2X2/P2X3, P2X2/P2X6 y P2X4/
P2X6 (Roberts et al., 2006; Burnstock, 2007a; Abbracchio et al., 2009).
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La heteromerizacion de la subunidad P2X7 aun no estd claramente
establecida ni descartada (Guo et al., 2007).

Los receptores P2X no estan insertados en la membrana celular de
forma aleatoria, y suelen estar agrupados o localizados en diferentes
partes de la célula de modo preciso y especifico en funcion del desa-
rrollo. Dado que la membrana celular no es homogénea, los receptores
pueden agruparse junto a las proteinas de membrana en microdominios.
Un posible mecanismo para mantener las proteinas y moléculas de
sefnalizacion juntas, puede ser su inclusion en balsas lipidicas (“lipid
rafts”), como sucede para los receptores P2X1, P2X3 y P2X7 (Vacca
et al., 2004; 2009).

3.c) Importancia del receptor P2X3 y del P2X2
en el procesamiento de la sefial dolorosa

El gen que codifica la subunidad P2X2 se clon¢ inicialmente del te-
jido neuroendocrino que es la medula adrenal en 1994, como hemos
sefialado con anterioridad. El receptor P2X3 se clond por primera vez
de las astas dorsales de medula espinal, DRG (Chen et al., 1995), en
el departamento de Anatomia del University College, de Londres en
el Reino Unido, dirigido a la sazén por el Prof. Geoffrey Burnstock.
Estas neuronas también expresan la subunidad P2X2 y es probable que
los canales nativos sean heterotrimeros P2X2/3. La distribucion de los
receptores homoméricos P2X3 y de los heteroméricos P2X2/3 se en-
cuentra restringida a las astas dorsales, ganglios sensitivos trigémino y
nodoso, y en el sistema nervioso central es abundante en las terminales
sinapticas colinérgicas, donde es regulado por receptores ionotropicos
presinapticos de receptores colinérgicos nicotinicos (Vuklchanova et
al., 1997; Diaz-Hernandez et al., 2001; Diaz-Hernandez et al., 2002).
Mediante estudios farmacoldgicos e inmunocitoquimicos se demostrd
su implicacion en la transmision del dolor persistente en la inflamacion
cronica y en el dolor neuropatico (Gever et al., 2006).

La demostracion definitiva de la gran relevancia del receptor P2X3, tan-
to homomérico como formando parte de los heterémeros P2X2/P2X3
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en la transmision nociceptiva y la transduccion mecanosensorial en las
visceras, quedd patente cuando se dispuso de animales genéticamente
modificados en los cuales se bloquea la presencia de receptor funcional
P2X3. Dos grupos independientes publicaron en Nature en el afio 2000
sendos articulos definiendo las caracteristicas del raton donde se habia
conseguido deleccionar el gen del receptor P2X3 (Cockayne et al.,
2000; Souslova et al., 2000). Haremos especial mencion al grupo de
Debra Cockayne, por la solidez de su trabajo. Este grupo pertenecia a la
Unidad de Neurobiologia del Instituto Roche de Palo Alto en California
y establece claramente que el raton deficiente en P3X3 presenta escasa
sensibilidad a los modelos clasicos de comportamiento frente a estimu-
los dolorosos, como es la inyeccion de formalina en las extremidades.
Este resultado se explicaba por la escasa corriente en respuesta al ATP
de las neuronas del ganglio nodoso en los animales KO para el receptor
P2X3. Otro aspecto relevante descrito en este modelo animal fue que
muestran una acusada hiporeflexia del vaciado de la vejiga urinaria,
lo que lleva aparejado un incremento en la retencion de orina y en el
tamano de la vejiga. Los estudios inmunohistoquimicos mostraron que
el receptor P2X2 es muy abundante en las fibras nerviosas que inervan
la vejiga urinaria en el animal silvestre y también que la falta de P2X3
no altera la densidad de las fibras y su capacidad de inervacion, pero
si la respuesta especifica del P2X3. Todo ello les llevo a proponer que
el receptor P2X3 es esencial para transmitir la sefal dolorosa por las
vias aferentes y para controlar los reflejos de la vejiga urinaria en su
funcion fisioldgica. Los antagonistas P2X3 se postulaban como dianas
terapéuticas de gran potencialidad tanto en la sefial dolorosa como en
los desordenes que implican una vejiga hiperactiva.

Con posterioridad este modelo de raton P2X3 -/- , permitio al mis-
mo grupo de Debra Cockayne descubrir que el urotelio que tapiza la
vejiga urinaria libera grandes cantidades de ATP, que es el agonista
fisiologico del receptor, siendo la presion ejercida por la orina sobre
el tejido lo que provoca su salida, sin olvidar que en las infecciones
del tracto urinario hay una mayor salida del nucleotido en respuesta a
la irritacion (Vlaskovska et al., 2001).

La peristalsis intestinal en el raton KO del P2X3, también est4 alterada
con respecto al raton silvestre, trabajo que fue una secuela del mis-
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mo grupo, entre otros muchos. En experimentos in vivo midiendo el
transito gastrointestinal demostraron que el receptor P2X3 contribuye
a detectar la distension, y que al incrementarse la presion intraluminal
inicia las contracciones reflejas, que se definen como peristaltismo
intestinal. Aspectos fisiologicos que estan reducidos en el raton KO
y aumentados en los procesos irritativos donde el ATP es abundante
y que han tratado de relacionarse con las respuestas exacerbadas en
algunas patologias, como la del colon irritable (Bian et al., 2003).

La abundancia de receptores heteroméricos P2X2/P2X3, plante6 la
necesidad de obtener tanto el KO de la subunidad P2X2, como los
doble knockout. Ambos fueron empleados por el grupo de Debra Coc-
kayne demostrando que son esenciales en la sefializacion de ATP en
organos y terminales nerviosas aferentes (Cockayne et al., 2005; Ford
and Cockayne, 2011).

La importancia de estos receptores como dianas terapéuticas ha in-
centivado a las compaiiias farmacéuticas para obtener una larga serie
de compuestos, algunos de ellos con actividad in vivo y desarrollados
sobre todo para paliar el dolor en situaciones especialmente criticas
y para las cuales los tratamientos actuales son ineficaces como es el
caso del dolor asociado a las metastasis 0seas. Es de destacar que las
aferentes primarias nociceptivas, incluidas las que inervan el hueso ex-
presan los receptores P2X3 homoméricos, o los heteroméricos P2X2/
P2X3. En un modelo experimental de cancer bien definido, como es
el de carcinoma de hueso inducido en la rata, un potente antagonis-
ta procedente de los laboratorios Abbott, el AF-353, que puede ser
administrado por via oral, produjo una notable reduccion de la sefial
dolorosa, sin alterar el transcurso de la enfermedad, ya que la des-
truccion del hueso inducida por las células del carcinoma MRMT-1
no modificaron su agresividad ni su invasividad. Los efectos sobre el
dolor eran evidentes ya que el efecto analgésico se traducia en una
reduccion de senalizacion de las fibras aferentes (Kaan et al., 2010).
Otros muchos modelos y situaciones dolorosas han sido analizados y
estos receptores siguen postuldndose como dianas validas para el tra-
tamiento del dolor, siendo el grupo de Michael Jarvis en la compaiia
farmacéutica Abbott uno de los mas activos y exitosos. Un aspecto
relevante es que todos los inhibidores sintetizados que inhiben el P2X3
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homomérico, también inhiben el heterotrimero P2X2/P2X3, aunque
algunos de ellos con una eficacia ligeramente menor, curiosamente
apenas tienen actividad sobre el homomérico P2X2 (Gum et al., 2012).

3.d) Importancia del receptor P2X4 en la génesis y
procesamiento de la sefial dolorosa: papel de la microglia

La importancia del receptor P2X4 en la sefalizacion dolorosa es de-
bida a su abundante presencia en la microglia. Este hecho me obliga
a rendir homenaje a uno de nuestros grandes histélogos, Don Pio del
Rio-Hortega, quien describe la microglia en 1920. La denomina el
tercer elemento, siendo diferente de las neuronas y de los astrocitos.
La funcion de la microglia fue durante muchos afios objeto de debate,
la visibn meramente estatica o de células soporte ha sido sustituida por
una vision dinamica implicandola en las patologias del sistema nervioso
originadas como consecuencia de lesiones. Esta situacion tiene especial
relevancia en la patogénesis del dolor neuropatico, situacién de dolor
cronico que se presenta después de lesion de los nervios periféricos
causada por infeccion o lesion traumadtica. Una de las moléculas sefia-
lizadoras que mas influye en la activacion de la microglia es el ATP
y estas células expresan una amplia variedad de receptores P2, entre
ellos los metabotrépicos P2Y6 y P2Y12 y los ionotropicos P2X4 y
P2X7. De todos estos receptores es el P2X4 el que se incrementa de
modo absoluto en la microglia reactiva, por esa razéon dedicaremos
este apartado a conocer los mecanismos del P2X4 en la génesis de la
sefalizacion dolorosa mediados por microglia reactiva. Muchos de los
trabajos implicando al receptor P2X4 en la funcion de la microglia re-
activa proceden de dos grupos excelentes, de modo independiente o en
colaboracion, el del Dr. Michael Salter en Canada y del Grupo del Dr.
Kazuide Inoue en Japon (Trang et al., 2001; Tsuda et al., 2003, 2013).

La primera evidencia de que los receptores P2X4 estan implicados
en el dolor neuropatico fue publicado por el grupo de Inoue (Tsuda
et al., 2003). Este grupo demostr6 que la inyeccion intratecal de un
derivado del ATP, el (2',3"-O-(2,4,6-trinitrofenyl) adenosina 5'-trifosfa-
to, conocido como TNP-ATP, un antagonista del receptor P2X1 y del
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P2X4 revertia la alodinia tactil en las ratas con los nervios lesionados.
Por el contrario, el piridoxalfosfato-6-azofenyl-2',4'-disulfonic 4cido,
conocido como, PPADs, que es un antagonista de los receptores P2X1,
P2X3, P2X5 y P2X7, pero no del P2X4, al ser inyectado intratecal-
mente, no revertia la sensacion dolorosa de la alodinia tactil (Inoue
et al., 2004). Una revision muy ilustrativa fue publicada en Trends in
Neuroscience participando los dos grupos mas activos en microglia
hasta aquel momento (Tsuda et al., 2005).

Una confirmacién de que el receptor P2X4 era el implicado en la
allodinia y el dolor neuropatico se obtuvo bloqueando con nucleétidos
antisentido el receptor P2X4 y en el modelo de raton genéticamente
modificado en el cual se habia deleccionado el gen P2X4. Estos ani-
males P2X4-/- muestran muy atenuado el dolor inducido tras la lesion
nerviosa (Ulmann et al., 2008; 2010). El desarrollo de la allodinia
tactil se correlaciona con el progresivo incremento de la expresion del
receptor P2X4 en la medula espinal, el cual normalmente esta presente
en muy bajo nivel en el sistema nervioso central de los animales con-
trol. Analizadas las células que expresan estos receptores se constata
que estan en la microglia y que no existe incremento paralelo en las
neuronas.

La sefializacion del ATP incrementando el calcio citosolico, induce la
activacion de una serie de cascadas de sefalizacion, entre ellas las de
la proteina P-38-MAPK, siendo responsables de liberar el BDNF en
el sistema nervioso central, en casos de inflamacion. El mismo grupo
del Profesor Inoue demostrdé que la inyeccion en las astas dorsales
de las ratas lesionadas de un inhibidor de la P38-MAPK suprimia
la allodinia (Inoue et al., 2004; Inoue, 2006 a, b). En los macréfa-
gos periféricos, que son células similares a la microglia del Sistema
Nervioso Central existe un receptor P2X4 funcional y su activacion
lleva a la produccién y liberacion de la Prostaglandina E2, que es el
principal sustrato de la inflamacién, siendo capaz de sensibilizar los
nociceptores periféricos (Ulmann et al., 2010).

El receptor P2X4 esta pues en un lugar privilegiado para convertirse en
diana preferente para el tratamiento del dolor neuropatico al ser capaz
de frenar la etiopatologia del dolor inflamatorio. Dos aspectos esenciales
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cuando se trata del tratamiento del dolor. El conocimiento de las casca-
das de senalizacion del P2X4 puede aportar nuevas vias para remediar
los efectos inflamatorios de la microglia sobre el sistema nervioso.

Otros modelos con dolor cronico asociado han puesto de manifiesto
que el P2X4 es también una pieza clave en el desarrollo del dolor
neuropatico en la neuritis experimental autoinmune en la que se ob-
serva una inflamacion aguda con desmielinizacion de las raices de los
nervios sensitivos que es el subtipo mas frecuente del sindrome de
Guillain-Barre, que es un trastorno autoinmunitario y se desconoce el
agente que lo desencadena exactamente (Zang et al., 2008).

El sindrome de fatiga cronica se acompafia a menudo con un ex-
tendido dolor muscular que se asemeja al sindrome de fibromialgia.
Estos sintomas empeoran con el ejercicio y se ha tratado de conocer
mediante un amplio estudio de expresion de genes cuales eran los que
mostraban mayores diferencias entre individuos sanos y los que sufrian
de fibromialgia o fatiga cronica. Entre los genes que mostraban mayor
incremento después de un moderado ejercicio estan algunos canales
sensores de acido ASIC3 y los receptores P2X4 y P2XS5 (Light et al.,
2009; 2012).

La validacion de los receptores P2X4 para el tratamiento en el dolor
crénico se ha visto muy limitada por la ausencia de un agonista se-
lectivo. El mejor agonista es el nucleotidotrifosfato ATP. E1 CTP es
activo, pero tiene escasa afinidad por el receptor, la ivermectina es
un activador alostérico y ha sido uno de los utensilios farmacologi-
cos para caracterizar el receptor. El antagonista TNP-ATP tiene una
IC50 de 15 uM, pero es mucho mas activo bloqueando los receptores
homomeéricos P2X1 y P2X3, o los heteroméricos P2X2/P2X3, estos
ultimos muy abundantes en la ldmina superficial de las astas dorsales
de la medula espinal. Hasta el momento y a pesar del esfuerzo de
la industria farmacéutica son muy pocos los compuestos inhibidores
del P2X4 descritos en la literatura, los cuales han sido recogidos en
una reciente publicacion del grupo de Michael Jarvis de la compaiiia
farmacéutica Abbott (Gum et al., 2012).

La elucidacion de la estructura cristalina del receptor P2X4 por el
grupo de Eric Gouaux en 2009, ofrece ahora nuevas perspectivas para
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el diseno racional de agonistas y sobre todo antagonistas. No podemos
olvidar que esta estructura ha demostrado que el sitio de unién del
agonista estd localizado en una zona totalmente diferente de donde
se pensaba, esto es se une a las zonas de interconexion entre las su-
bunidades y proxima a la membrana plasmatica (Kawate et al., 2009;
Hattori and Gouaux, 2012).

A falta de compuestos especificamente sintetizados para actuar sobre
el receptor P2X4, un gran nimero de farmacos utilizados para otras
patologias, sobre todo del sistema nervioso se han ensayado sobre este
receptor. Por casualidad un grupo de compuestos utilizados como antide-
presivos, entre ellos la paroxetina que inhibe el transporte de serotonina,
resultd ser un eficaz inhibidor el receptor P2X4, produciendo analgesia
y revirtiendo la alodinia tactil posterior a la lesion de nervios periféricos
en ratas (Nagata et al., 2009). Es de destacar que los antidepresivos se
estan utilizando ampliamente en el tratamiento del dolor, y no existia
una base cientifica para este uso. Con estos resultados se respalda su
utilizacion y es un punto de partida en una diana tan importante y tan
esquiva como el P2X4.

4. IMPLICACION DEL RECEPTOR P2X7 EN PROCESOS
DE SENALIZACION DOLOROSA

Para comprender la importancia del receptor P2X7 como diana en el
tratamiento de multiples patologias, incluidas las enfermedades que
evolucionan a estados degenerativos nerviosos, o de articulaciones
periféricas ligadas al sistema inmune, como la artritis reumatoide, es
necesario conocer la complejidad de este receptor y su sistema de
sefializacion. Recientemente el grupo del profesor Michael Salter de
la Universidad de Toronto ha introducido el elemento de los polimor-
fismos del receptor P2X7 en la sensibilidad al dolor. El modelo han
sido las distintas cepas de ratones de laboratorio, pero abren la puerta
a la enorme variabilidad y polimorfismos que existen en humanos. Es
posible que en humanos las variantes de este receptor sean importantes
para definir el umbral de la sensacion dolorosa y que esta pueda estar
genéticamente definida (Sorge et al., 2012). En otras publicaciones de
nuestro grupo, no relacionadas con la sefial dolorosa, hemos puesto
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de manifiesto la importancia de este receptor P2X7, es el caso de la
epilepsia debida a lesiones en el lobulo temporal, donde la farmaco-
logia dirigida a estos receptores puede paliar las crisis convulsivas del
status epilepticus, o servir como alternativa en el tratamiento de las
epilepsias refractarias a la farmacologia clasica (Engel et al., 2012;
Henshall et al., 2013).

4.a) Caracteristicas del receptor P2X7

La ultima subunidad de la familia P2X en ser identificada fue la del
P2X7. El grupo de Gary Buell y Annmarie Surprenant la aislé y clo-
nd de los macréfagos humanos, en los cuales la respuesta a ATP en
ausencia de magnesio producia un poro citolitico. El supuesto receptor
que respondia a ATP era denominado con anterioridad P2Z. El estudio
de la secuencia del receptor clonado demostréd que tenia una estruc-
tura similar a los otros miembros de la familia P2X, con dos hélices
transmembranares y como caracteristica diferencial la presencia de un
largo extremo Carboxi- terminal y una baja afinidad por el ATP. El
descubrimiento fue realizado en el Instituto de Biologia Molecular que
la compania farmacéutica Glaxo tiene en Ginebra, Suiza, de donde han
salido un gran nimero de publicaciones relevantes relacionadas con
el sistema purinérgico.

El mismo grupo del Dr. Gary Buell estudid la organizacién genémica
del receptor P2X7 humano, demostrando por hibridacion cromosomal
in situ que se encontraba en el cromosoma 12 (12q24) y que contenia
13 exones. Mediante la técnica de mapeo de radiacion hibrido se pudo
determinar que estaba a una distancia de 130 kb del gen homologo que
codifica la subunidad P2X4 (Buell et al., 1998). Desde entonces se ha
acumulado mucha informacioén y conocemos actualmente la existencia
de dos nuevos exones: en humano el exén N3, localizado en la region
intronica entre el exén 2 y el 3 (Cheewatrakoolpong et al., 2005), y
en raton el exon 1°, localizado en la region intrénica entre el exén 1
y el exon 2 (Nicke et al., 2009).

De especial relevancia ha sido el trabajo de Annette Nicke realizado
en el Departamento de Neuroquimica del Instituto Max Planck para
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la investigacion del Cerebro, localizado en Frankfurt, Alemania. Este
trabajo surge de una observacidon previa de nuestro laboratorio de la
Facultad de Veterinaria de la UCM, en el cual el Dr. Jesis Sanchez-
Nogueiro y Patricia Marin Garcia, estudiando los ratones genéticamente
modificados y “supuestamente” knock-out para el gen P2X7, encontra-
ron de modo sorprendente que presentaban respuestas analogas a las
de este receptor al que denominaron “P2X7-like”. Los estudios forman
parte de la Tesis Doctoral de Patricia Marin y fueron efectuados en
cultivos de neuronas de cerebelo midiendo la respuesta en calcio al
agonista mas especifico del P2X7, el benzoil-ATP, BZATP mediante
video microscopia y microfluorimetria (Sanchez-Nogueiro et al., 2005).

Los animales genéticamente modificados, bloqueando el primer exon
del P2X7, resultaron fallidos, pues no contaban con el segundo ex6n
de iniciacion. El modelo generado por la compatfiia farmacéutica Pfizer
y posteriormente de modo similar por Glaxo, originaron muchos pro-
blemas y controversias, al exigir en muchas revistas cientificas de gran
prestigio validar resultados del P2X7 en un animal KO, que no lo era
a todos los efectos (Nicke et al., 2009). Un estudio reciente del grupo
de Murrel-Lagnado, del Departamento de Farmacologia de la Univer-
sidad de Cambridge, Reino Unido, ha ampliado y reevaluado los P2X7
knock-outs existentes y puestos también en el contexto de las variantes
truncadas del carboxilo terminal (Masin et al., 2012).

Hasta la fecha se han descrito 10 variantes de procesamiento (splicing)
(P2X7b-P2X7k), nueve de ellas en humano (P2X7b-P2X7j) y una en
rata y raton (P2X7k), aunque solo 4 de estas variantes se han detectado
a nivel proteico (P2X7b, P2X7h, P2X7j y P2X7k) (Cheewatrakoolpong
et al., 2005; Feng et al., 2006; Nicke et al., 2009), y s6lo dos de ellas
parecen ser funcionales (P2X7b y P2X7k) (Cheewatrakoolpong et al.,
2005; Nicke et al., 2009). La variante P2X7a es la proteina completa.

El grupo de Gorodeski en el Departamento de Farmacologia de la Uni-
versidad de Ciencias de la Salud en Bethesda, Maryland en USA, realizé
importantes estudios sobre la forma truncada del receptor P2X7j, de 258
aminoacidos, a la cual le falta un tercio del loop extracelular, el segmen-
to transmembrana 2 y toda la zona carboxilo terminal. La importancia
de esta proteina es que se expresa muy poco en las células normales,

43



pero es muy abundante en cierto tipo de tumores, como es el de cuello
uterino y otros tumores de células epiteliales. Su mayor expresion se ha
relacionado con un peor pronostico de este tipo de tumores.

Ademas de las variantes de procesamiento, este receptor presenta un
gran numero de variantes de un unico nucledtido, SNP. El amplio estu-
dio de sus polimorfismos se debe a la presencia del receptor P2X7 en
macrdfagos y linfocitos y su relacion con el pronostico de diversos tipos
de leucemias, sobre todo con la leucemia familiar cronica (Wiley et al.,
2002). La mayoria de estos SNPs confieren la pérdida de funcion de
algunos eventos activados por el receptor P2X7 aunque algunos inducen
ganancia de funcion (Cabrini et al., 2005). Recientemente el grupo de
Michael Salter en la Universidad de Toronto ha relacionado cambios de
un unico nucleotido que resultan en un aminoacido diferente en la zona
del carboxilo terminal, cambiando una prolina por otro aminoacido, en
la perdida de posibilidades de este receptor para conectar con proteinas
de membrana que llevan al poro citolitico (Sorge et al., 2012).

4.b) Caracteristicas farmacoldgicas del receptor P2X7

La estimulacion del receptor con agonistas durante un breve periodo
de tiempo (<10 segundos) conduce a una apertura rapida y reversi-
ble del canal, que permite el paso de iones Na*, K* y Ca?". Como se
ha mencionado anteriormente, los receptores P2X7 homomeéricos son
activados por elevadas concentraciones de ATP (EC, 400 uM) y por
BzATP, siendo este ultimo significativamente mas potente (20 uM)
que el ATP.

El BzATP fue usado durante mucho tiempo como un agonista espe-
cifico del receptor P2X7. Sin embargo el BZATP no es un agonista
selectivo del receptor P2X7, puesto que también activa los receptores
P2X1 y P2X3 y receptores de la familia metabotropica P2Y. En nuestro
laboratorio hemos puesto de manifiesto que también es un agonista del
receptor metabotropico P2Y 13 en astrocitos de cerebelo de rata y del
P2Y2 en la linea tumoral de neuronas simpaticas N2a (Carrasquero
et al., 2009; Gomez-Villafuertes et al., 2009; Le6n-Otegui et al., 2011).
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Los antagonistas mas empleados con los receptores P2X y P2Y, sura-
mina y PPADS, no son selectivos para el receptor P2X7 y lo bloquean
con baja afinidad y de forma no competitiva. El colorante alimentario
Brilliant Blue G (BBG) es un antagonista més potente y selectivo, sobre
todo en rata (IC,, ~ 10-15nM) y en raton (IC,, 100 nM), mientras que
en humano su efectividad es mucho menor (IC,; > 10uM) (Young et
al., 2007). EI BBG Se une al receptor en un sitio de union diferente al
del ATP y el equilibrio de disociacion se establece lentamente (Michel
et al., 2007).

Otros inhibidores, como el KN-62 (conocido como inhibidor de la
calcio/calmodulina quinasa tipo II, CaMKII), ejercen su efecto en fun-
cion de la especie, bloqueando el receptor P2X7 humano de forma no
competitiva, pero no el de rata (Gargett & Wiley, 1997; Humphreys
et al.,, 1998). En 2006 los laboratorios Abbott generaron dos nuevos
antagonistas selectivos para el receptor P2X7, el A-438079, tetrazol
que bloquea de forma competitiva y reversible los receptores P2X7,
y el A-740003, cianoguanidina que actua de forma competitiva sobre
los receptores, ambos con accion tanto en rata como en humano, en el
rango nanomolar alto (Honore et al., 2006; Nelson et al., 2006). Recien-
temente se han desarrollado dos nuevos antagonistas de los receptores
P2X7 humanos y de rata, uno derivado de pirazolacetamida (Chambers
et al., 2010) y el otro derivado de cicloheptanol clorobenzamida, ambos
con una IC, en el rango nanomolar (Chen et al., 2010).

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

4.c) Seializacion del receptor P2X7

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

En los procesos neurales la entrada de calcio al citosol es importante
para la liberacidon de neurotransmisores mediante el proceso exocitoti-
co. Al mismo tiempo es necesaria una reorganizacion del citoesqueleto
para permitir la aproximacion de nuevas vesiculas secretoras y este
proceso necesita la cascada de sefalizacion de la calcio calmodulina,
que activa la calmodulina quinasa II (CaMKII). Esta quinasa fosforila
la sinapsina de la superficie de las vesiculas sinépticas, lo que permite
la separacion de las vesiculas del citoesqueleto, de modo que puedan
fusionarse con las zonas activas de la terminal presindptica y liberar
asi su contenido de neurotransmisores (Ledn et al., 2006; 2008).

El modelo de las neuronas granulares de cerebelo de rata en cultivo
puesto a punto en nuestro laboratorio permitié6 medir por vez primera
la liberacion exocitodtica del glutamato vesicular, mediante una técnica
luminométrica y descubrir al mismo tiempo que el analogo del ATP,
el BzATP, produce serias interferencias con las técnicas fluorescentes
que utilizan peroxidasa y Amplex Red (Ledn et al., 2006; 2008).

Por otro lado, la activacion del receptor P2X7 también es capaz de
inducir la activacion de otras proteinas en un proceso independiente
de la entrada de calcio, como por ejemplo la activacion de PKD en
astrocitos de rata en cultivo (Carrasquero et al., 2010). Otro tipo de
sefalizacion es hacia las fosfatasas duales que ha sido puesto de mani-
fiesto en la DUSP2-de localizacioén nuclear y en la DUSP 6 de localiza-
cidn citosolica, mediada por P2X7. Este trabajo ha sido recientemente
aceptado para su publicacion y permite comprender la sefalizacion y
mecanismos que vuelven al estado inicial para que la célula sea capaz
de responder a nuevos estimulos de membrana (Morente et al., 2014).
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4.d) Receptor P2X7: enfermedades neurodegenerativas
y neuroreparacion

Mediante técnicas de hibridacion in sifu y analisis por RT-PCR se ha
podido detectar la presencia del ARNm del receptor P2X7 en diversas
areas del SNC como el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, la médula
espinal, el cerebelo, el estriado, el tdlamo e hipotdlamo y el hipocampo
(Yu et al., 2008). En un estudio de gran relevancia el Prof. Zimmerman
demostro que en los progenitores neurales de la zona subventricular, los
receptores P2 y los ectoenzimas que los destruyen actuaban de modo
secuencial en el tiempo y seglin el area de migracion, aunque no estaba
entre ellos el receptor P2X7 (Zimmermann, 2011). Trabajos posteriores
del grupo del Profesor Peter Illes los han identificado como esenciales
para la diferenciacion en la zona subventricular (Messemer et al., 2013).

Respecto a la presencia de receptores funcionales, nuestro grupo fue
pionero en el estudio de la caracterizacion y funcion del P2X7 en el
sistema nervioso. La idea de que el receptor P2X7 estaba ausente de las
neuronas pues su activacion producia un poro citolitico que producia la
muerte neuronal fue sostenida durante mas de 10 afos por uno de los
grupos ingleses mas potentes. Contra esta idea fue necesario que nuestro
grupo de la Facultad de Veterinaria de Madrid disefiara experimentos en
los cuales se demostrara sin ningiin género de dudas que las respuestas
en los modelos neurales pertenecian a este receptor. Actualmente hemos
conseguido que la comunidad cientifica internacional acepte plenamente
nuestros descubrimientos. La ayuda inestimable del Profesor Rodriguez
Artalejo y su grupo de la facultad de Veterinaria de Madrid, permitié
aplicar técnicas de electrofisiologia para definir las corrientes y separar
el proceso de entrada de iones, de la formacion del poro citolitico, el
cual solo ocurre en células en las que las panexinas u otro tipo de ele-
mentos de membrana estan presentes, coincidiendo con los resultados
ya enunciados del grupo del Profesor Salter en Canada (Salas et al.,
2013, Sorge et al., 2012).

La abundante presencia del receptor P2X7 en neuronas es la antesala
de su gran relevancia en procesos fisiopatoldgicos, estando algunos ya
confirmados. El primer trabajo demostrando claramente que el P2X7
estaba presente y era funcional lo realizamos en neuronas granulares
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de cerebelo, mediante técnicas de microfluorimétria y video microsco-
pia y también en terminales sindpticas obtenidas de diversas areas del
cerebro de rata, analizando cada terminal sindptica de modo aislado
(Miras-Portugal et al., 2003).

Cabe destacar la significativa presencia del receptor P2X7 en las ter-
minales nerviosas, dado que mas del 50% presentan marcaje con an-
ticuerpos frente a dicha subunidad, y es posible, ademds, medir res-
puestas presinapticas en ellas al estimularlas con agonistas especificos
del receptor P2X7 (Miras-Portugal et al., 2003; Hervas et al., 2005;
Sanchez-Nogueiro et al., 2009; Marin-Garcia et al., 2008). Esta loca-
lizacion tan especifica apoya una de las funciones mas importantes de
estos receptores, la modulacioén de la liberacién de neurotransmisores
como la acetilcolina, el glutamato o el GABA de las terminales presi-
napticas del SNC (Gomez-Villafuertes et al., 2001; Leon et al., 2008;
Sperlagh et al., 2007; Gualix et al., 2003; Diaz-Hernandez et al., 2002).

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

Uno de los modelos mas empleados para interpretar las primeras eta-
pas de la formacién del cono y desarrollo axdnico es el del cultivo de
neuronas embrionarias de hipocampo. En este modelo se realizaron
importantes descubrimientos relacionados con la reorganizacion del
citoesqueleto, y las cascadas intracelulares que regian estos cambios
de plasticidad y morfologia. La técnica fue descrita con detalle en un
articulo publicado en 1988 en la revista Nature por Banker y Goslin de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Albany en Nueva York.
Esta técnica ha sido de gran utilidad a nuestro grupo. Los animales de
partida son embriones de raton de E17, de los cuales se disecciona el
hipocampo y se separan las células con tripsina. Una vez superados
los 17 dias de desarrollo in ttero de los ratones, las neuronas de hipo-
campo son demasiado maduras para modificarse en cultivo (Garrido et
al., 2007). La formacién de los circuitos neurales depende inicialmente
de establecer dominios bien segregados a modo de compartimentos
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axonico y dendritico y la primera gran etapa es la formacion de un
cono de crecimiento que lleve a la formacion del axon y permita su
elongacion. Esto supone importantes cambios morfolégicos y la reor-
ganizacion coordinada de los citoesqueletos de actina y tubulina.

El ATP es capaz de modular negativamente el crecimiento y arboriza-
cion del axon. La identificacion de receptores P2X7 funcionales que
mediaban la entrada de calcio hizo que nos plantedramos: ;Cual era
la funcion fisiologica del P2X7 en el cono de crecimiento? El resul-
tado fue que tratando estas neuronas con antagonistas farmacoldgicos
del receptor, como el Azul Brillante G, BBG; o mediante supresion
con RNA de interferencia del P2X7, se produce un incremento de la
longitud axonal y de las ramificaciones. Una vez estudiadas las rutas
de sefnalizacion intracelulares que median esta respuesta fisiologica, se
puso de manifiesto la importancia de la actividad de la Ca**-calmodulina
dependiente proteina quinasa II (CaMKII), la quinasa de adherencia fo-
cal (FAK), la fosfatidil inositol quinasa 3 (PI3K), etc. (Diaz-Hernandez
et al., 2008; Gomez-Villafuertes et al., 2009; del Puerto et al., 2012;
Gutiérrez-Martin et al., 2011). Recientemente hemos completado la
panoramica molecular en los eventos de crecimiento y arborizacion
axonal y la modulacién del propio receptor por dos receptores metabo-
tropicos P2Y que modulan positiva y negativamente el crecimiento,
siendo respectivamente el P2Y1 y el P2Y13 (del Puerto et al., 2012).

La presencia del receptor P2X7 en las terminales sinapticas del cerebro
maduro y posteriormente la funcion organizadora del cono de creci-
miento axonal en las neuronas inmaduras, hizo que nos plantedramos
la pregunta siguiente: ;Tiene alguna funcion el receptor P2X7 en las
terminales sindpticas en el proceso de neurodegeneracion?

En nuestros estudios en colaboracion con el Dr. José Javier Lucas,
del Centro de Investigacion Severo Ochoa, hemos utilizado dos mo-
delos murinos para tratar de comprender el papel de los receptores
presynapticos P2X7 en la enfermedad de Huntington. Los modelos en
cuestion han sido el de los ratones R6/1, linea que fue desarrollada
por Bates y colaboradores (Bates et al., 1997). Este modelo expresa
el ex6n 1 del gen de la Huntingtina mutada con 115 repeticiones del
triplete CAG. Hasta los dos meses de edad estos ratones no muestran
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ningun fenotipo neurologico y tampoco pérdida de neuronas estriatales.
El segundo modelo ha sido el de los ratones condicionales Tet/HD94,
que expresan el gen mutado con 94 repeticiones del triplete CAG. La
regulacion del sistema se realiza mediante un trans activador regulado
por tetraciclina. Mientras los animales reciben en el agua tetraciclina la
huntingtina mutada no se expresa. La descripcion completa del modelo
y sus ventajas estd recogida en la publicacion del grupo en la prestigiosa
revista Cell (Yamamoto et al., 2000).

Utilizando estos modelos demostramos que en los animales modelo
de la enfermedad de Huntington los niveles proteicos y la presencia
del receptor P2X7 en terminales sindpticas estaban significativamente
aumentados. Estos receptores tenian ademds una respuesta al agonis-
ta exacerbada, con mayor entrada de calcio, mayor afinidad por el
agonista y mayor tiempo de apertura sin desensibilizarse. Este com-
portamiento puede reproducirse en neuronas de corteza motora en
cultivo en las cuales se expresa mediante transfeccion el exén 1 de
la huntingtina mutada con un nimero elevado de repeticiones (Diaz-
Hernandez et al., 2009).

Pensamos de lo anteriormente expuesto que si el incremento de los
niveles de P2X7 mediado por la expansion de poliQ era finalmente
responsable, o participaba, en la destruccion sindptica y los sintomas
motores, el tratamiento con el antagonista del receptor, el BBG, que
es ademas un colorante alimentario podria resultar beneficioso. La
hipotesis resultd valida y los animales inyectados intraperitonealmen-
te con BBG, prevenian la perdida de neuronas, la pérdida de peso y
se recuperaba la coordinacion motora, analizado mediante el test del
Rota-rod (Diaz-Hernandez et al., 2009).

En otra enfermedad neurodegenerativa devastadora como es la enfer-
medad de Alzheimer familiar, hemos podido comprobar como la mo-
dulacién de la actividad de los receptores P2X7 producia una reduccion
del tamafio y numero de placas de amiloide. Este hallazgo efectuado
en el modelo de raton genéticamente modificado, portador de las mu-
taciones humanas, indiana y sueca para la proteina APP, nos ha permi-
tido constatar la importancia del receptor P2X7 en la actividad de las
proteasas que procesan la proteina precursora de amiloide APP. Este
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receptor a través de la sefializacidon mediada por la cascada que lleva
a la fosforilacion del enzima Glucdgeno sintasa quinasa-3, GSK-3, es
capaz de reducir la actividad de la a-secretasa, que es no amiloidogénica.
Una inhibiciéon de este receptor redunda en una mayor actividad del
enzima y por lo tanto beneficiosa para evitar la produccion y acumulo
del péptido amiloide AB42, responsable de la formacion de las placas
extracelulares de amiloide. El articulo reciente mente publicado demues-
tra claramente que el acimulo de las placas de amiloide es reversible
(Diaz-Hernandez et al., 2012).

El P2X7 ha resultado ser una diana farmacologica excelente para pa-
liar los problemas derivados de la hiperactividad del receptor en las
terminales sindpticas. Estos resultados constituyen una patente de uso,
para estos y otros antagonistas del P2X7 en el tratamiento de la neu-
rodegeneracion.

El receptor P2X7 esconde todavia muchas sorpresas, uno de los tltimos
hallazgos de nuestro grupo se refiere al status epilepticus, emergencia
neurologica que puede dafiar el cerebro de modo irreversible. El sta-
tus epilepticus resulta de un fallo en los mecanismos normales para
finalizar una crisis epiléptica, en particular la inhibicion mediada por
el acido y-amino butirico y las benzodiacepinas anticonvulsivantes son
a menudo escasamente eficaces. El ATP que actia sobre receptores
ionotropicos, los P2X y cuyos receptores estan presentes en las sinapsis
del hipocampo tiene una excepcional funcion. Esto se demuestra en
modelos de status epilepticus inducido en animales mediante inyeccion
de 4cido kainico en la amigdala, cuya conexion via al hipocampo in-
crementa selectivamente los niveles hipocampales del receptor P2X7,
y muy escasamente los otros receptores de la familia. La induccion de
status epilepticus en un ratoén genéticamente modificado que expresa el
P2X7 asociado con la proteina verde fluorescente permite identificar
exactamente que el incremento se produce en la neuronas granulares
del giro dentado, con formacidon masiva de nuevas ramificaciones y
conexiones (Engel et al., 2012; Henshall et al., 2013).

El receptor P2X7 es aparentemente una diana farmacolédgica de primer
nivel en diversas patologias neurodegenerativas y con capacidad para
actuar como diana de reparacion cuando se lo bloquea. La cuestion es
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si su presencia en microglia y en las zonas de crecimiento y ramifica-
cion de las terminales axdnicas lo implica en la sefializacion dolorosa
y mediante que mecanismos.

4.e) P2X7 génesis de sefales nociceptivas y desarrollo
farmacologico

Trabajos pioneros de nuestro grupo demostraron la presencia del re-
ceptor P2X7 funcional en las células neurales en el afio 2003, hasta
entonces su presencia era aceptada solamente en las células del sistema
inmune, siendo los macrdéfagos el modelo para estudiar su funciona-
lidad y propiedades (Miras-Portugal et al., 2003). Pero la importancia
del P2X7 y el desarrollo de su farmacologia se deben en gran medida
a su abundante presencia en macréfagos y otras células del sistema
inmune. Otro aspecto relevante es que el receptor P2X7 se encuentra
también en microglia, pero su presencia en la microglia reactiva es
mucho menos espectacular que la del receptor P2X4. Los fracasos en
conseguir compuestos activos sobre el receptor P2X4, hicieron que la
industria se volcara con el receptor P2X7, del cual se han sintetizado
multiples compuestos que son activos por via oral y muy activos sobre
modelos animales in vivo.

Los animales KO del receptor P2X7, resultaron ser fallidos en el sis-
tema nervioso, por existir un segundo exon de inicio. No obstante en
el sistema inmune el receptor que se expresa lo hace exclusivamente
a partir del primer exdén, que estd bloqueado, por lo cual se compor-
tan como auténticos KO, los ratones P2X7(—/—) muestran una menor
liberacion y produccion de citoquinas (Solle et al., 2001).

En un modelo de artritis experimental empleando anticuerpos mo-
noclonales contra el colageno, los ratones P2X7(—/—) mostraban una
menor incidencia y severidad de la artritis cuando se comparaban con
el raton control silvestre. De modo inesperado el KO también mostro
menor sensacion nociceptiva en los modelos de dolor inflamatorio y
neuropatico, lo cual estd de acuerdo con ratones que no liberan ambas
isoformas de las interleuquinas IL-1a e IL1-B. Disponemos hoy dia de
una amplia gama de antagonistas selectivos, muchos de ellos de muy
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reciente incorporacion a la farmacologia y ademds que pueden ser
administrados oralmente o por via sistémica. Una limitacion es que la
mayoria han sido disefiados y son activos en raton, pero su afinidad en
humanos es muy diferente. Entre los ejemplos més conocidos estan el
KN-62 que es més activo en humanos y el Azul Brillante G (Brilliant
Blue G, BBG) que es mas activo en ratas. Estos compuestos y otros
sintetizados al inicio, han sido descartados, por no ser del todo especi-
ficos, pero actualmente se dispone de un amplio arsenal con gran valor
terapéutico, lo que indica que el receptor P2X7 es una diana farma-
coldgica estratégica. Por ejemplo el compuesto denominado AACBA
es capaz de atenuar la artritis inducida por anticuerpos anti-colageno,
y algunos derivados de la serie de la adamantina han sido capaces de
reducir los sintomas de la artritis reumatoide. Un reciente numero de la
revista Purinergic Signalling, estd integramente dedicado al desarrollo
comercial de compuestos purinérgicos con actividades farmacoldgicas
potentes y otros de diagndstico y evaluacion, asi como marcadores de
diversas patologias (Burnstock, 2012).

Otros antagonistas que han resultado validos en modelos experimenta-
les de nocicepcion cronica, son los A-740003 y el A-438079, que son
antagonistas competitivos del receptor P2X7 y reducen la hiperalgesia
inflamatoria. Los antagonistas selectivos del receptor P2X7 también
reducen la nocicepcion en algunos, pero no en todos los modelos ex-
perimentales de dolor neuropatico. Lo que si es prometedor es que
en dos modelos murinos de cancer, el P2X7 media en la nocicepcion,
sin que se vean implicadas las células microgliales. De hecho el papel
de los receptores P2X7 en el dolor neuropatico tropieza con el hecho
experimental de que la inyeccion intratecal de sus antagonistas no
parece tener efecto alguno sobre el dolor.

El receptor P2X7 se consideraba como homotrimero, pero trabajos re-
cientes apuntan a que puedan formarse heterotrimeros con el receptor
P2X4, lo que explicaria alguna de sus propiedades (Casas-Pruneda
et al., 2009; Guo et al., 2007).

La coinmunoprecipitacion de ambos receptores podria confirmar estos
heterotrimeros, pero no se descarta otro tipo de asociacioén con locali-
zaciones muy proximas. Otro dato es que en la microglia inactiva en
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reposo, el P2X4 esta localizado en organelas intracelulares, mientras
que el P2X7 estd mas en la membrana plasmatica, distribucion que
cambia significativamente cuando la microglia se reactiva y ambos
receptores se localizan muy proximos en la membrana.

El receptor P2X7 es una de las mas prometedoras dianas farmacolo-
gicas que han surgido en estos ultimos afios y sus funciones en dolor,
sistema inmune y formacion y alteraciones en el sistema nervioso
tienen que ser cuidadosamente estudiadas para poder beneficiarnos de
toda su potencialidad (Gum et al., 2012).

5. RECEPTORES P2Y EN LA GENESIS Y
TRATAMIENTO DEL DOLOR

La presencia de receptores P2Y es ubicua en todas las células de mami-
feros, aunque suelen tener patrones de expresion diferente dependiendo
del tipo de célula (Hervas et al., 2005; Diaz-Hernandez et al., 2008).

Los receptores P2Y son receptores metabotropicos acoplados a protei-
nas G pertenecientes a la familia de los receptores de rodopsina clase
A. En general responden a nucleoétidos de purinas y pirimidinas. Poseen
7 segmentos transmembrana hidrofobicos conectados por tres lazos
extracelulares y tres intracelulares, el extremo N-terminal se orienta
hacia el espacio extracelular, mientras que el extremo C-terminal posee
una orientacion intracelular.

La familia P2Y consta de ocho subtipos clonados y caracterizados en
tejidos humanos o de mamiferos: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11,
P2Y12, P2Y13 y P2Y 14 (Abbracchio et al., 2006; Burnstock, 2007).

El primer receptor identificado mediante técnicas de biologia molecular
fue el P2Y1 y lo clond de cerebro de pollo en su fase embrionaria, el
grupo del profesor Eric Barnard de la Universidad de Cambridge, Reino
Unido (Webb et al., 1993). La expresion del RNA complementario en
ovocitos de Xenopus, mostrd claramente respuestas al nucleotido ATP.
Como ironia del destino, sefialar que el ATP es un agonista parcial y
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que el verdadero agonista del receptor P2Y1 es el ADP, que induce
la respuesta méaxima.

El segundo receptor clonado fue el P2Y2, al que inicialmente se de-
nomino P2U, ya que respondia tanto a nucleotidos de adenina como
a nucleotidos de uridina, como el UTP. Lo clon6 el grupo de David
Julius de una libreria de cDNA de raton, demostrando que estaba pre-
sente en muchos tejidos, tanto neurales como no neurales y sobre todo
en los endotelios vasculares. El receptor clonado, una vez expresado
en ovocitos de Xenopus, era activado de modo equivalente por ATP
y por UTP, induciendo la movilizacion intracelular de calcio de los
reservorios intracelulares y sus propiedades coincidian con el receptor
denominado P2U. A partir de ese momento el receptor se denomina
P2Y2 (Lustig et al., 1993).

Cada uno de los receptores clonados, ademas del P2Y1 y del P2Y2,
tiene su propia historia, por ello me centraré en posteriores epigrafes
en los que por el momento son mas relevantes para la sefializacién
dolorosa y su tratamiento.

Los receptores P2Y activan diversos mecanismos de sefializacion intra-
celular. Por un lado, los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11
estan acoplados principalmente a la fosfolipasa C (PLC), a través de
una proteina Gq/11 insensible a toxina pertusica. Como resultado del
acoplamiento a la PLC/IP3, los receptores P2Y producen incrementos
en la concentracion intracelular de Ca?* mediante la salida de calcio
de reservorios intracelulares, y activan la proteina quinasa C (PKC)
en las células que los expresan, activando asi numerosas cascadas de
sefnalizacion secundarias, como la cascada de las MAP quinasas en
astrocitos. Una cascada de sefializacion totalmente nueva y relacio-
nada con plasticidad y posible clave de la astrogliosis reactiva es la
ruta descubierta en nuestro laboratorio por las Dras. Esmerilda Garcia
Delicado y Luz Maria Gutiérrez Carrasquero. La sefializacion es la de
activacion de la Proteina Quinasa D, PKD, y su efecto en la fusion de
membranas subcelulares implicadas en la dinamica del interior celular
(Carrasquero et al., 2010).

Los receptores P2Y clonados recientemente, P2Y 12, P2Y13 y P2Y 14,
parecen estar relacionados mayoritariamente con la disminuciéon de
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los niveles de AMPc por su acoplamiento a una proteina sensible a la
toxina pertusica Gi/o, aunque el P2Y 13 y el P2Y 14 pueden, de modo
adicional, producir incrementos de calcio (Abbracchio et al., 2006).
Nuestro grupo identificd en el modelo de astrocitos de cerebelo en
cultivo la senalizacion del receptor P2Y 13 acoplada a movilizacion
de calcio del reticulo (Carrasquero et al., 2005). En estos ultimos
afos en nuestro laboratorio hemos hecho un gran esfuerzo por iden-
tificar en cultivos neurales las vias de sefializacion que pueden in-
fluenciar la supervivencia. Entre los datos mas relevantes destaca
la inhibicidon de la glucdgeno sintasa quinasa (GSK)-3 dependiente
de AKT, y la translocacion nuclear de su sustrato, B-catenina, en
neuronas granulares de cerebelo de rata, fendmeno que parece estar
mediado por el receptor P2Y 13 (Ortega et al., 2008). En este mismo
modelo hemos constatado que los receptores P2Y dialogan con los
P2X y con otros sistemas de sefalizacion, como son los receptores
tirosin quinasa, TRK, de factores de crecimiento. Este aspecto es de
gran relevancia en situaciones en las cuales los niveles de factores
troficos estan disminuidos, como el envejecimiento, enfermedades
neurodegenerativas, etc., pudiendo ser parcialmente paliados por in-
crementos en los niveles extracelulares de nucleotidos (Ortega et al.,
2009, 2010, 2011).

Ademas de todas estas vias de senalizacion, en el sistema nervioso
los receptores P2Y estan igualmente acoplados a la modulacion de
canales i0nicos, como canales dependientes de voltaje de Ca’* o K",
los receptores NMDA de glutamato, los propios receptores P2X y los
receptores de vanilloides (Lechner & Boehm, 2004; Abbracchio et al.,
2006). Estas vias de senalizacion en el SNC de mamiferos son impor-
tantes para la regulacion de la plasticidad sinaptica, la modulacion de
la liberacion de neurotransmisores y los procesos de neurodegeneracion
y neuroregeneracion.

Los niveles de los receptores P2Y pueden variar segun el estado
fisiopatologico del modelo de estudio, generalmente en estas situa-
ciones se modifican muchos parametros y familias de receptores, y
por ello haremos un apartado dedicado a estos modelos en los que
intentamos reproducir una anomalia o enfermedad especifica (Marin-
Garcia et al., 2009).
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Debido a la importancia de la microglia en la génesis del dolor neuro-
patico, haremos especial mencion a los receptores P2Y que juegan un
papel relevante en estas células, sin olvidar los receptores expresados
en sistemas vasculares y tejidos neurales donde la sensacion dolorosa
se debe a otro tipo de sefializacion.

5.a) Importancia del receptor P2Y6 en la microglia
y la seiializacion dolorosa

Las células de la microglia ademas de expresar los receptores P2X4 y
P2X7, expresan una amplia variedad de receptores P2Y metabotropi-
cos, acoplados a proteinas G. Uno de estos receptores es el P2Y6 que
se encontrd primero en los modelos de microglia en cultivo (Koizumi et
al., 2007). En los modelos de dolor neuropatico, con lesion del nervio
periférico el RNA mensajero del P2Y6 esta notablemente incrementado
en la medula espinal y su evolucion en el tiempo se corresponde con
la aparicion de sintomas de la alodinia tactil (Inoue and Tsuda, 2011).

La funciéon del P2Y6 en la microglia sigue siendo elusiva, aunque
datos recientes confirman que este receptor desencadena las cascadas
que llevan a la microglia a iniciar los procesos de fagocitosis. No po-
demos olvidar que el agonista fisioldgico de este receptor es el UDP
y que la adicion de este nucledtido difosfato facilita la fagocitosis
microglial (Koizumi et al., 2007). A nivel del sistema nervioso central
la administracién de un toxico nervioso que actiia sobre un subtipo
especifico de receptores de Glutamato, el 4cido kainico (KA), también
origina un incremento en la expresion de los receptores de microglia
del hipocampo. Al parecer los toxicos nerviosos que causan con muerte
neural, como es el caso del kainato, inducen un incremento de UTP
fuera de la célula que es metabolizado por las ecto-nucleotidasas de
la membrana plasmatica a UDP de modo muy réapido. Este UDP pro-
veniente de las neuronas lesionadas es el que induce la fagocitosis
microglial y se expresa en mayor medida el P2Y6. El alcance de estos
descubrimientos y si el P2Y6 podra ser una diana para el tratamiento
del dolor, es algo todavia por definir y requerird de mucho esfuerzo
para ser comprendido en su totalidad (Inoue and Tsuda, 2011).
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5.b) Receptor P2Y12, dolor neuropatico y sistema circulatorio

Coinciden en la identificacion molecular del P2Y12 el descubrimiento
de la primera enfermedad hereditaria asociada a un receptor P2Y, y la
asignacion de la diana farmacolédgica a un farmaco utilizado durante
muchos afios contra el ictus cerebral y las etapas postinfarto como
antiagregante plaquetario, me refiero al clopidogrel, de nombre co-
mercial Plavix.

La identificacion del receptor plaquetario de ADP, como diana de los
nuevos farmacos antitromboticos abrié una nueva era en farmacologia
(Hollopeter et al., 2001).

El modelo de investigacion donde se identificd el receptor P2Y12,
fueron las plaquetas humanas que juegan un papel esencial en el man-
tenimiento de la homeostasis sanguinea y en donde anomalias en su
actuacion pueden lleva a la formacion de trombos con oclusion vas-
cular. El1 ADP interviene en la agregacion plaquetaria mediante dos
subtipos de receptores acoplados a proteinas G. El P2Y1, que esta
acoplado a la proteina Gq y moviliza el calcio intracelular necesario
para cambiar la forma de las plaquetas e inducir agregacion. El segun-
do receptor de ADP necesario para la agregacion es el P2Y12 y esta
acoplado a la proteina Gi que media en la inhibicion de la adenilato
ciclasa y permite la reorganizacion del citoesqueleto de actina, redu-
ciendo los niveles de AMPc. Este receptor resultod ser la diana para
los farmacos antitrombdtico, tales como la ticlopidina y el clopidogrel.
Al clonar este receptor y conocer su secuencia se pudo comparar con
la de algunos pacientes con anomalias en la coagulacidon sanguinea y
se observo por vez primera que algunas de las coagulopatias heredi-
tarias se debian a las alteraciones en la secuencia del gen del P2Y12
(Hollopeter et al., 2001).

La caracterizacion molecular del P2Y12 ha permitido el desarrollo de
mejores farmacos antiagregantes plaquetarios para tratar las enferme-
dades cardiovasculares. Es de destacar que el clopidogrel es un profar-
maco que al ser administrado necesita ser metabolizado en higado para
producir el metabolito activo. Por lo tanto la respuesta al clopidogrel
depende de la presencia del citocromo P450, en los microsomas he-
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paticos en este caso del CYP2C19, que presenta multiples alelos con
mayor o menor actividad metabolizadora. El metabolito generado se
une irreversiblemente al receptor plaquetario bloqueando el receptor
P2Y12 durante toda la vida de la plaqueta. Los efectos secundarios
del clopidogrel movilizaron a los investigadores de las principales in-
dustrias farmacéuticas para buscar un inhibidor reversible y eficaz,
con buena disponibilidad por via oral. El resultado fue la sintesis del
Ticagrelor, el primer compuesto que se une reversiblemente al P2Y 12
y que se administra por via oral (Husted & van Giezen, 2009; Michel-
son, 2009; Cattaneo, 2011).

Estudios recientes sobre el receptor P2Y 12 han demostrado que pue-
den jugar un papel excepcional en el dolor neuropético. La evidencia
cientifica la ha proporcionado la administracion intratecal de los an-
tagonistas MRS 2395, o el AR-C69931 MX, o bien la inyeccion del
oligonucleotido antisentido del P2Y12, en todos estos ensayos se ob-
servo una supresion del dolor neuropatico después de la lesion de los
nervios espinales, o de la lesion parcial del nervio cidtico (Kobayashi
et al., 2008). La via de sefalizacion de la P38 MAPK estd implicada
en el proceso de desarrollo del dolor neuropatico. Los animales gené-
ticamente modificados P2Y 12 -/- no cubrieron las expectativas pues no
fueron capaces de bloquear la alodinia tactil, ni tampoco de aumentarla
o disminuirla cuando se produce la lesion de nervios periféricos. Exis-
ten muchas lagunas en el conocimiento de los mecanismos del P2Y 12
en su actuacion sobre el dolor, tal vez oscurecidos por su excepcional
relevancia como receptor que al ser activado induce la agregacion pla-
quetaria y cuyos antagonistas han proporcionado la mas avanzada y
eficaz farmacologia para la prevencion del ictus cerebral y el infarto
de miocardio.

De todos modos sabemos muy poco de la expresion de los receptores
P2Y12 en la placa de ateroma. Tomando como modelo las placas ob-
tenidas después de aterotomia coronaria en los pacientes con infarto
agudo de miocardio o con angina de pecho estable, se pudo demostrar
que el receptor estaba muy incrementado en las placas provenientes
del infarto agudo de miocardio y que podria servir para remover e
inestabilizar las placas de ateroma (Lee et al., 2011). La pregunta es si
los antagonistas del P2Y 12, al mismo tiempo que reducen la formacion
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de trombos servirian para reducir los dolores debidos a la estrechez de
los vasos y la falta de oxigeno, sintomas claros de la angina de pecho.
Esta situacion la viven los pacientes con dolor y de modo angustioso.

5.c) Acciones moduladoras de receptores P2Y sobre sistemas
de seiializacion dolorosa

Hasta ahora analizamos los receptores purinérgicos P2 de modo in-
dependiente, pero la interaccion con otros muchos sistemas de sefia-
lizacion es lo que realmente ocurre en un modelo complejo in vivo.
Nosotros necesitamos ampliar nuestro conocimiento fragmentando
el problema de modo que sea susceptible de someterlo a la experi-
mentacion mediante preguntas sencillas que nos produzcan resulta-
dos comprensibles. Pocas veces tenemos la suerte de poder analizar
y comprender un modelo mas complejo, pero cuando esto ocurre nos
damos cuenta de las grandes posibilidades que existen y lo mucho que
podremos obtener de ellas.

Una de las primeras evidencias de que los receptores P2Y podrian
modular la sefializacion dolorosa la proporcionaron las astas dorsales
de la medula espinal donde los receptores P2Y2 modulan la senal
sensorial de los receptores pronociceptivos TRPV1, que son estimu-
lados por capsaicina y por la sensacion fisiologica de calor (Lechner
and Boehm, 2004). El receptor P2Y2 se encuentra localizado en las
neuronas somato sensoriales y son muy abundantes en los ganglios
de las raices dorsales. En los ratones deficientes P2Y2 -/-, la sefial de
calcio inducida por UTP estd muy reducida y tanto la sefial dolorosa
inducida por calor como por capsaicina se ve reducida al carecer del
receptor P2Y2 que es un modulador positivo de la sefial al evitar la
desensitizacion del receptor. Estos resultados muestran la importancia
del receptor P2Y2 en la sefializacion dolorosa (Malin et al., 2008).

Otro ejemplo mucho mas complejo y que muestra las sutiles y com-
plejas posibilidades de interaccion entre diferentes sistemas de neuro-
transmision es el mecanismo por el cual los receptores P2Y pueden
influenciar la senalizacion glicinérgica. Trabajo que fue posible gracias
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a la colaboracion con el grupo del profesor Cecilio Giménez y Carmen
Aragon de la Universidad Autonoma de Madrid (Jiménez et al., 2011).

La glicina es un neurotransmisor en el sistema nervioso central, la
retina y la medula espinal. Generalmente actlia a través de receptores
ionotropicos que son canales de cloruro y atenuian la sefializacion
de modo similar a los receptores GABA-A mediante un potencial
postsindptico inhibidor. La glicina es ademas co-agonista en los re-
ceptores glutamatérgicos de NMDA que son excitadores. La concen-
tracion extracelular de glicina es el factor determinante de su activi-
dad sobre los receptores y estd bajo el control de los transportadores
de membrana que son los auténticos limitadores de la accion de la
glicina en el sistema nervioso. Los mecanismos que incrementan la
glicina en las terminales sinapticas glicinérgicas de las astas dorsales
de la medula espinal producen analgesia. La concentracion extra-
celular de glicina esta regulada mediante transportadores de glicina
que son dependientes de sodio y cloruro, conocidos como GLYT1
y GLYT2, que se localizan en las terminales presinapticas de las
neuronas glicinérgicas inhibidoras el GLYT2 y en las células gliales
adyacentes a las sinapsis inhibidoras, el GLYT1. Este transportador
GLYTI1 también reduce la concentracion de glicina en las sinapsis
inhibidoras cerca de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), en
los cuales la glicina es un co-agonista del mismo nivel que el gluta-
mato para facilitar la transmision sindptica excitadora. La adminis-
tracion a nivel de la medula espinal de los inhibidores de GLYT]I,
tales como: sarcosina, N-[3-(4-fluorofenil)-3-(4-fenilfenoxy) propil]
sarcosina (NFPS) or (6-metoxi-1-fenil-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-il
metil) amino metilcarboxilic acid (ORG25935), y de los inhibidores
de GLYT2: 4-benziloxi-3,5-dimetoxi-N-[1(dimetilaminociclopentil)-
metil]benzamida (ORG25543) and (O-[(2-benziloxifenil-3-fluorofenil)
metil]-L-serina) (ALX1393), producen efectos anti-nociceptivos en
diversos modelos de dolor neuropdatico y cronico, asi como en proce-
sos inflamatorios agudos (Hermanns et al., 2008; Morita et al., 2008;
Tanabe et al., 2008).

Los animales genéticamente modificados, KO de los transportadores
GLYT1 y GLYT2 muestran un profundo efecto anti allodinia en los mo-
delos de ligacion de nervios periféricos y otros modelos de dolor neu-
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ropatico. Mientras que las acciones para calmar el dolor son mediadas
por ambos transportadores sobre receptores de glicina, la coactivacion
del receptor NMDA modula las acciones antialodinicas de los inhibi-
dores de GLYT]1. Este transportador localizado fundamentalmente en
glia es el que regula los niveles de glicina en las vias glutamatérgicas
centrales, mientras que el transportador GLYT2 que tiene localizacion
neuronal esta fundamentalmente implicado en el reciclamiento de la
glicina de la sinapsis inhibitoria. El hallazgo fundamental de nuestra
investigacion es que la estimulacion de receptores purinérgicos P2Y
mediante el analogo del nucledtido 2-metiltioadenosina 5'-difosfato que
actlia sobre los receptores activados por ADP, en los modelos de cerebro
medio y médula espinal de neuronas en cultivo y en sinaptosomas de
cerebro de adulto, produce la inhibicién del transportador GLYT1 y la
estimulacion del receptor de NMDA mediante una regulacion paracri-
na. Estos efectos estdin mediados fundamentalmente por los subtipos
P2Y1 y P2Y13, ya que sus efectos son parcialmente revertidos por
antagonistas especificos N(6)-metil-2'-deoxiadenosina-3',5'-bisfosfate
y piridoxal-5'-fosfato-6-azo(2-cloro-5-nitrofenil)-2,4-disulfonate y son
totalmente bloqueados por el antagonista general de los receptores
P2Y, la suramina. El receptor P2Y12 también esta implicado en la
estimulacion del transportador GLYT1. Utilizando aproximaciones far-
macologicas y metodologia de bloqueo de expresion mediante siRNA,
fuimos capaces de elucidar el mecanismo molecular mediante el cual
se regulaba la capacidad de los transportadores de glicina GLYT. La
modulacion tiene lugar a través de una cascada de sefializacion im-
plicando la activacion de la fosfolipasa C, la produccion de inositol
1,4,5-trisfosfato, la movilizacion intracelular de calcio, estimulacion
de la proteina quinasa C, estimulacion de la oxido nitrico sintasa,
formacion de guanosina monofosfato ciclico y finalmente activacion
de la proteina quinasa G-I, PKG-I.

Los transportadores GLYT1 y GLY T2 muestran una notable diferencia
en sensibilidad a esta regulacion de la via NO/cGMP/PKG-I, tanto en
preparaciones derivadas de cerebro como en sistema heter6logos que
expresan los receptores P2Y recombinantes. La sensibilidad al agonista
2-metiltioadenosina 5'-difosfato sobre los transportadores GLYTI1 y
GLYT2 fue abolida por RNA interferentes (siRNA) que bloqueaban
a la oxido nitrico sintasa. La complejidad del mecanismo indica que
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la sefial dolorosa en el sistema nervioso de los mamiferos es esencial
para el mantenimiento de la integridad del individuo y que no existe
una Unica via y sefalizacion, sino que esta es redundante y multiple,
lo que puede servir de base para el desarrollo de nuevos farmacos,
pero también de lo peligroso de su bloqueo total. Los receptores P2Y
juegan un papel modulador multiple y son capaces de interaccionar con
muchos de los sistemas tanto de modo directo como a través de sefia-
lizaciones complejas, que necesitan conectar diversos tipos de células.

Hay una pregunta respecto al dolor que levanta suspicacias ;Que es
la fibromialgia? ;Puede ser considerada como un nuevo mecanismo
doloroso? ;Qué vias utiliza y donde se origina? Es dificil medir y com-
prender ese dolor difuso de la fibromialgia, pero existe y puede llegar a
ser inhabilitante. Recientemente el grupo del Profesor de Farmacologia
de la Universidad de Oporto, Dr. Paulo Correia-de-Sa, ha proporcinado
evidencias de que los fibroblastos de los tejidos subcutdneos podrian
jugar un papel esencial modificando sus propiedades en presencia de
las substancias proinflamatorias. Los cambios producidos en la expre-
sion y funcion de los receptores P2Y12 y P2Y1, inducirian cambios
en la morfologia y eleasticidad de los fibroblastos de estos tejidos
conectivos, tensionando las terminales nerviosas, que se agudizaria
con un tejido subcutdneo esclerotizante, estos estudios tienen el valor
afnadido de haber sido realizados en fibroblastos humanos procedentes
de donantes de organos (Pinheiro et al., 2013 a, 2013Db).

Conclusion

El dolor en situaciones agudas nos avisa del peligro y a lo largo de
la evolucion hemos recogido y guardado muchas sefiales y las hemos
catalogado como peligrosas: el calor, el frio intenso, las substancias
quimicas irritantes, las lesiones epiteliales de contacto y abrasion, me-
canosensibles etc... Leemos de este modo el entorno y sus garantias
para permanecer en €l. No siempre el dolor se corresponde con estas
sefiales primarias y muchas veces la sensacion dolorosa se deriva de
la reorganizacion de nuestros sistemas aferentes y de defensa, que al-
gunas veces son hiperactivos. La escasez de dianas para el tratamiento
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del dolor neuropatico y la necesidad de hacer frente a sefializaciones
dolorosas que se imbrican con situaciones animicas mas complejas
nos obliga a replantear el mecanismo de la sefial dolorosa de modo
mas amplio y considerando el complejo camino de su percepcion y
procesamiento no solo a nivel periférico sino también a nivel central.

En este discurso he querido dejar constancia de que los receptores Puri-
nérgicos, sobre todo las familias de receptores de nucledtidos P2X y P2Y
son excelentes dianas para el tratamiento del dolor, el inflamatorio y el
neuropatico posterior a una lesién o situacion inflamatoria cronica. El
desarrollo reciente de nuevos agonistas y antagonistas permite augurar
a los receptores P2X3 y P2X7 un gran futuro en tiempo inmediato y a
los otros receptores P2X4, P2Y6 y P2Y 12 en un futuro menos préximo.
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