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Introduccion

En los tltimos afios la asociacion entre la enfermedad periodontal y multi-
ples enfermedades sistémicas ha sido ampliamente analizada. En concreto,
se investigaron las formas en que la periodontitis cronica puede afectar a las
enfermedades que aquejan a todo el cuerpo. La hipoétesis de tales correlacio-
nes no es tan reciente, si tenemos en cuenta que Hipdcrates, el simbolo de la
edad de oro de la medicina, sugirié que la extracciéon de los dientes compro-
metidos aliviaban la artritis, y mas recientemente, en 1981, Miller sugiri6
qué patdgenos orales eran capaces de causar alteraciones a drganos distantes
de la cavidad oral. En el siglo XXI se ha renovado el interés en la hipotesis de
la asociacién entre la inflamacion periférica y las enfermedades sistémicas.
Multiples estudios clinicos han demostrado una correlacién significativa en-
tre la periodontitis cronica severa y diabetes mellitus tipo II, enfermedad
cardiovascular, enfermedad pulmonar, artritis o parto prematuro. Ademas,
recientes estudios transversales han sugerido la hipétesis de una asociacion
entre la periodontitis cronica y las enfermedades neurodegenerativas. Los
resultados derivados de los estudios clinicos examinados son muy variables
debido a las diferencias entre los sujetos inscritos, relacionados con la edad,

el sexo, la presencia de factores de riesgo y la gravedad de la enfermedad.



La periodontitis cronica y enfermedades sistémicas

Efectos de la periodontitis cronica en la etiopatogenia de la enfermedad

de Alzheimer

La expresion de la enfermedad periodontal indica un conjunto heterogéneo
de patologias que pueden causar alteraciones funcionales y estéticas gra-
ves. La periodontitis es un proceso inflamatorio crénico que se caracteriza
por la destruccién de los tejidos periodontales superficiales y profundos.
Ademas, la genética afecta a la susceptibilidad del huésped individual. Los
factores determinantes en la aparicion de la enfermedad periodontal son la
alteracion de la microflora bacteriana, la respuesta inmune del individuo y
la presencia de factores de riesgo. Se establece un proceso inflamatorio cro-
nico y persistente con la liberacién de un nimero importante de mediadores
inflamatorios, incluyendo la proteina C reactiva (CRP), el fibrindgeno, la
interleucina 1f (IL-1p), IL-6 y el factor de de necrosis tumorala (TNF-a).

La investigacion cientifica ha estado mas enfocada en los mecanismos por
los cuales al cerebro, afecta a la respuesta inmune, pero en la tltima década
ha aumentado el ‘interés en las formas en las que el sistema inmune pue-
de contribuir al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Este creciente
interés se debe a una mayor comprension de los mecanismos mediante los
cuales tiene lugar la comunicacion entre las citocinas pro-inflamatorias y el

sistema nervioso central (SNC). La enfermedad de Alzheimer es una enfer-



medad neurodegenerativa del cerebro y consiste en un deterioro progresi-
vo de la funcién cognitiva (pensamiento racional, la memoria, el lenguaje)
que se ha traducido en el compromiso de la vida personal y relacional. Los
mecanismos patogénicos implicados en la enfermedad de Alzheimer no
se entienden completamente, pero surgieron del analisis post mortem que
la neuropatologia caracteristica distintiva de la enfermedad de Alzheimer
es la deposicion de placas de beta-amiloide (Af}) en la sustancia cerebral.
La acumulacién de estos agregados es un elemento clave para el inicio de
los procesos pro-inflamatorios y oxidativos por microglia activada. La in-
teraccion entre la microglia activada y placas de Af3 induce la liberacion
de citoquinas pro-inflamatorias. La hipotesis es que estos mediadores infla-
matorios afectan al funcionamiento del sistema nervioso central demons-
trandose que las citoquinas pro-inflamatorias son capaces de estimular el
nervio vago, estimulacidon independiente de citocinas pro-inflamatorias en
el SNC. Se supone que las moléculas pro-inflamatorias pueden exacerbar
la respuesta neuro-inflamatoria a través de dos mecanismos: la sistémica
y/o caminos de los nervios. Los estudios clinicos sugieren la periodontitis
cronica, enfermedad inflamatoria periférica, como un factor de riesgo para
la aparicion clinica y la progresion de la enfermedad de Alzheimer a través
de un fenémeno de translocacion bacteriana y/o indirectamente, en virtud
de los mecanismos anteriores, la determinacidon de la amplificacion de los
procesos neuro-inflamatorios. El objetivo de las invesigaciones fueron es-

tudiar las bacterias como Porphyromonas Gingivalis en la patogénesis de la



enfermedad de Alzheimer, la evaluacién de la posible relacion entre 3-ami-
loide y los determinantes de la periodontitis (mediadores inflamatorios y
la actividad enzimatica). Los estudios de laboratorio, realizados post mor-
tem, mostraron la presencia de productos bacterianos en la sustancia del
cerebro de los afectados por la enfermedad de Alzheimer, en relacion con
los microorganismos Porphiromonas Gingivalis. Se podria hablar de que la
periodontitis crénica es un posible factor negativo en la evolucién de la en-
fermedad de Alzheimer .En la actualidad, sin embargo, sélo se puede asumir
que las bacterias periodontales, a través de un mecanismo fisiopatoldgico,
como la amplificacion de la cascada inflamatoria, ejercerian una influencia

negativa en la funcién cerebral.

Enfermedades cardiovasculares

Los estudios longitudinales mostraron una relacidn entre la enfermedad pe-
riodontal y los eventos cardiovasculares. El término “enfermedad cardiovas-
cular” (ECV: enfermedades cardiovasculares) identifica un amplio espectro
de enfermedades que afectan al corazén y el sistema vascular. La ECV es
la principal causa de muerte en el mundo, segtn los calculos de la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS), el nimero de muertes debidas a ellas
llegara a 23,3 millones en 2030. En la base de las enfermedades cardiovas-
culares se tiene la arterosclerosis, una condicién patoldgica caracterizada

por alteraciones de la pared de las arterias de gran y mediano calibre, que
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pierden su elasticidad debido a la acumulacién de calcio, colesterol, células
inflamatorias y material fibrético. La placa aterosclerética consiste en un
engrosamiento de la intima (la capa mas interna de las arterias, cubierto con
endotelio y en contacto directo con la sangre) de las arterias, debido princi-
palmente a la acumulacion de material lipidico (principalmente colesterol)
rodeado por una capa fibrosa de tejido conectivo. El desarrollo de la ateros-
clerosis se ve agravado por factores de riesgo (tabaquismo, hipertension,
dislipidemia, diabetes, etc.). En los estudios longitudinales que describen la
incidencia de eventos cardiovasculares, un exceso de riesgo se ha reportado
para el desarrollo de eventos cardiovasculares en personas con una perio-
dontitis. Los datos de ensayos clinicos y una reciente revision de la literatura
realizada por la American Heart Asssociation y aprobado por la Asocia-
cién Dental Americana, han confirmado que la periodontitis se asocia con
la enfermedad vascular aterosclerética, independientemente de los factores
de confusion conocidos. En pacientes con patologias inflamatorias de la ca-
vidad oral se ha observado, también, un aumento en el riesgo de infarto de
miocardio y la aterosclerosis. Ensayos clinicos controlados indican que el
tratamiento de la periodontitis mejora la funcién endotelial. Se han sugeri-

do algunos mecanismos que podrian ser la base de la asociacion, tales como:

- La diseminacidn sistémica de las bacterias periodontales de la cavidad oral

(bacteriemia).

- La presencia de una gran produccion local de mediadores de la inflama-

cién en la bolsa periodontal, que luego entran en el torrente sanguineo.
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-La induccién de un estado protrombético.
-La induccién de una dislipidemia.

-La asociacion de uno o mas de los mecanismos anteriores.

Es concebible, también, que la variabilidad genética podria modificar y /o
amplificar estos posibles mecanismos que explican la relacién entre la en-
fermedad periodontal y las enfermedades cardiovasculares. Se ha demos-
trado que las bacterias o los productos bacterianos pueden llegar a los si-
tios distales: en las preparaciones obtenidas a partir de endarterectomia
carotidea, la presencia de ADN bacteriano de patdgenos periodontales tales
como P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, P. Intermedia,
es frecuente. Productos y factores de virulencia bacteriana junto con sus
componentes estructurales, tales como lipopolisacarido, inducen a los fi-
broblastos gingivales para producir mediadores pro-inflamatorios. Los altos
niveles de muchos de estos mediadores se asociaron estadisticamente con
un mayor riesgo cardiovascular y se consideran como potenciales enlaces
entre la infeccion periodontal y enfermedades cardiovasculares. Otra posi-
ble asociacion puede estar relacionada con la estimulacién de una respuesta
autoinmune debido a la similitud - mimetismo molecular - entre los pép-
tidos antigenos de origen bacteriano y las proteinas humanas, tales como
proteinas HSP (proteinas de choque térmico), que se producen en tejidos
bajo estrés, el estrés que puede ser debido a un proceso inflamatorio. Una

serie de factores hemostaticos y fibrinoliticos, tales como fibrindgeno y el
12



activador tisular del plasmindgeno (t-PA), esta asociado con el desarrollo
y la maduracién de las placas aterosclerdticas. Un alto valor de fibrinoge-
no es indicador de la inflamacidn sistémica, que promueve la activacion de
células endoteliales y la agregacion plaquetaria. En un estudio de cohortes
de pacientes con enfermedad de las arterias coronarias (CD), aquellos con
enfermedad periodontal tenian niveles de fibrinégeno alto y la proteina C
reactiva mayor que aquellos con s6lo un CD. Otros estudios han puesto de
manifiesto el efecto beneficioso del tratamiento periodontal a los valores
de fibrindgeno, proteina C-reactiva, IL-6 y T-PA11. Estudios en ratas sin la
apolipoproteina E han puesto de manifiesto que los patégenos periodontales
de la infeccion periodontal pueden promover la formaciéon de ateromas en
animales con dislipidemia por causas genéticas o factores dietéticos. A la luz

de lo que se informa en la literatura disponible en la actualidad:

1. La prevencion y el tratamiento temprano de periodontitis pueden tener

un papel en la mejora de la salud cardiovascular.

2. La cooperacion interdisciplinaria entre los cardidlogos, internistas y den-
tistas podria favorecer una descripcion mas precisa del estado inflamatorio

en pacientes con enfermedad cardiovascular y la periodontitis.

La periodontitis y la diabetes

La asociacion entre la diabetes y la periodontitis es un concepto muy lejos
de nuevo. A finales de los anos 40 Cohen y Fosdick habian puesto de mani-

fiesto una relacion entre la enfermedad periodontal (EP) y DM destacando
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el aumento de la prevalencia de la enfermedad periodontal en diabéticos
que en los no diabéticos. Y es la inflamacidn del factor crucial la que ayuda
a explicar la relacion bidireccional entre las la diabetes y la enfermedad de
las encias. La inflamacién precede a la aparicién de la diabetes y se relaciona
con resistencia a la insulina, con el desarrollo de la diabetes y sus compli-
caciones. Experimentos clinicos y estudios en animales indican que en los
pacientes diabéticos la hiperglucemia causa aumento de la produccién de
citoquinas tales como IL-1b, TNF-a e IL-6 que tienen un papel activo en la
aparicion de la periodontitis. La evidencia disponible sugiere que el DM no
parece afectar el numero y tipo de microorganismos periodontales en la ca-
vidad oral. Los estudios en animales y los datos epidemiolégicos han sugeri-
do que la inflamacion sistémica determinada por la enfermedad periodon-
tal, que se caracteriza por un aumento en la concentracién sérica de IL-6,
CRP y TNEF-a, podria exacerbar el estado inflamatorio del sujeto diabético.
Por otra parte, el consiguiente estrés oxidativo y la inflamacién sistémica
observada en pacientes que sufren de MP podria aumentar la oxidacién de
lipidos que a su vez tendria un efecto proinflamatorio en el paciente diabéti-
co. El empeoramiento del estado inflamatorio determina tanto en el pacien-
te periodontal y diabético, como en el paciente periodontal no diabético, el

empeoramiento de control de la glucosa.

Los tltimos estudios han demostrado la diabetes como un factor de riesgo
importante para la periodontitis, y esta como una importante complicacién

de la diabetes, por lo que fue llamada la “sexta complicacién”
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En muestras de poblacidn superior a 1.000 sujetos, se encontro6 5 afos des-
pués, un aumento en el valor promedio de CAL, pero no de la bolsa (profun-
didad PPD), que se asocié con un aumento de la hemoglobina glicosilada
(HbA1lc - forma de hemoglobina utilizado para identificar la concentracion

promedio de glucosa en plasma durante los tltimos 3 meses).

Durante los tltimos afios se ha hecho evidente que la relaciéon entre la DM
y MP no se limita a la mayor prevalencia y una mayor gravedad de la MP
en los sujetos diabéticos, pero es mucho mas compleja y bidireccional. En
una revision reciente de la literatura llevada a cabo por Engebretson y Ko-
cher, en el ultimo taller en periodoncia, se incluyeron y analizaron nueve
ensayos randomizados. Los estudios meta-analisis, que como medida de
control de la glucemia ha utilizado la HbAlc, mostré una modesta, pero
estadisticamente significativa, reduccion de la HbAlc (mejora del 0,36% de
glucosa) en el grupo de pacientes diabéticos que habian sido sometidos a un
tratamiento periodontal quirurgico y no quirurgico. Esto significa que una
terapia periodontal eficaz seria capaz de contribuir al control de la glucemia
en pacientes diabéticos, y por lo tanto reducir el riesgo de complicaciones

causadas por la diabetes en si.
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Introduccion

En la génesis de la ciencia, sea cual sea el drea de conocimiento, para avan-
zar, es siempre esencial una nueva mirada, limpia e ingenua, desligada de
los viejos paradigmas, o de los imperantes en un momento dado. Los gran-
des logros tecnolégicos han permitido aproximarse de modo experimental
a cuestiones que antes pertenecian al mundo creativo de la ciencia ficcion.
Muchos de nosotros cuando éramos muy jovenes sofiamos con esos mun-
dos. Somos miles de millones de humanos sofiadores de cosas “supuesta-
mente imposibles”. Pero, la gran diferencia entre un sofiador y un creador es
que estos ultimos tratan de dar forma y enfrentarse a los retos de construir

lo que suenan.

La ciencia, como las grandes catedrales, requiere planificacion, poner cada
una de las miles de piezas en el orden adecuado, necesita muchos cerebros
pensando, muchas manos habiles y sobre todo de muchas voluntades unidas
con un fin. Construir la ciencia de la vida requiere estudiar cada pieza por
separado y después, si hay suerte, saber déonde, cémo y cudndo tienen que
ubicarse y funcionar en una célula especifica de un organismo especifico.

Anadiendo, el saber lo que pasa cuando esta danada.

En mi ya extensa vida cientifica y junto con mi grupo, hemos tratado de

profundizar en unas piezas singulares, los nucle6tidos de purina, el mas co-
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nocido es el ATP, que son esenciales en la movilizacion de la energia celular;
esenciales como sillares del material genético de nuestra herencia y ahora
también esenciales para comunicar las células entre si. Filogenéticamente
se encuentran entre los compuestos mas antiguos empleados por los orga-
nismos, incluida la comunicacion celular, desde las bacterias a los hongos,
llegando a los humanos. Todas las células de nuestro organismo responden
a sus estimulos y son esenciales en el funcionamiento del sistema nervioso,
como neurotransmisores. Es este el ultimo grupo aceptado como neuro-
transmisores, la familia de los compuestos purinérgicos, donde los nucleo-
tidos de purina y pirimidina son los actores, con amplia presencia de recep-

tores especificos y ciclos complejos en la biologia celular.

Huelga decir que en sus inicios, los nucleétidos fueron considerados neu-
rotransmisores heterodoxos, como casi todo lo nuevo en los comienzos.
Gracias al intenso trabajo del profesor Geoftrey Burnstock, gran pionero y
defensor de la sefializacion purinérgica, la situacion es distinta y la sefializa-
cién por nucleétidos es una de las areas con mas interés sobre todo al cono-
cerse su potencial en farmacologia. Los primeros éxitos fueron cosechados
en el sistema vascular, con la aparicién del clopidogrel (Plavix), primer com-
puesto inhibidor irreversible del receptor P2Y12, tras ser metabolizado en
el higado. Su efecto impidiendo la formacién de trombos supuso un antes y
un después en el tratamiento y prevencion del ictus cerebral y los riesgos en

cirugias traumaticas. En lo que respecta a mi disertacidn, en neurociencia la
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neurotransmision purinérgica ha proporcionado una nueva perspectiva del
desarrollo y maduracidn del sistema nervioso, su mantenimiento, y en las
etapas de declive por causas de envejecimiento normal o patoldgico. En cada
etapa se ha visto la posibilidad de descubrir nuevas dianas farmacologicas y

en pleno desarrollo farmacoldgico algunas de estas dianas.

El escenario en el que trabajamos los neurocientificos es el sistema nervioso
y podemos hacernos una idea de su inmensidad considerando que el cerebro
humano contiene al menos cien mil millones de neuronas (100.000.000.000)
cada una con una localizacién y funcién precisa. Sin olvidar que hay al me-
nos cinco veces mas de astrocitos, cada vez mds protagonistas y menos des-
conocidos. ;Como alcanzar ese desarrollo organizado, mantener su funcion,
evitar su deterioro normal con el envejecimiento y restaurar su funcién
cuando se sufren lesiones traumaticas o derivadas de enfermedades neuro-

degenerativas?

Es indispensable llegados a este punto hacer una referencia a nuestro gran
cientifico Ramoén y Cajal. Gracias a su trabajo experimental y su gran intui-
cidén, sentd las bases de la neurociencia moderna y sus teorias e hipdtesis
han centrado el trabajo de los cientificos durante mas de un siglo. La teoria
neuronal segun la cual las células nerviosas son entidades individuales que
ocupan posiciones especificas en la citoarquitectura del sistema nervioso.

Un maravilloso ejemplo de fusién de ciencia y arte son los volimenes de
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sus obras que se editaron por primera vez y como conjunto de su trabajo en
francés: “Histologie du systemenerveux de 'homme et des vertébrés”, Paris
1909. En Espaiia, dolorosamente, su edicién cuidadosamente presentada en
espafol se efectia en 1992, gracias a la ingente labor del profesor Carlos

Belmonte.

En el cerebro légico de Cajal la organizacién neuronal del cerebro requeria

lanzar a la arena de la ciencia dos hipétesis:

- La primera, la existencia de estructuras organizadas de conexidn, lo que
hoy llamamos sinapsis donde se liberarian compuestos quimicos capaces de
alcanzar a la célula adyacente, lo que hoy dia denominamos neurotransmi-
sores. El primer neurotransmisor lo descubre 30 afios mas tarde el cienti-
fico aleman Otto Loewi y fue la acetilcolina. Desde entonces una treintena
de compuestos sencillos en combinaciones variables entre si y con diversos
péptidos, son liberados en las sinapsis quimicas para conectar neuronas es-
pecificas. En esta area hemos trabajado arduamente y en 1989, descubrimos
nuevos neurotransmisores de naturaleza nucleotidica, los diadenosinapoli-

fosfatos, como veremos mas adelante.

- La segunda hipétesis la plantea Cajal en 1890, cuando descubre en sus prepa-
raciones de neuronas de animales jovenes unos engrosamientos al final de los

axones, con morfologia caracteristica que denomina “cono de crecimiento”
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Cajal postula la hipdtesis de que esas prolongaciones son las que formaran
los contactos sinapticos al final de la etapa de crecimiento axonal, siendo
necesario para dirigir los axones hacia su destino la existencia y accién de
factores de crecimiento quimioatractantes o quimiotréficos. No fue hasta
60 afos mas tarde, en 1954, que Rita Levi Montalcini descubre el factor de
crecimiento nervioso, conocido como NGF y lo extrae de las glandulas sa-

livares de raton.

Actualmente conocemos un gran nimero de factores de crecimiento, todos
ellos necesarios para orientar al axén y conseguir el perfecto cableado del
sistema nervioso. Muchos de ellos y sus mecanismos, tanto en la etapa em-
brionaria de desarrollo cerebral, como de mantenimiento y reparacién en
la etapa adulta, son todavia desconocidos y constituyen el area mas fértil y

apasionante de las neurociencias.

Pasarian todavia muchos afos, casi 100, hasta que se postulara la existencia
de factores repelentes y la presencia en las membranas de las células neura-
les de moléculas orientadoras, algunas con nombres tan sugerentes como
las semaforinas, netrinas etc... que permitieron comprender como se aso-
cian los axones para formar los nervios y se deben, entre otros muchos, al
trabajo original del Dr. Marc Tessier-Lavigne, actualmente presidente de la
Universidad de Stanford. El desarrollo embrionario del cerebro de mamiferos

con sus multiples nucleos, cada uno con marcadores diferentes y evolucién
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espacio-temporal muy veloz, sigue siendo un area apasionante y dificil, que
solamente algunos valientes osan estudiar, entre ellos el profesor y catedratico
de embriologia de Murcia, el Dr. Luis Puelles, sin duda un referente mundial.
En esos dos grandes escenarios postulados por Cajal, el de los neurotrans-
misores y el de como funcionan, crecen y se diversifican las neuronas, he
desarrollado mi carrera investigadora durante mas de cuarenta afios. Cuatro
de ellos, los cursos 1982-83 al 1985-86, en la Universidad de Murcia. Acos-
tumbrada al norte de Espafia y de Europa, esto me parecié un paraiso con
la alegria, hospitalidad y el saber fusionar en su suelo y sus gentes, mas de
3.000 afios de culturas mediterraneas diversas. Aqui surgieron muchas de

las ideas que desarrollaria después al trasladarme a Madrid, hace ya 30 afos.

El sistema purinérgico en el desarrollo y lesiones cerebrales.

El principal nucledtido el ATP, la adenosina trifosfato, esencial en todos los
procesos vitales, resulté estar almacenado conjuntamente con los demas
neurotransmisores clasicos, catecolaminas, acetilcolina, serotonina etc. libe-
randose conjuntamente y con capacidad de actuar al unisono en las células
receptoras. Geoffrey Burnstock acuiié el nuevo término de co-transmision,
que en si mismo es un nuevo paradigma. De hecho, en todos los estudios
realizados con los neurotransmisores cldsicos es necesario plantearse un es-
cenario bastante mas complejo del previsto.

En 1988 descubrimos que en las vesiculas neurosecretoras, junto con las
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catecolaminas se encontraban una gran diversidad de nucleé6tidos, ademas
del ATP, entre ellos los diadenosinapolifosfatos, ApnA. Habian pasado 100
afos desde el planteamiento de la teoria neuronal y la necesidad de comu-
nicacion sinaptica entre las neuronas u otras células efectoras, pero ahora el
escenario sinaptico era mucho mas rico y complejo. Esta situacién se pro-
ducia en otras vesiculas y modelos como el 6rgano eléctrico del Pez Tor-
pedo que se asemeja a la conexion sinaptica de la unién neuromuscular,
donde el ATP y los dinucledtidos acompafian a la acetilcolina, el primer
neurotransmisor descubierto. Por afladidura, la situacién era generalizable
a todo tipo de vesiculas neurosecretoras. Poco a poco nos habiamos metido
de lleno en las entrafas de la neurotransmisién purinérgica mediada por
nucleétidos y trabajamos intensamente tratando de comprender los eventos
de biologia molecular y celular que respondian a su ciclo funcional como
neurotransmisores. Para ilustrar la juventud de nuestros descubrimientos,
sefialar que pocos meses antes de la fundaciéon de la UCAM, en el afio 1996,
demostramos en las terminales del sistema nervioso central, la existencia
a nivel presinaptico de receptores ionotropicos para diversos compuestos
nucleotidicos y dinucleotidicos, siendo el Ap5A, descubierto por nuestro
grupo, el mas poderoso agonista del receptor de dinucleotidos, conocido
actualmente como P2X1 y también del P2X3 implicado en la nocicepcion de
la sefial dolorosa. Estos afios fueron de recogida de frutos, pues se sumaron
a la identificacion de nuevos receptores la caracterizacion de transportado-

res de nucleotidos a organulos secretores con mecanismos complejos pero
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eficientes que se denominan cinéticas mnemonicas, es decir con memoria,
solamente mencionadas con anterioridad en algin enzima raro y despista-
do y contando para ello con la colaboracion del profesor y Catedratico de
la Universidad de Murcia Don Francisco Garcia Carmona, un excepcional

investigador de la cinética enzimatica.

Resulto sorprendente la gran abundancia de receptores ionotrépicos de nu-
cledtidos, pertenecientes a la familia conocida como P2X, desde el P2X1
al P2X7, capaces de asociarse como trimeros de subunidades idénticas o
combinadas y localizados en la zona presinaptica de las terminales sinapti-
cas. Estas terminales de naturaleza colinérgica, aminérgica, peptidérgica o
nitrérgica podian ser despolarizadas por los nucledtidos liberando su conte-

nido para activar la zona post-sinaptica.

Realmente el entorno del aio 1996, fue la época en que nuestro grupo ela-
boré las coordenadas de la ciencia basica en neurotransmision mediada por
nucleétidos que fueron indispensables para acercarse con garantia y rigor a
los problemas fisiopatologicos de gran relevancia en patologias nerviosas. El
desarrollo de técnicas altamente sofisticadas, entre ellas el analisis funcional
de terminales sinapticas individuales por microfluorimetria y video-ima-
gen, seguido de su identificacién mediante inmunocitoquimica, permitié
demostrar, sin ningtin género de duda, la existencia de receptores ionotrdpi-

cos de nucleotidos a nivel presinaptico. Este hecho implicaba cambiar con-
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ceptos inamovibles hasta entonces, ya que en las terminales presinapticas
solamente era aceptada la presencia de receptores metabotropicos modula-
dores con cascadas de sefializacion bien definidas.

Con el cambio de siglo y milenio, puesto a punto el escenario presinaptico
para los canales operados por ligando, pudimos profundizar en el funciona-
miento sinaptico en las etapas de desarrollo o en situaciones comprometidas
de la supervivencia neuronal debidas a envejecimiento, lesién o enfermeda-
des neurodegenerativas. Aspectos de maxima importancia en fisiopatologia
del sistema nervioso. Teniamos tantas posibilidades, que hacer uso de la
libertad de eleccidon de por donde empezar era en si mismo un dilema. Uno
de nuestros clasicos, Don Francisco de Quevedo, lo expresé con las palabras
mas certeras:

«...Y a nuestra libre voluntad es dado

Numerosa eleccion y transitoria:...»

No habia duda alguna, seriamos libres para elegir, pero una vez realizada
libremente la eleccion seriamos prisioneros de la misma.

Pensamos que antes de comprender lo que pasa en las sinapsis comprome-
tidas en enfermedades neurales o degenerativas, parecia mas ldgico, actuar
con la sensatez de Don Santiago Ramoén y Cajal, por ello nos decantamos
por intentar comprender lo que pasa en las etapas tempranas del desarrollo,
tomando como modelo las neuronas de cerebro fetal de ratéon. Estos expe-

rimentos eran como entrar en la tercera fase y podiamos experimentar con
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células vivas como afectaba la sefalizacion mediada por receptores purinér-
gicos al desarrollo del cono de crecimiento axonal. Era el afio 2008, asi que
con 118 anos de diferencia estibamos manipulando el cono de crecimiento

postulado por Cajal en 1890, como he mencionado en la introduccién.

El cono de crecimiento axonal que controla el crecimiento de los nervios y su
destino, resulté ser un lugar muy concurrido, por ello solo destacaremos lo
referente al sistema purinérgico. Un nuevo miembro de la familia ionotrdpica
P2X, el P2X7, resultaria ser de especial importancia. Estdbamos frente a un
nuevo paradigma: El ATP liberado por el rudimentario e incipiente cono de
crecimiento de la neurona embrionaria, bloqueaba el crecimiento del axén
actuando sobre el receptor P2X7, el cual al activarse inundaba de calcio las
propias terminales. Este ién, mediante cascadas internas de sefalizacion,
impedia la plasticidad del citoesqueleto neural y por lo tanto las nuevas
prolongaciones con forma ameboidea que permitian el avance hacia destinos
optimos para formar las estructuras maduras. Era pues el ATP un “anti-
factor de crecimiento”. Era un estabilizador de estructuras que dejaban de ser
dindmicas para aferrarse al destino en el cual la principal molécula energética
dentro de la célula, el ATP, actuaba fuera de ella como agonista de receptores
P2X7, indicando que si habia ATP era un buen lugar para finalizar la busqueda
y formar sinapsis funcionales estables propias de los cerebros maduros.

Este descubrimiento result6 no ser tan simple y poco a poco fuimos desvelando

que la parte terminal del axén en crecimiento se parecia al paseo de Alfonso
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X de Murcia un sabado por la tarde, donde se localizaba la gran pandilla de
compaieros que organizaban la sinfonia presinaptica para crecer 6 no crecer,
pues esa era la cuestion. Resultando de enorme trascendencia y repercusion ya
que abria la puerta a la utilizacion de los antagonistas, o bloqueantes de todo
tipo para obtener el efecto contrario, ser capaces de inducir el crecimiento del

axon y ramificaciones.

Sin darnos cuenta, desde la ciencia basica habiamos entrado al corazén de
los mecanismos mas simples para regenerar y reorientar las terminales ner-
viosas y todo cuadraba con precisiéon milimétrica. Ahora que conociamos
lo que ocurre en el cono de crecimiento antes de formar parte de las sinap-
sis del cerebro maduro, teniamos la pregunta y la curiosidad de saber que
ocurre en las terminales nerviosas, del cerebro lesionado o enfermo. Hay
muchos tipos de lesiones en nuestro cerebro, una de ellas es la lesion del
l6bulo temporal, que podemos mimetizar en animales y causar epilepsia. De
este modelo aprendimos que a las neuronas no les gusta rendirse y cuando
se ven comprometidas vuelven a sus etapas de desarrollo més tempranas. El
hipocampo del 16bulo temporal lesionado, comenzaba a producir nuevas
neuronas, a partir de células madre precursoras. No en vano esta zona es
el lugar neurogénico mds importante en el cerebro de mamiferos y por lo
tanto del humano. Es el 4rea responsable de nuestra memoria a largo plazo,
y estas nuevas neuronas tenian abundantes receptor P2X7, que guiaban a los

axones desde el giro dentado hacia las zonas mas periféricas del hipocampo,
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CAl, CA2, CA3, donde se ramificaban de modo preciso. Las reparaciones no
siempre son exactas, incluso a veces el cerebro exagera en su afan de restaurar
y esa sobreactuacion que nos salvo de perecer, nos produce, si es excesiva, se-
cuelas epilépticas. En este caso el P2X7 y sus antagonistas han resultado una
excelente diana para el tratamiento de crisis epilépticas refractarias a la medi-

cacidn clésica.

Ahora hay modelos mas sofisticados con la ayuda de las células pluripoten-
tes inducidas, por reprogramacion celular, desarrolladas por el Premio No-
bel Shinya Yamanaka. Gracias a su técnica se puede, sin necesidad de células
embrionarias, acceder a la experimentacion de las edades mas tempranas del
desarrollo del cerebro humano. Ademas, unida a la técnica de formacion de
“minibrains” en cultivo, el estudio del desarrollo del cortex cerebral temprano
es posible. Este proceso de gran complejidad y dinamismo, puede sufrir altera-
ciones que dan lugar a malformaciones del desarrollo cortical. La lista es muy
larga y solo citaré entre ellas la microcefalia y la lisencefalia. Nuestras primeras
evidencias muestran la importancia de los receptores purinérgicos P2X y P2Y.
Comprender cual es su funcion en las primeras etapas del desarrollo, puede lle-
varnos a comprender como utilizarlos como diana en la reparacion del cerebro
dafiado. No solamente el cerebro se ha beneficiado de estas tecnologias, pues la
posibilidad de desarrollar rganos, como el rifién, para ser trasplantados, co-
mienza a ser una realidad tangible. Sin duda gracias a la excepcional labor del

profesor Ispizua Belmonte, Honoris Causa de esta Universidad.
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Envejecimiento del cerebro: neurodegeneracion y neuroproteccion.

El incremento de la longevidad durante los dltimos 100 afios ha sido uno de
los logros mas importantes para la humanidad. Por este motivo la investiga-
cién sobre la biologia del envejecimiento es una de las areas prioritarias. La
busqueda de la eterna juventud es un viejo anhelo de la humanidad y apare-
ce en todas las mitologias, casi siempre asociadas con fuentes de propieda-
des curativas, desde las historias de Her6doto, pasando por Alejandro Mag-
no, la Espafia musulmana y los conquistadores espafoles, que la llevaron
a América y se encontraron con que ya existia una historia similar, y Juan
Ponce de Ledn la busco sin éxito en Florida. Para nosotros el Balneario de
Archena goza también de muy buena reputaciéon. Pero nada mas opuesto al
sentido de la vida y la evolucion a la que estamos sometidos que eternizarse
sin dar posibilidades a nuestros descendientes de cambiar el mundo y hacer
del planeta algo mds humano. La tinica cuestion es que hay que educarlos en
el conocimiento y la responsabilidad, entre el conocimiento y la sabiduria,

que no siempre son equivalentes.

Dejando de lado el preambulo, no se trata de alcanzar una edad muy
avanzada, sino la mas avanzada posible con buena salud. La primera pregunta
para la geriatria es ;Cudles son los marcadores del envejecimiento, como
reconocerlos? No podemos aceptar que los marcadores del envejecimiento

sean los que provienen de las enfermedades degenerativas. Es necesario
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pensar que cuando aparecen los sintomas de envejecimiento, los causantes

del mismo sean mucho mas tempranos y dificiles de identificar.

En las enfermedades neurodegenerativas, junto con mi grupo, hemos puesto
de manifiesto la relevancia de la neurotransmisién purinérgica. La primera
estudiada fue la enfermedad de Huntington, ya que es hereditaria monogé-
nica y dominante, debido a la expansion del triplete que codifica la gluta-
mina en el gen de la huntingtina. Realmente la verdadera razén, ademas de
las ya citadas, era que podiamos contar con la ayuda de un gran experto el
profesor José Javier Lucas Lozano, murciano de procedencia, que es profesor
de Investigacion en el Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa de Ma-
drid. En esta enfermedad que cursa con la descoordinaciéon del movimiento,
la destruccion de las terminales sinapticas que van de la corteza motora a los
nucleos del estriado, coincide con un incremento notorio del receptor P2X7,
como si una vez lesionadas las motoneuronas hicieran todos los esfuerzos
para volver a estadios tempranos y asi regenerarse. El empleo de antago-
nistas de este receptor reducia los sintomas motores de la enfermedad, de
nuevo era el exceso en la reparacion lo que hace los sintomas mas agresivos.
La enfermedad de Alzheimer es lo opuesto a la de Huntington en cuanto
a complejidad. Lo que conocemos como enfermedad de Alzheimer es de
hecho un inmenso conglomerado con muy diversos origenes y causas, cuyo
nexo de unién es la pérdida de capacidad cognitiva. Un exiguo porcentaje

de la enfermedad es estrictamente hereditario, supone tres genes, los de las
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preselininas 1y 2 y el de la proteina precursora de amiloide APP. Anomalias
en cualquiera de estos genes conducen al Alzheimer familiar temprano. Pero
en estudios gendmicos con muchos individuos diagnosticados (Meta-ana-
lisis) de Alzheimer aparecen una amplia variedad de genes posiblemente
implicados y es ahi donde la alimentacidn, higiene, ejercicio, las interac-
ciones sociales, infecciones previas e incluso el esfuerzo cognitivo y estudio

constante tienen mucho que decir.

El deposito de placas de amiloide, requiere de la formacion del péptido que se
asocia en el medio extracelular y procede de la actividad de enzimas con acti-
vidad proteasa en la membrana plasmatica, las a, B y y secretasas. La actividad
de las B y y secretasas es la que origina el péptido amiloidogenico, Ap42 que
genera los depdsitos de amiloide. En la enfermedad de Alzheimer se produce
un juego complejo entre receptores P2X7 y otros metabotropicos, como el
P2Y2 que influyen de modo opuesto en el procesamiento de la proteina pre-
cursora deamiloide, APP. La activacion de los receptores P2X7 incrementan
y los P2Y2 disminuyen la produccion del péptido amiloidogénico AB42. Por
primera vez en ratones modificados genéticamente que reproducen la enfer-
medad de Alzheimer sobre expresando las proteinas mutadas de la proteina
APP, las variantes Filadelfia y sueca, hemos conseguido «in vivo» reducir las
placas de amiloide con antagonistas del receptor P2X7, al que hemos propues-
to como diana preferente en el tratamiento de enfermedades neurales y neu-
rodegenerativas en las que el funcionamiento sinaptico se vea comprometido.

El envejecimiento cerebral es algo normal y los modelos de enfermedades
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neurodegenerativas, son un caso extremo del envejecimiento. La pregunta
es ;como envejece un cerebro sano? Y si ;en situaciones de enfermedad,
con fiebre e inflamacion, o tratamientos agresivos con agentes oxidantes o
genotoxicos, podemos protegerlo? En ensayos iniciales de neuroproteccion,
hemos podido constatar que muchos de los receptores metabotrdpicos, P2Y,
sobre todo el P2Y13, tienen poderosos efectos neuroprotectores, tanto sobre
el estrés oxidativo, como el estrés genotoxico debido a la administracion
de agentes antitumorales. La neuroproteccién implica restaurar las vias de
sefalizacion que llevan a supervivencia celular. Los estudios en animal en-
tero con los primeros efectores alostéricos del receptor P2Y13 estan en sus

comienzos.

En el afio 2013, Lopez-Otin, uno de los cientificos espaioles de mas presti-
gio, definié el envejecimiento como el proceso por el cual las células alteran
funciones bioquimicas y genéticas a través de factores intrinsecos y extrin-
secos a las propias células. Uno de los principales objetivos de la medicina
regenerativa es evitar los efectos no bien definidos de la edad y explorar las
posibilidades que ofrecen las células madre. En el cerebro de los mamiferos
adultos las zonas neurogénicas fueron primero identificadas en el ventri-
culo lateral de la zona subependimal (SEZ) y en la zona granular del giro
dentado (SZG) del hipocampo. Es esta tltima zona la mas relevante en los
humanos. Trabajos del profesor Herbert Zimmermann demostraron que la

diferenciacién de los linajes neurales requeria una expresion de receptores
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purinérgicos y ecto-nucleotidasas, los enzimas que hidrolizan los nucleoti-
dos, que dependia del tiempo de expresion de los genes capaces de inducir la
diferenciacion. Los estudios de la reparacion en los procesos de epilepsia ex-
perimental ya indicaban que la sefializacion purinérgica era necesaria para
generar nuevas neuronas en el hipocampo.

sPero qué ocurre en ausencia de lesiéon? ;Mantienen las zonas neurogéni-
cas la capacidad de dividir estas células precursoras y diferenciarlas? ;Se
mantienen los nichos neurogénicos durante toda la vida del individuo? Es
necesario tener en cuenta que las células madre precursoras, las células pro-
genitoras, juegan a dos bandas; la primera que se dividan asimétricamente,
originando una célula hija idéntica capaz de mantener su propio linaje de
células progenitoras y otra capaz de diferenciarse y reparar los danos. La
segunda es que con la edad disminuye esta division asimétrica y los tejidos

pierden la capacidad de auto renovarse.

Tampoco conviene olvidar que los nichos neurogénicos del cerebro se aso-
cian con zonas altamente vascularizadas y se ha postulado que cuando el
animal es joven al dividirse las células el ADN todavia no ha acumulado mu-
chos errores y sus telémeros son de suficiente longitud. Ambos aspectos son
intrinsecos a las células madre y solo dependen del numero de divisiones o
errores de replicacion (cambio de una base por otra cada 100 millones de
bases en el ADN parental). No obstante su asociacidon con zonas vasculariza-

das ha llevado a la busqueda de los factores externos, extrinsecos a la célula,
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que mediante receptores especificos sean capaces de potenciar la division

asimétrica de las células progenitoras.

En el cerebro existen nuevas oportunidades terapéuticas para el tratamiento
del envejecimiento y de las enfermedades neurodegenerativas utilizando el
potencial de las células neurales progenitoras (NSC). Un hecho esperanza-
dor es que estas células se encuentran ampliamente distribuidas a través el
parénquima cerebral, también conocidas con el nombre de células precur-
soras de oligodendrocitos (OPC). Estas células (OPC) expresan un nuevo
receptor purinergico el GPR17, anteriormente un receptor huérfano que es
un receptor dual activado de modo conjunto por los nucleétidos de uracilo y
los cisteinilleucotrienos, parientes proximos de las prostaglandinas. Fue re-
cientemente caracterizado por el grupo de la Dra. Abbracchio, demostrando
que induce la maduracion de los precursores de oligodendrocitos y en situa-
ciones inflamatorias esta siempre incrementado llevando a una maduracion
andmala. La hipotesis de que la atenuacion de este receptor podria servir
para que el proceso de mielinizacidn se efectuara de forma mas fisioldgica
ha llevado a la busqueda de antagonistas del mismo. Sorprendentemente en
la busqueda, el compuesto Montelukast, anteriormente utilizado para preve-
nir la dificultad respiratoria y el tratamiento del asma, que ya era conocido
por su accién sobre los receptores de leucotrienos (LTRA), ha resultado ser
un compuesto muy eficaz para reducir la actividad del receptor GPR17. En

ensayos en animales ha demostrado su eficacia para mantener los precurso-
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res de oligodendrocitos, la remielinizacién de axones centrales, importante
en la esclerosis multiple y la proteccion de las terminales sinapticas evitando
su necrosis, con efectos claros en modelos de parkinson. Esta en fase de es-

tudio su aplicacién en humanos. No cabe mejor mensaje.

Consideraciones finales.

He finalizado el apartado anterior con un mensaje de esperanza. El drea de
la neurotransmision purinérgica participa del dinamismo que impregna el
campo de ciencias de la vida y la salud y del que nosotros participamos dis-
frutando con avidez de cada cosa nueva. Sin duda, son muchos los aspectos
que ignoramos y quizas la euforia del descubrimiento deba de ser matizada.
Muchos otros investigadores de ciencias de la vida han pasado por las mis-
mas sensaciones, pero hay que ser precavidos y como docentes esta inquie-
tud ha quedado reflejada en la frase atribuida a un Decano de la Facultad de
Medicina de Harvard, al parecer en los inicios del siglo XX:

«Half ofeverything we teach you is wrong... unfortunately, we don’t know which
half.» (La mitad de lo que os hemos ensefiado es falso, pero por desgracia no
sabemos de qué mitad se trata).

Al parecer la frase tiene una larga historia, incluidos hombres de negocios
y cientificos, y ha sido atribuida a otros muchos pensadores. Incluso el Papa
Juan XXIII, cuando los periodistas le preguntaron cuantos empleados traba-

jaban en el Vaticano respondié: Poco mas o menos la mitad.

39



Ciertamente no faltaran sorpresas a todo aquel que se dedique a la ciencia.
En el largo camino recorrido me han tocado desiertos donde no se veia el fin
y hermosas montafas que al escalarlas me han dado una vision del horizon-
te, el camino en ciencia es siempre necesario hacerlo acompanado, siendo
la tenacidad indispensable y la inteligencia el guia. Ahora que seguimos su-
mergidos en tiempos dificiles, es necesario pensar que la ciencia es un orga-
nismo vivo, que no se puede arrancar de raiz, se puede podar con mimo sin
lesionar el tronco poderoso. La ciencia crece en nuestras neuronas y es fruto
de nuestras sinapsis, que envejecen y que solamente pueden ser sustituidas
por las de otros cerebros jovenes, intactos, fértiles, inteligentes, creativosy li-
bres. Si no hay renovacién no habra ciencia, ni riqueza, ni justicia, ni mundo

cultural y creativo, esa es la ley eterna de la vida.
Muchas gracias por el inmenso honor que me hacen al recibirme en su uni-
versidad.

Muchas gracias por su atencion.

Discurso de M? Teresa Miras Portugal

Murcia 11 de Octubre de 2016.
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