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ABSTRACT 
Adenosine and endocannabinoids are regulatory molecules that are present in all organ and 

physiological systems. They act via specific receptors belonging to the G protein-coupled 

receptor (GPCR) superfamily. There are four adenosine receptors, A1, A2A, A2B and A3, that, 

in the central nervous system, are expressed in both neurons and glia. There are two 

cannabinoid receptors, CB1 that is much more expressed in neurons than in glia, and CB2 

that is mainly expressed in glia. GPCR may form receptor-receptor complexes, both homo 

and heteromers, with specific properties. The aim of this PhD was to get insight into the 

potential of cannabinoid, of adenosine receptors and of their heteromers to become targets 

of Alzheimer’s disease and of multiple sclerosis. Both expression and functionality of some 

receptors and of some receptor heteromers were addressed. In addition, a novel technique 

aimed at assessing the percentage of receptors that are forming heteromers was used to 

demonstrate, in a heterologous system, a differential effect of adenosine and caffeine on the 

expression of A1R, A2AR and A1-A2A receptor heteromers on the cell surface. The technique 

also allowed to show increased heteromer expression in primary cultures of activated 

astroglial cells (versus resting cells). Astroglia showed expression of the A1-CB1 receptor 

heteromer whose functionality was characterized by a negative crosstalk and a 

crossantagonism; crossantagonism due to the A1-CB1 receptor heteromer was also found in 

primary cortical neurons. 

Finally, the heteromer formed by CB1R and the N-methyl-D-aspartate ionotropic glutamate 

receptor (NMDAR) was identified and characterized in both heterologous systems and 

primary neurons. The results showed that CB1R activation blocks NMDAR function and 

crossantagonism is detected. Increased expression of the CB1R-NMDAR heteromer in 

primary cortical neurons treated with β-amyloid peptide suggests that targeting the 

heteromer may provide benefits in combating the detrimental effect of amyloid aggregation. 
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transformante 
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TM Dominio transmembrana 
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TRPV1 Receptor de potencial transitorio 
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WNT Wingless/integrated 
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Δ8-THC  Δ8-Tetrahidrocannabinol 

Δ9-THC  Δ9-Tetrahidrocannabinol 
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1.INTRODUCCIÓN 

1.1. Receptores acoplados a proteína G 
La membrana plasma tica de las ce lulas eucariotas desempen a, entre otras, la funcio n de 

regular la entrada y salida de mole culas e informacio n a la misma. Aproximadamente la 

mitad de su peso total corresponde a proteí nas asociadas a membrana (Cooper, 2000). Entre 

ellas cabe destacar el papel de las proteí nas transmembrana, la cuales se caracterizan por 

atravesar completamente la bicapa lipí dica. En humanos se conoce que cerca de entre un 

5% y un 10% de los genes codifican para los componentes de una superfamilia concreta de 

estas proteí nas transmembrana conocida como receptores acoplados a proteí na G o GPCR, 

por sus siglas en ingle s (Venter et al., 2001). 

 

1.1.1. Estructura y clasificación de los GPCR 
Los GPCR son una de las superfamilias ma s extensas de receptores de membrana en ce lulas 

eucariotas, aproxima ndose a los 800 receptores descritos en humanos. Conservan 

estructuralmente siete dominios transmembrana (TM) en α-he lice (Zhou et al., 2019), 

conectados por una serie de bucles extracelulares (EL) e intracelulares (IL). Así  mismo, 

presentan un dominio animo-terminal (N-term) extracelular y un dominio carboxilo-

terminal (C-term) citoso lico (Figura 1).  

Los GPCR son capaces de mediar gran variedad de procesos fisiolo gicos, por lo que resultan 

de gran intere s como dianas terape uticas en mu ltiples patologí as. Aproximadamente, un 

centenar de GPCR son dianas para el 34% de los fa rmacos aprobados por la Administracio n 

de Alimentos y Medicamentos de los EEUU (FDA) (Hauser et al., 2018). De hecho, segu n los 

estudios ma s recientes en el tema, aproximadamente el 36% de las mole culas en ensayos 

clí nicos en desarrollo actu an en GPCR no descritos como diana de medicamentos ya 

aprobados.  (Hauser, Attwood, Rask-Andersen, Schio th, & Gloriam, 2017). Una de las bases 

de su diversidad funcional se encuentra en la variabilidad de sus secuencias, que 

caracterizan los lugares de unio n a agonista y las regiones de unio n a proteí na G (Zhou et al., 

2019). 

El estudio estructural de los receptores acoplados a proteí na G avanzo  de manera 

significativa con la cristalizacio n del primer GPCR, el receptor bovino de rodopsina 

(Palczewski et al., 2000), el cual se consiguio  cristalizar en complejo con la mole cula retinal. 

No fue hasta ocho an os ma s tarde, que pudo obtenerse el cristal libre de ligando (Scheerer 

et al., 2008). En las u ltimas de cadas, los avances en te cnicas como la criomicroscopí a 
electro nica o el aumento de la relevancia del ana lisis in silico han permitido un nuevo 

enfoque en el estudio de la estructura de los GPCR, siendo el principio del disen o de 

fa rmacos basado en la estructura, herramienta ra pida y eficiente, que esta  sustituyendo 

modelos ma s cla sicos usados en la industria farmace utica.  

Dada la gran cantidad y variedad de GPCR no es extran o que exista ma s de un sistema de 

clasificacio n de estos receptores. Las dos clasificaciones ma s aceptadas son la propuesta por 

Kolakowski (Kolakowski, 1994), que agrupa hasta 6 clases distintas de GPCR segu n su 

homologí a de secuencia, incluyendo incluso receptores no presentes en vertebrados. Y, la 

segunda, propuesta desde el estudio filogene tico de los receptores por Schio th y 

Fredriksson (Schio th & Fredriksson, 2005), que tan solo considera los receptores propios 

de vertebrados. Segu n esta u ltima, hay cinco familias de GPCR: 
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Familia de la rodopsina (Clase A): consta del mayor nu mero de receptores conocidos. En el 

caso de humanos, cerca de 700 receptores descritos. Los receptores pertenecientes a esta 

familia presentan una estructura similar a la del receptor de rodopsina, con ciertas zonas 

altamente conservadas como las regiones NSxxNPxxY en el TM7 o la regio n DRY en el TM3. 

Otra caracterí stica general de esta familia, que no cumplen todos sus integrantes, es su corto 

dominio amino-terminal, y el hecho de que e ste no es crucial para la unio n a ligando, dado 

que su centro ortoste rico se encuentra en una cavidad formada por los propios dominios 

transmembrana. 

Familia de la secretina (Clase B1): como su propio nombre indica, en esta familia se incluyen 

los receptores de estructura y secuencia similar a la del receptor de secretina, así  como de 

glucago n. Sus miembros se caracterizan por presentar un dominio amino-terminal 

relativamente largo, de unos 100 aminoa cidos, que contiene regiones conservadas ricas en 

cisteí nas. En esta familia el extremo amino-terminal es un elemento crucial para la unio n de 

ligando. Gran parte de sus integrantes se caracterizan por unir ligandos peptí dicos, que 

cumplen, habitualmente, con funciones paracrinas a nivel tisular. 

Familia de metabotro picos de glutamato (Clase C): en esta familia se agrupan los receptores 

metabotro picos de glutamato (1-8) y los de similar estructura, como son los receptores 

GABAB. Se caracterizan por un extremo amino-terminal muy extenso, que presenta dos 

lo bulos diferenciados separados por una cavidad a la que se une el ligando. 

Familia de adhesio n (Clase B2): en esta se incluyen receptores con largos extremos amino-

terminal que presentan dominios de unio n al factor de crecimiento epide rmico (EGF). Así  

mismo, presentan en su dominio N-term gran nu mero de residuos serina y treonina 

susceptibles a O- y N-glicosilacio n, y dominios descritos en otras proteí nas como son las 

cadherinas, la lectina o la integrina. (Vizurraga et al., 2020) 

Familia Frizzled/Smoothened (Clase E-F): es una familia con pocos receptores descritos 

hasta la fecha, cerca de una decena en humanos, que se caracterizan por unir ligandos 

derivados de la familia wingless/integrated (WNT) o por la accio n derivada de las proteí nas 

de la familia Hedgehog. 

 

Figura 1. Representacio n esquema tica de la estructura del receptor cannabinoide de tipo 2 (CB2R) 

de la clase A de receptores acoplados a proteí na G (GPCR). [Abreviaturas en figura: dominio amino-
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terminal (N-term), bucles extracelular (BE), dominio transmembrana (TM), dominio carboxilo-

terminal (C-term), bucles intracelular (BI)] 

 

1.1.2. Transducción de señal a través de GPCR 
El proceso de transduccio n de sen al consiste en la activacio n de mu ltiples cascadas de 

sen alizacio n intracelular encargadas de modular la respuesta celular a un estí mulo externo. 

Los receptores acoplados a proteí na G presentan una ple tora de agonistas y sen ales que son 

capaces de transducir al interior de la ce lula. Se han descrito GPCR capaces de unir, entre 

otros, compuestos lipí dicos, aminas, nucleo tidos, iones e incluso fotones o mole culas 

odorantes.  

Los cambios conformacionales que derivan de la unio n de ligando (agonista) endo geno, y 

por tanto que estabilizan lo que se conoce como la forma activa del receptor, han sido 

estudiados con profundidad. Actualmente se han descrito 988 estructuras distintas, siendo 

gran parte de estas de receptores pertenecientes a receptores de clase A. Los estudios 

llevados a cabo basados en las diferencias entre la forma activa, o en complejo con el ligando, 
y la forma inactiva, o libre de ligando, permiten dilucidar los cambios conformacionales que 

ocurren para el acoplamiento de la proteí na G, y, por tanto, para la transduccio n de sen al por 

parte del receptor (D. Zhang et al., 2015). Dentro de la diversidad observada, los cambios 

ma s destacados por su recurrencia son: la rotacio n del extremo intracelular del TM6 a una 

posicio n externa; la cual es seguida de una rotacio n externa del extremo del TM5 y el (D. 

Zhang et al., 2015) reposicionamiento hacia el interior del extremo del TM7 (Latorraca et 

al., 2017). Estos cambios conformacionales ocasionara n la aparicio n de una cavidad en la 

parte citoso lica del receptor que permite el acoplamiento de la proteí na G correspondiente. 

Por tanto, la unio n de ligando conlleva un cambio conformacional mucho ma s abrupto en la 

parte intracelular del receptor, en comparacio n a la parte extracelular, donde se aprecia una 

sutil contraccio n del centro de unio n al ligando (Hilger, 2021). 

En resumen, el primer paso el proceso de transduccio n de sen al consiste en la activacio n del 

receptor por parte la unio n de un ligando, el cual estabilizara  la conformacio n activa del 

receptor para su acoplamiento con la proteí na G heterotrime rica. 

Existen, dependiendo de su actividad, dos tipos de proteí nas G descritas: las GTPasas 

pequen as (S. Song et al., 2019), que actu an en forma monome rica, con actividad hidrolasa, 

ampliamente representadas por la superfamilia Ras. Y las proteí nas G heterotrime ricas, que 

necesitan la formacio n del complejo para realizar su funcio n, siendo capaces de acoplarse a 

los GPCR. Estas u ltimas esta n constituidas por tres subunidades: α (Gα), β (Gβ) y γ (Gγ). Las 

proteí nas G heterotrime ricas se clasifican en funcio n de la similitud en las secuencias de sus 

subunidades Gα, así  como de las ví as que desencadenan con su activacio n. Las mejor 

descritas se clasifican en 4 familias (Figura 2):  

Gαs con capacidad estimuladora de la enzima adenilato ciclasa (AC), encargada de la 

transformacio n del adenosí n trifosfato (β) en adenosí n monofosfato cí clico (AMPc), segundo 

mensajero que promueve la accio n de la proteí na quinasa A (PKA).  

Gαi con funcio n inhibidora de la AC, y con accio n opuesta a la Gαs, disminuye los niveles de 

AMPc intracelular (Villaseca et al., 2022).  

Gαq/11 con funcio n activadora de la fosfolipasa C (PLC), enzima encargada de catalizar la 

hidro lisis del fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) para la obtencio n del inositol trifosfato (IP3) 
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y el diacilglicerol (DAG), segundos mensajeros claves en la regulacio n de la salida de calcio 

del retí culo endoplasma tico, entre otras funciones de sen alizacio n celular.  

Gα12/13 con funcio n estimuladora de integrantes de la familia de las GTPasas Rho. Destacando 

la GTPasa Rho A, la cual regula gran nu mero de procesos intracelulares (Suzuki et al., 2009).  

El acoplamiento de la proteí na G heterotrime rica al receptor se da cuando esta se halla en 

forma inactiva, es decir, unida al nucleo sido difosfato GDP. El complejo formado entre el 

receptor y la proteí na G confiere a este primero la funcio n de proteí na intercambiadora de 

guanina promoviendo así  el intercambio de GDP por GTP en la subunidad Gα de la proteí na 

G heterotrime rica. Este intercambio sera  el que cause la disociacio n del heterotrí mero para 

que las subunidades resultantes puedan mediar diferentes cascadas de sen alizacio n. Las 

acciones derivadas de la actividad de la subunidad Gα han sido previamente explicadas. 
Finalmente, la proteí na G volvera  a su estado inactivo en el momento en que se hidrolice la 

GTP mediante la funcio n GTPasa de la subunidad Gα. Permitiendo el reensamblaje del 

heterotrí mero y la posibilidad de acoplarse a otro receptor. 

Por lo que respecta al complejo Gβγ, al no presentar actividad catalí tica, basan su accio n en 

interacciones proteí na-proteí na (Smrcka, 2008). Entre otras, las ví as de sen alizacio n 

dependientes de Gβγ son la activacio n de proteí na-quinasa activada por mito genos (MAPK) 

(Naor, 2009), o la activacio n de ví as de sen alizacio n dependientes de quinasas del extremo 

N-term de c-Jun (JNK) o p38.  

Se conocen diversas cascadas dependientes de Gβγ que resultan en la activacio n de las MAPK 

(S. M. Khan et al., 2013), pero cabe destacar la ví a del reclutamiento de quinasas de 

receptores acoplados a proteí na G (GRK). La accio n de las GRK sobre el receptor favorece el 

reclutamiento de β-arrestinas, proteí nas de andamiaje que actuaran como adaptadores para 

la accio n de la familia de tirosina-quinasas Src (Gurevich & Gurevich, 2019). La accio n de las 

β-arrestinas no es exclusiva en la transduccio n de sen al de los GPCR, sino que tambie n juega 

un papel crucial en el proceso de desensibilizacio n.  
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Figura 2. Sen alizacio n dependiente de la activacio n de GPCR y diversidad de ligandos ortoste ricos y 

aloste ricos. [Abreviaturas en figura: Modulador aloste rico negativo (NAM), Modulador aloste rico 

positivo (PAM), Quinasas de receptores acoplados a proteí na (GRK), Proteí na quinasa A (PKA), 

Adenosí n monofosfato cí clico (AMPc), Fosfolipasa C (PLC), Catio n calcio (Ca2+)] 

Para dar lugar a la terminacio n de la sen alizacio n mediada por el receptor, evitando un 

disparo continuo de informacio n que pueda comprometer la homeostasis celular, se inicia 

la desensibilizacio n del receptor (Gainetdinov et al., 2004). Esta puede darse principalmente 

de dos maneras: regulando la cantidad de receptores a nivel de membrana plasma tica o 

modificando la eficiencia de dichos receptores para unir a su ligando. En el primer caso, el 

mecanismo principal es mediante la internalizacio n del receptor. Resultando en posibles 

modificaciones posteriores para su degradacio n en lisosomas, o bien su reciclaje para su 

subsiguiente translocacio n a la superficie membranal (resensibilizacio n). En ambos casos, 

la internalizacio n sera  posterior a la activacio n del receptor. Tambie n se han descrito casos 

en que los receptores no activados pueden ser internalizados para su posterior reciclaje. En 

el segundo caso, entre los mecanismos propuestos destacan las interacciones aloste ricas, 

las cuales se basan en mole culas con la capacidad de modificar indirectamente el efecto de 

un agonista al unirse al receptor (Shen et al., 2023). 

Si bien la visio n cla sica defiende una dicotomí a conformacional de los GPCR representada 

por un estado activo, un estado donde el receptor se encuentra unido a ligando, y un estado 

inactivo. Se conocen mu ltiples estados conformacionales intermedios funcionalmente 

relevantes. Los GPCR son sistemas dina micos, lo que resulta en una compleja regulacio n de 

multitud de funciones diversas. 
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1.1.3. Selectividad funcional 
Farmacolo gicamente, el centro activo u ortoste rico de un receptor es el lugar en el que el 

ligando endo geno es reconocido por el receptor. Así  mismo, existen otros lugares de unio n, 

conocidos como centros aloste ricos, los cuales pueden unir mole culas capaces de modificar 

la afinidad o la eficacia con la que se unen los ligandos al centro ortoste rico (Chan et al., 

2019).  

En funcio n de la eficacia ejercida por la unio n del ligando al receptor, podemos identificar 

diferentes tipos de ligandos: 

Los agonistas son aquellas mole culas que al unirse al centro ortoste rico son capaces de 

activar el receptor. Si la eficacia del agonista desencadena una respuesta ma xima del 

receptor, este sera  descrito como agonista total. Mientras que, si la activacio n resulta en un 

efecto menor a la del agonista total au n en concentraciones saturantes, se trata de un 

agonista parcial. Un antagonista, así , sera  el ligando que se une al centro ortoste rico del 

receptor bloqueando la entrada de un agonista, y evitando así , la accio n derivada de su 

unio n. 

Gran nu mero de receptores presentan una actividad basal o constitutiva, la cual se 

caracteriza por ser independiente de ligando. (Seifert & Wenzel-Seifert, 2002). Un agonista 

inverso es aquel que, al unirse, es capaz de bloquear esta actividad. 

Hace de cadas se introdujo el te rmino de agonismo sesgado o biased agonism, que en la 

actualidad esta  tomando gran relevancia en el a mbito del disen o de medicamentos 

(Kenakin, 1995). Este concepto se basa en la capacidad de ciertos agonistas para activar un 

subconjunto de cascadas de sen alizacio n asociadas al receptor en cuestio n de manera 

selectiva, es decir, activar unas ví as en detrimento de otras. Propiedad con gran potencial 

farmace utico, ya que puede suponer un aumento en la eficacia de los medicamentos, e 

incluso una disminucio n en los efectos adversos. (Gundry et al., 2017).  

Como se ha introducido anteriormente, las mole culas capaces de unirse a los centros 

aloste ricos no son capaces de activar per se la actividad del receptor, pero sí  de modificar la 

actividad ejercida por la unio n del ligando al centro ortoste rico. Por lo que, a estas mole culas 

se las denomina moduladores aloste ricos, los cuales pueden ser positivos (PAM) o negativos 

(NAM), en funcio n de si su regulacio n favorece o no la transduccio n derivada de la activacio n 

del receptor (Lane et al., 2013).  

 

1.1.4. Oligomerización de receptores 
Las interacciones proteí na-proteí na suponen la base de un amplio abanico de procesos 

biolo gicos como son el ciclo celular, el desarrollo o la comunicacio n ce lula-ce lula. En la 

de cada de los 90, se planteo  por primera vez la interaccio n entre GPCR descrita por los 

estudios de R. Lefkowitz do nde se observo  una cooperatividad negativa entre receptores β-

adrene rgicos (β-AR) (Limbird, Meyts, & Lefkowitz, 1975). Estos estudios iniciaron una 

corriente en el estudio de los GPCR que conllevo  a la demostracio n de la formacio n de 

oligo meros formados por ma s de un receptor (Rao et al., 2014). Cuando los complejos son 

constituidos por receptores iguales se denominan homo meros; mientras que, si son 

constituidos por receptores distintos, se denominan hetero meros (Figura 3). Aunque la 

mayorí a de los oligo meros descritos constituidos por GPCR son dí meros, tambie n se ha 

demostrado la existencia de formaciones de orden superior, como son los trí meros o 

tetra meros. Este concepto de oligomerizacio n tambie n supone un cambio en el pensamiento 

cla sico de que la estequiometrí a del complejo receptor: proteí na G acoplada corresponde a 
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1:1. Estudios recientes proponen una relacio n 2:1, basada en las caracterí sticas funcionales 

de los estudiados oligo meros.  

Así  mismo, se ha descrito que la oligomerizacio n ofrece nuevas propiedades a los receptores 

que constituyen el complejo; puede afectar la ontogenia e internalizacio n, sus caracterí sticas 

farmacolo gicas o incluso el proceso de transduccio n de sen al. Otorgando así , a los receptores 

acoplados a proteí na G, un potencial farmacolo gico an adido, a su vez, que un aumento en la 

complejidad de su regulacio n. Así , la definicio n de hetero mero es: complejo macromolecular 

compuesto por al menos dos unidades -funcionales- o proto meros con propiedades 

bioquí micas demostrablemente diferentes a la de sus componentes por separado. Por lo que 

no se consideran hetero meros, complejos formados por ma s de un receptor, si no son 

capaces de presentar una actividad independiente. Un ejemplo, serí a el complejo que 

constituyen los receptores GABAB1 y GABAB2, los cuales necesitan de su oligomerizacio n para 

ser funcionales, por tanto, se consideran un complejo proteico.  

Gran parte de la comunidad cientí fica postula la interaccio n entre varios GPCR como un tipo 

de regulacio n aloste rica, en la cual se considera que uno de los receptores que conforman el 

complejo actu a como modulador aloste rico de uno o varios de los receptores asociados. Esta 

actividad aloste rica entre receptores puede resultar en una cooperatividad positiva o 

negativa, entendiendo que la unio n del ligando a un receptor es capaz de modular la accio n 

del otro u otros receptores, modificando su unio n a ligando y/o acoplamiento a proteí na G 

(Navarro et al., 2016).  

Figura 3. Oligomerizacio n de receptores. 

 

1.1.4.1 Implicaciones de la heteromerización de GPCR 
La oligomerizacio n de receptores da lugar a un conjunto de nuevas dianas terape uticas con 

relevante potencial, debido a que los nuevos complejos presentan caracterí sticas distintas a 

las de sus componentes por separado, mostrando diferencias significativas a nivel de 

sen alizacio n, sensibilidad y/o afinidad por los ligandos correspondientes. Por lo que en el 

campo del desarrollo farmace utico se abre una nueva ventana en la investigacio n de la 

diversidad farmacolo gica an adida, especialmente, por parte de los hetero meros de 

receptores acoplados a proteí na G. Una de las grandes herramientas en el estudio de la 

dimerizacio n, por ejemplo, son los ligandos bivalentes (Hu bner et al., 2016). Estos ligandos 

esta n constituidos por dos farmaco foros unidos por un linker -o cadena de enlace- que son 

capaces de unirse a ambos centros ortoste ricos de los dos proto meros de un dí mero, ya sea 

homo- o heterodí mero. Así  resultan de gran utilidad para el conocimiento de las funciones 

caracterí sticas de ciertos oligo meros especí ficos, mejorando la selectividad de algunos 

fa rmacos. Aunque presentan limitaciones, como es la incapacidad de gran nu mero de estos 

compuestos para atravesar la barrera hematoencefa lica (Shonberg et al., 2011).  
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Para que una proteí na se exprese a nivel de membrana plasma tica, esta debe hallarse 

correctamente plegadas para evitar su retencio n en el retí culo endoplasma tico. A parte del 

correcto plegamiento de los GPCR, tambie n se ha demostrado como la oligomerizacio n 

puede dar lugar a un enmascaramiento de las sen ales especí ficas de retencio n en retí culo, 

promoviendo la expresio n en membrana (Ferre  & Franco, 2010). Aunque se ha demostrado 

la presencia de complejos de GPCR a nivel del retí culo endopla smico mediante te cnicas de 

transferencia de energí a; como son la transferencia de energí a resonante fluorescente y 

bioluminiscente (FRET y BRET), no se conoce el proceso por el cual los proto meros son 

capaces de reconocerse para su interaccio n especí fica. Del mismo modo en que no se ha 

descrito si tras el tra fico a membrana plasma tica, los oligo meros son capaces de escindirse, 

dando lugar a un equilibrio dina mico entre las formas protome ricas y formadoras de homo- 

o hetero-oligo meros. Este concepto de dinamismo de receptores respalda las mu ltiples 

aproximaciones experimentales que defienden la formacio n de diferentes hetero meros en 

funcio n de la concentracio n de ligando, sin descartar la oligomerizacio n independiente de 

e ste. 

La activacio n del receptor y el acoplamiento a proteí na G son otras de las caracterí sticas 

ba sicas que se pueden ver afectadas por la oligomerizacio n, y que despiertan mayor intere s 

a nivel fisiopatolo gico. Se han descrito diversos hetero meros en los que se observa que ante 

la coactivacio n de los diferentes proto meros por partes de sus agonistas se da un efecto 

mayor al obtenido ante la activacio n independiente de estos, feno meno denominado 

crosstalk positivo. Otros en los que se ha descrito un crosstalk negativo -cuando la presencia 

de uno de los agonistas especí ficos de uno de los componentes es capaz de bloquear la 

accio n derivada del agonista del otro u otros proto meros-. Otros feno menos descritos son la 

transactivacio n y el crossantagonismo. Cuando el agonista especí fico de uno de los 
receptores es capaz de activar la funcio n de otro receptor, au n en ausencia de su agonista 

especifico, se trata de una transactivacio n. Cuando el antagonista de uno de los receptores 

es capaz de bloquear la actividad derivada por la activacio n de otro receptor, se trata de 

crossantagonismo.   

Dado que la activacio n de los receptores conlleva un cambio conformacional, cabe destacar 

la importancia de la disposicio n espacial del complejo heterome rico y la estequiometrí a 

relativa a la unio n a proteí na G. En el caso de un hetero mero formado por dos GPCR, la visio n 

cla sica esperarí a una relacio n 1:1 y por lo tanto la presencia de dos proteí nas G, posibilidad 

que, mediante estudios basados en la estructura del receptor, se sugiere es no posible en 

GPCR de clase A (Gusach et al., 2023; Mao et al., 2020). Aunque esta estequiometria se ha 

descrito recientemente en un receptor de clase D (Velazhahan et al., 2021). Mediante 

estudios diversos en hetero meros de receptores que cano nicamente acoplan distintos tipos 

de proteí na G, se han observado relaciones 4:2 en las que dos dí meros son capaces de 

oligomerizar albergando dos tipos distintos de proteí na G, las cuales se ven activadas en 

funcio n de la concentracio n de agonista.  Caracterí stica que puede suponer en cambios 

funcionales relevantes en funcio n del contexto en el que se encuentre el hetero mero (Rafael 

Franco et al., 2018).  

Otra implicacio n fisiolo gica de la oligomerizacio n de GPCR se encuentra en la internalizacio n 

del receptor dependiente de ligando. Se ha descrito que, tras la activacio n de uno de los 

proto meros del complejo, se puede producir la internalizacio n del oligo mero completo 

(Lavoie et al., 2002; Treppiedi et al., 2022). Así  mismo, receptores que presentan una 

internalizacio n fisiolo gica reducida, pueden actuar, al formar parte de un oligo mero, como 

reguladores negativos de la internalizacio n de los receptores con los que interaccionan. Este 
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cambio en el comportamiento de los receptores puede suponer una mejora en la 

farmacocine tica de un compuesto. 

Sin duda, el conocimiento sobre la formacio n de oligo meros de GPCR viene ligado al avance 

en las te cnicas experimentales (I. Gomes et al., 2016): 

Las te cnicas de transferencia de energí a resonante fluorescente (FRET) o bioluminiscente 

(BRET), se utilizan principalmente en sistema hetero logos de expresio n para demostrar la 

interaccio n entre dos proteí nas. Estos ensayos se basan en el uso de proteí nas de fusio n 

constituidas por las proteí nas de estudio unidas a mole culas fluorescentes -o 

bioluminiscentes-. En el caso del BRET, la proteí na que actu a como donante de energí a se 

halla fusionada a la enzima renilla luciferasa (Rluc), y la proteí na que actu a como aceptora, 

se encuentra fusionada a un fluorocromo, como puede ser la proteí na amarilla fluorescente 
(YFP). En el caso de que las proteí nas de intere s se encuentren a una distancia inferior a 10 

nm, en presencia del sustrato de la Rluc, coelenteracina H, se producira  la transferencia de 

energí a, confirmando una interaccio n fí sica entre ambas. En el caso del FRET, las mole culas 

donante y aceptora son dos fluorocromos con el espectro de emisio n de la proteí na donante 

con el mayor solapamiento posible con el espectro de excitacio n de la proteí na aceptora.  

La complementacio n de fluorescencia bimolecular (BiFC) es una te cnica que se basa en la 

fusio n de dos proteí nas de intere s a dos hemiproteí nas no fluorescentes de la YFP. Si los 

receptores de estudio se hallan a menos de 6 nm, y por lo tanto se encuentran 

interaccionando fí sicamente, se dara  lugar la reconstitucio n de la proteí na YFP que emitira  

fluorescencia a 530 nm. La combinacio n de esta te cnica con otras como las de transferencia 

de energí a resonante resultan en una herramienta u til para el estudio de complejos de orden 

superior.  

Para detectar la formacio n de hetero meros en sistemas ma s fisiolo gicos, es decir, en cultivos 

primarios o en secciones de tejido, se han desarrollado el ensayo de ligacio n por proximidad, 

que permiten identificar la interaccio n entre proteí nas a nivel tisular. Esta te cnica depende 

del marcaje especí fico de las proteí nas de intere s mediante anticuerpos primarios 

especí ficos. A estos, se les unira n anticuerpos secundarios conjugados con sondas 

complementarias de oligonucleo tidos. Si la distancia entre proteí nas es inferior a 30nm, tras 

un proceso de ligacio n y una amplificacio n usando polimerasa y oligonucleo tidos marcados 

con fluorescencia, se podra  detectar el oligo mero como un punto fluorescente mediante 

microscopí a confocal.  

 

1.1.4.2. Ejemplos de heterómeros ordenados cronológicamente 
Los primeros indicios de la posible formacio n de oligo meros por parte de receptores 

acoplados a proteí na G se asocian a los estudios de R. Lefkowitz, en 1975, como se ha 

mencionado previamente, al describir una cooperatividad negativa entre receptores β-

adrene rgicos (Limbird et al., 1975). Poco despue s, en 1978, el grupo de A. M. Watanabe 

observo  como la metacolina, agonista no selectivo del receptor coline rgico muscarí nico, era 

capaz de recuperar la afinidad por el agonista isoproterenol al receptor β2-adrene rgico (β2-

AR) en presencia de GTP (Watanabe et al., 1978). Estos datos, entre otros, llevaron al 

planteamiento en el campo de los GPCR de una posible interaccio n receptor-receptor. A 

partir de ese momento, la comunidad cientí fica mostro  cada vez ma s intere s en el estudio 

de la formacio n de oligo meros de GPCR, homo- y hetero meros. Por otro lado, el estudio 

farmacolo gico de ciertos compuestos, mostrando curvas de unio n a ligando complejas, 
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tambie n incitaban al planteamiento de complejos de receptores de o rdenes superiores, no 

detenie ndose en la dimerizacio n. 

Las primeras aproximaciones experimentales, se basan en ensayos de saturacio n usando 

radio-ligandos con el objetivo de determinar el peso molecular de los componentes 

proteicos presentes en un complejo, te cnicas que permitieron determinar que, entre otros, 

el β2-AR, los receptores opioides, los receptores muscarí nicos o el receptor de dopamina D1 

eran capaces de formar homodí meros (Hebert et al., 1996). Mu ltiples te cnicas han surgido 

durante las u ltimas de cadas, enfocadas en el estudio de estas interacciones receptor-

receptor, entre ellas el BRET, el FRET o la co-inmunoprecipitacio n. 

Los GPCR presentan un amplio abanico de funciones a nivel del sistema nervioso central 

(SNC), el cual abarca, entre otros, procesos de control motor, cognicio n, memoria o propios 
del sistema de recompensa (Agnati et al., 2003). En consecuencia, gran potencial terape utico 

de la oligomerizacio n de estos receptores se enfoca en enfermedades neuropsiquia tricas 

como la enfermedad de Parkinson (EP), la esquizofrenia, la adiccio n o la enfermedad de 

Alzheimer. En la actualidad, se han descritos mu ltiples homo meros y hetero meros con 

implicaciones en estos trastornos (Albizu et al., 2010).  

Los receptores de adenosina 1 (A1R) y 2A (A2AR) así  como los de dopamina 1 (D1R) y 2 (D2R) 

son una de las dianas ma s comunes entre los estimulantes y los antipsico ticos. En la de cada 

de los 90 fue descrita la capacidad de los receptores A1, D1 y D2 para formar homodí meros 

(F Ciruela et al., 1995; Ng et al., 1994; Zawarynski et al., 1998). Teniendo esto en cuenta y la 

colocalizacio n de estos a nivel tisular, se planteo  la posibilidad de la heteromerizacio n entre 

estos receptores.  

El primer hetero mero descrito entre los sistemas de adenosina-dopamina, tambie n resulto  

ser el primer oligo mero formado por dos neurotransmisores/neuromoduladores 

diferentes, y fue el complejo A1R-D1R (Gine s et al., 2000). Este hetero mero presenta gran 

potencial en el tratamiento de la adiccio n.  Brevemente, se ha reportado que la cocaí na, 

compuesto alcaloide con fuerte accio n estimulante del SNC, es capaz de unirse al complejo 

A1R-D1R, bloqueando la interaccio n entre ambos proto meros en el nu cleo accumbens de rata 

(Schwienbacher et al., 2002). En estudios experimentales se ha observado como la accio n 

de agonistas de A1R es capaz de modificar el estado de afinidad de D1R por sus ligandos. Por 

otro lado, la accio n dependiente de proteí na Gαs inducida por la activacio n del D1R se ve 

potenciada en presencia de antagonistas de A1R (Rivera-Oliver et al., 2019).  

Otro hetero mero entre los sistemas de adenosina y dopamina, la existencia del cual fue 

confirmada con te cnicas de co-inmunoprecipitacio n y transferencia de energí a resonante es 

el complejo A2AR-D2R. Este hetero mero resulta de gran intere s en el estudio de la 

enfermedad de Parkinson, debido a la potenciacio n de la sen alizacio n mediada por D2R 

cuando A2AR se encuentra bloqueado. Antagonistas del A2AR han demostrado actividad anti-

parkinsoniana. Un ejemplo es la istradefilina, antagonista especí fico de A2AR aceptado como 

co-tratamiento en pacientes de EP, aprobado por la FDA en 2019, bajo el nombre comercial 

de Nourianz®. 

La dopamina es un neurotransmisor catecolamine rgico crucial del SNC con funciones sobre 

el control motor y las ví as de recompensa y reforzamiento cognitivo. Entre los receptores de 

dopamina, tambie n se ha demostrado la oligomerizacio n entre diferentes miembros de la 

misma familia. El hetero mero D2R-D3R, presente en terminales sina pticos y proyecciones 

postsina pticas de neuronas dopamine rgicas del globo pa lido, resulta de intere s como diana 

terape utica para la EP (Bonoet al., 2020). Por otro lado, el hetero mero D1R-D2R, es un claro 
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ejemplo de las diferencias a nivel funcional otorgadas por la oligomerizacio n. Mientras los 

homodí meros de D1R y D2R acoplan las proteí nas heterotrime ricas Gαs y Gαi, 

respectivamente. La transduccio n de sen al asociada al hetero mero D1R-D2R depende de su 

acoplamiento a la proteí na Gαq/11. Existen otros hetero meros compuestos por receptores de 

dopamina que han sido descritos a lo largo de las u ltimas de cadas en tejido cerebral, como 

es el caso del hetero mero D1R-D3R en estriado. 

Por lo que respecta a los receptores de adenosina, la demostracio n de la formacio n del 

hetero mero A1R-A2AR fue el primer paso para una extensa investigacio n de la interaccio n 

entre los miembros de esta familia de receptores. El caso ma s estudiado, sin embargo, es el 

del complejo A1R-A2AR. A nivel estructural, se ha descrito su conformacio n tetrame rica, 

constituida por un homodí mero de A1R y un homodí mero de A2AR, capaz de acoplar dos 

proteí nas G heterotrime ricas distintas, Gαs y Gαi. Mediante aproximaciones experimentales, 

se ha demostrado que este complejo es capaz de sen alizar de manera distinta en funcio n de 

la concentracio n de adenosina, actuando como un “sensor” a nivel tisular. Así  como, su 

capacidad para regular, de manera dosis-dependiente, la recaptacio n del neurotransmisor 

a cido γ-aminobutí rico (GABA) en astrocitos. Otros hetero meros descritos de receptores de 

adenosina incluyen: A2AR-A3R y A1R-A3R. 

La complejidad de la regulacio n de los procesos fisiopatolo gicos de los trastornos que 

afectan al SNC no se limita a las mole culas de adenosina y dopamina, otros 

neurotransmisores como la serotonina o el glutamato juegan tambie n un rol esencial. En el 

caso de los receptores de serotonina (5-HTR), han sido descritos varios hetero meros. Entre 

ellos la interaccio n entre el receptor de serotonina 1A (5-HT1AR) y el receptor de 

cannabinoides 2 (CB2R); o el hetero mero entre 5-HT2AR y el receptor metabotro pico de 

glutamato de tipo 2 (mGluR2). Este u ltimo, presenta un potencial importante como diana de 

compuestos antipsico ticos para el tratamiento de la esquizofrenia, ya que agonistas de 

mGluR2 inhiben la accio n alucino gena derivada de la accio n dependiente de 5-HT2AR 

mediante la formacio n del complejo 5-HT2AR-mGluR2. Otro receptor de glutamato, el 

mGLuR5 ha sido descrito como parte de un complejo de orden superior formado por los 

receptores D2R,  A2AR y mGLuR5 (Cabello et al., 2009). En este caso, se ha observado que el 

uso de antagonistas de mGluR5, así  como de A2AR, reduce la catalepsia inducida por el 

haloperidol, antipsico tico de primera generacio n de uso habitual en pacientes 

esquizofre nicos, antagonista de D2R (Romero-Fernandez et al., 2022).  

Otro hetero mero de orden superior que se propone como posible diana terape utica en la 

esquizofrenia, aunque au n no se ha podido dilucidar su funcionalidad como complejo, es el 

conformado por A2AR, D2R y el receptor de cannabinoides 1 (CB1R). De hecho, en muestras 

post mortem de cerebros de pacientes esquizofre nicos se hallan alterados los tres 

componentes de este heterotrí mero. 

Así  pues, la oligomerizacio n de receptores acoplados a proteí na G an ade un nuevo nivel a la 

complejidad intrí nseca de los procesos fisiolo gicos, y permite el avance en el entendimiento 

y por tanto en el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento de mu ltiples 

trastornos y afectaciones. 

 

1.2. Sistema adenosinérgico 
La adenosina es un nucleo sido formado por una mole cula de adenina y una ribofuranosa 

que es sintetizado por todas las ce lulas del organismo. Este nucleo sido, así  como sus 
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derivados, presentan un rol crucial en el metabolismo y consumo energe tico de los o rganos 

y los tejidos, y participan activamente en diversos procesos fisiolo gicos.  

Principalmente la produccio n de adenosina a nivel intra- y extracelular se regula mediante 

el equilibrio ATP/Adenosina (Figura 4). A nivel intracelular, la accio n de la enzima 5-

nucleotidasa (5’-NT) sera  capaz de catalizar la conversio n del AMP, producto del consumo 

de ATP, a adenosina. Aunque han sido descritas otras ví as, como la hidrolisis de la S-

adenosil-L-homocisteí na que da lugar a adenosina y homocisteí na. A nivel extracelular, la 

adenosina puede proceder del interior celular, mediante la actividad de transportadores; o  

ser sintetizada por la conversio n del ATP presente en el espacio intersticial en AMP y 

adenosina mediante la accio n de las enzimas ecto-nucleo sido-trifosfato disfosfohidrolasa 

CD39 y la 5’-nucleotidasa CD73, respectivamente (Borea et al., 2018; DeNinno, 1998). 

A nivel del SNC podemos afirmar que la adenosina es un neurotransmisor, así  como un 

neuromodulador. Su produccio n, y la de sus derivados, ha sido descrita a nivel de sinapsis, 

do nde actu a como un autocoide capaz de ejercer sus funciones mediante la unio n a dos tipos 

de receptores: los P1 y los P2. Aunque la adenosina se considera funcionalmente como un 

neurotransmisor, presenta ciertas caracterí sticas que la alejan de otros neurotransmisores 

como la dopamina o el glutamato. Hay que destacar que el transporte de la adenosina a nivel 

sina ptico no se da mediante vesí culas y que su recaptacio n se da de manera relativamente 

lenta, ejerciendo, así , un efecto ma s prolongado. Extracelularmente, la adenosina puede ser 

metabolizada mediante enzimas como la adenosina-desaminasa (ADA), dando lugar al 

nucleo sido inosina, intermediario de la sí ntesis de a cidos nucleicos y de la degradacio n de 

purinas. A nivel de sinapsis, tambie n se ha descrito la captacio n de adenosina por parte de 

astrocitos, los cuales son capaces de reciclar el nucleo sido formando AMP, mediante la 

accio n de la adenosina-quinasa (ADK), que se expresa principalmente en este tipo celular.  

Figura 4. Sí ntesis de adenosina y receptores de membrana. [Abreviaturas en figura: Inosina (INO), 

Adenosina-desaminasa (ADA), Adenosina (ADO), Adenosí n monofosfato (AMP), Adenosí n trifosfato 

(ATP), Receptores de adenosina (AR), 5-nucleotidasa (5’-NT), Adenosí n difosfato (ADP), Adenosina-

quinasa (ADK)] 
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Tradicionalmente, la adenosina se ha considerado como un inhibidor de la actividad 

neuronal, teniendo en cuenta su funcio n en el control del ciclo suen o-vigilia; así  como un 

regulador del flujo sanguí neo en el ence falo. Tambie n se han descrito mu ltiples funciones 

de la adenosina relacionadas con la respuesta al dan o tisular (Jacobson & Gao, 2009). Ante 

una lesio n, el desbalance oxige nico dispara la formacio n de adenosina, la cual puede actuar 

disminuyendo la demanda energe tica tisular y regulando el sistema inmune, mostrando un 

potencial en el tratamiento de deso rdenes neuroinflamatorios (S. T. Lee & Venton, 2018).  

El cerebro en reposo presenta una concentracio n de adenosina intersticial cercana a 20 nM, 

mientras que, en condiciones de lesio n o estre s tisular esta puede incrementar hasta los 100 

µM (Ganesana & Venton, 2018). Se han asociado mu ltiples mecanismos a este aumento. Por 

un lado, la lisis celular, con la subsecuente liberacio n de ATP al espacio intercelular, y su 

cata lisis ví a ectonucleotidasas. Por otro lado, se ha descrito una posible relacio n entre el 

incremente de los niveles de adenosina y la respuesta orga nica a la situacio n lesiva. En el 

caso de crisis o focos isque micos, la necesidad debida a la demanda energe tica o la falta de 

metabolitos implica un aumento del gasto de ATP y, por lo tanto, un aumento de adenosina 

en el espacio extracelular. 

Actualmente, a nivel clí nico, el uso de la adenosina se limita al a mbito cardiolo gico. La 

inyeccio n intravenosa de adenosina se considera un medicamento antiarrí tmico, 

habitualmente administrado en pacientes que sufren de taquicardias supraventriculares, 

do nde su funcio n vasodilatadora ayuda a normalizar el ritmo cardí aco (Delacre taz, 2006).  

 

1.2.1. Receptores de adenosina 
La adenosina y sus derivados son capaces de ejercer sus funciones mediante su unio n a los 

receptores purine rgicos P1 y P2 (Figura 4). Concretamente, los nucleo tidos de adenina, 

como son el ATP y el ADP son capaces de activar los receptores P2. Dentro de este subgrupo, 

se diferencian dos tipos de receptores: Los P2X, que son canales io nicos con preferencia por 

la unio n a ATP, y los P2Y, que agrupan receptores acoplados a proteí na G y presentan una 

mayor afinidad por el ADP (Burnstock, 2018). Los receptores P2X requieren de su 

oligomerizacio n para la formacio n del poro del canal, y por tanto para su funcionalidad. 

Polimorfismos descritos de estos receptores se han asociado a diversas enfermedades como 

son la presio n de pulso elevada o la degeneracio n macular relacionada con la edad (Caseley 

et al., 2014). El subgrupo 2PY se encuentra implicado en enfermedades como la EA. Debido 

a que se ha detectado la colocalizacio n de estos receptores con ovillos neurofibrilares  en el 

hipocampo de cerebros post-mortem de pacientes de EA (Moore et al., 2000). 

En esta Tesis doctoral, centraremos nuestro intere s en los receptores P1, que tienen como 

ligando endo geno la adenosina. Estos receptores fueron clonados y caracterizados a 

principios de la de cada de los 90, concretamente, se han descrito 4 tipos de receptores de 

adenosina: A1R, A2AR, A2BR y A3R (Fredholm et al., 2000). Estos receptores forman parte de 

la familia de GPCR de clase A y se diferencian, principalmente, por su afinidad a la adenosina 

y por la proteí na G a la que cano nicamente se acoplan (Figura 5). Los receptores que 

presentan una elevada afinidad por la adenosina son el A1R y el A2AR, mientras que el A2BR 

y el A3R presentan una baja afinidad por el nucleo sido. La expresio n, así  como la afinidad 

diferencial entre estos receptores otorgan a la adenosina un rango de accio n amplio ante 

diferentes estados fisiolo gicos, y, en diferentes tejidos. 
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Figura 5. Receptores de adenosina P1 ordenados por su afinidad por la adenosina. Principales 

proteí nas G a las que se acoplan.  

 

1.2.1.1. Receptor de Adenosina 1 (A1R) 
El receptor de adenosina 1 (A1R) es un receptor constituido por una u nica cadena 

polipeptí dica, que viene codificada por el gen ADORA1 y que se expresa de manera ubicua 

en la mayorí a de tejidos, con una elevada expresio n en el SNC, teste y tejido adiposo, pero 

tambie n en corazo n, rin o n y piel (Sheth et al., 2014). 

El receptor A1, es un GPCR de la clase A capaz de acoplar cano nicamente a la proteí na Gαi, 

inhibiendo así  la accio n de la AC. La desensibilizacio n del receptor se produce por la accio n 

del sistema GRK-arrestinas, activando la fosforilacio n de MAPK. En ciertas regiones del SNC 

tambie n se puede provocar la activacio n de proteí n-fosfatasas y quinasas, como la p38 o las 

JNK. 

El A1R, así  como el A2BR, se expresa en el tejido adiposo blanco en mu ltiples especies. La 

activacio n del A1R en tejido adiposo conlleva efectos anti-lipolí ticos, debido a su inhibicio n 

de la AC que reduce la actividad de lipasas intracelulares (Tozzi & Novak, 2017). Tambie n se 

ha descrito que la activacio n del A1R es capaz de regular la lipoge nesis mediante la captacio n 

de glucosa (Johansson et al., 2008). Puntualizar que en condiciones en las que se da una 

sobreexpresio n del A1R se ha observado una accio n protectora ante la resistencia a insulina, 

la cual tambie n se puede asociar con la elevada captacio n de la glucosa en circulacio n (Don 

et al., 2001).  

En el sistema nervioso central, especialmente a nivel del ence falo, la mayorí a de las 

funciones fisiolo gicas de la adenosina se asocian a la actividad del A1R (Stockwell et al., 

2017). Su expresio n no presenta una limitacio n regional, ya que se extiende a diferentes 

partes del cerebro, así  como se expresa en mu ltiples tipos celulares como son neuronas, 

astroglí a y microglí a (Martí  Navia et al., 2020).  

El A1R, con una afinidad cercana a 70 nM por la adenosina, se considera cla sicamente un 

efector inhibitorio. La adenosina es capaz de modular la neurotransmisio n tanto en el 

contexto presina ptico como postsina ptico. En lo que respecta a la actividad del A1R a nivel 

presina ptico, su activacio n reduce la liberacio n de neurotransmisores al espacio sina ptico 

(Dunwiddie & Haas, 1985; Rebola et al., 2003). En el caso del terminal postsina ptico, su 
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activacio n conlleva la reduccio n de la excitabilidad celular, dando lugar así , a una depresio n 

sina ptica (Thompson et al., 1992). Como ejemplos cabe destacar la modulacio n negativa que 

ejerce A1R sobre el sistema dopamine rgico y el sistema glutamate rgico. Modulacio n 

resultante del bloqueo aloste rico de la sen alizacio n dependiente de D1R al formar 

hetero meros con el A1R en terminales postsina pticos (Ferre , 2010). En hipocampo, do nde 

gran parte de la actividad de la adenosina se da mediante su unio n a A1R, se ha descrito 

como la activacio n de este receptor induce la internalizacio n de receptores ionotro picos de 

glutamato AMPA, an adiendo un nivel extra de complejidad a su modulacio n (Stockwell et al., 

2016).  

Debido a su efecto inhibitorio, tambie n se considera al A1R como un agente neuroprotector. 

En modelos de hipoxia/isquemia, se ha descrito que la depresio n sina ptica glutamate rgica 

causada por la actividad de A1R, previene la excitotoxicidad derivada de la acumulacio n de 

glutamato asociada a estos episodios (Obrietan et al., 1995). A su vez, la disminucio n en la 

excitabilidad neuronal, así  como en el consumo energe tico, se sugiere que mejoran la 

tolerancia celular a la hipoxia (Y. Zhang et al., 2020). En modelos de epilepsia del lo bulo 

temporal, se ha identificado, tambie n, el potencial neuroprotector de A1R, reduciendo, de 

nuevo, el feno meno de excitotoxicidad y la muerte neuronal en hipocampo (Rosim et al., 

2011). 

La funcio n neuroprotectora del A1R no se limita a su accio n sobre la neurotransmisio n(Martí  

Navia et al., 2020). Se ha descrito que el A1R se expresa y tiene un rol especí fico en la 

activacio n de la microglí a. En modelos knock out (KO) para el A1R, de hecho, se ha observado 

un aumento en la activacio n de la microglí a, y tambie n en la neuroinflamacio n asociada al 

desarrollo de glioblastomas (Synowitz et al., 2006). Así  mismo, la expresio n del A1R en 

astrocitos se ha asociado a la reduccio n de su proliferacio n y al aumento en la secrecio n del 

factor de crecimiento neuronal (Sheth et al., 2014). Ma s concretamente, en astrocitos 

incubados con antagonistas de A1R se observo  la abolicio n del efecto neuroprotector del 

resveratrol, fenol natural capaz de proteger a las ce lulas astrogliales de la muerte inducida 

por estre s oxidativo (Bobermin et al., 2019).  

Las implicaciones fisiolo gicas del A1R, pero, no dependen u nicamente de su forma 

homome rica, tambie n participa en diversos hetero meros implicados en varios contextos 

patolo gicos. En procesos isque micos, la presencia del hetero mero A1R-A2AR se ha 

relacionado con el desbalance en la recaptacio n de glutamato (Hou et al., 2020). Este mismo 

complejo se ha definido como un sensor de adenosina a nivel tisular (Navarro, Cordomí , et 

al., 2018). En condiciones fisiolo gicas, la concentracio n de adenosina presente en el tejido 

se unira  preferentemente al A1R, mientras que, en condiciones isque micas, el aumento de 

adenosina permite su unio n tambie n al A2AR, que bloqueara  la activacio n de A1R. En este 

caso, la secrecio n de glutamato aumentarí a, y con ella la excitotoxicidad. Se ha observado 

que el tratamiento con agonistas especí ficos de A1R o antagonistas de A2AR, es capaz de 

revertir esta modulacio n negativa, incrementando la recaptacio n de glutamato. Se ha 

planteado las posibles implicaciones del hetero mero  A1R-A2AR en otras patologí as como en 

la EP, do nde la desregulacio n de receptores moduladores presina pticos, como es el complejo 

A1R-A2AR (Ciruela et al., 2006), induce la excitotoxicidad y promueve la muerte neuronal 

(Ferna ndez-Duen aset al., 2017).  

Otro hetero mero que contienen el A1R, relevante en enfermedades neuropsiquia tricas, es el 

complejo A1R-D1R. De hecho, diversos estudios defienden que parte de la accio n antago nica 

de la adenosina y la dopamina a nivel cerebral viene dada por la formacio n de este 

hetero mero (Franco et al., 2007). Se ha descrito que la activacio n del receptor A1 conlleva 

una pe rdida de la afinidad del receptor D1 por sus agonistas especí ficos. En motoneuronas 
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espinales, se ha descrito que la adenosina, mediante su unio n al complejo, es capaz de 

ejercer una inhibicio n to nica de la excitabilidad neuronal derivada de la accio n de la 

dopamina (Rivera-Oliver et al., 2019). Finalmente, en modelos de EP, se ha observado que el 

tratamiento con antagonistas de A1R presenta el mismo efecto que tratamientos 

estimulantes, activadores de los receptores de dopamina. 

 

1.2.1.2. Receptor de Adenosina 2A (A2AR) 
El receptor de adenosina 2A (A2AR) es uno de los GPCR mejor caracterizados a nivel ato mico, 

dada la existencia de ma s de treinta cristales de su estructura (Carpenter & Lebon, 2017). 

Dentro de los receptores de adenosina, el A2AR presenta una mayor homologí a con el 

receptor de adenosina A2B (A2BR), la cual asciende al 61% en humano (Jones et al., 2017). 

El A2AR se acopla a proteí na Gαs y se expresa de manera ubicua en el organismo, aunque es 

ma s abundante en ce lulas del sistema inmune y en los ganglios basales a nivel de SNC 

(Fredholm et al., 2000). 

El A2AR se acopla a proteí na Gαs, la cual promueve la funcio n de la AC, incrementando así  la 

acumulacio n de AMPc, activando la PKA. Una de las funciones derivadas de la PKA es, 

mediante la proteí na de unio n al elemento de respuesta a AMPc (CREB), regular ví as como 

la fosforilacio n de MAPK de manera dependiente de proteí na G (Koga et al., 2019). Aunque 

el A2AR, presenta cierta resistencia a la desensibilizacio n, puede ser internalizado mediante 

el sistema GRK-arrestina, activando así  la ví a de MAPK de manera independiente a proteí na 

G (Khoa et al., 2006). Una de las principales caracterí sticas que diferencian al A2AR del resto 

de receptores de adenosina es su extremo C-terminal de mayor longitud. Este dominio de 

ma s de 120 aminoa cidos ha sido descrito como crucial para la interaccio n del A2AR con 

mu ltiples proteí nas, así  como para la correcta sen alizacio n intracelular del receptor 

(Navarro et al., 2020).  

La activacio n del A2AR presenta diversos efectos como son la vasodilatacio n, la capacidad de 

promover el suen o y la de modular la respuesta inmune y la inmunosupresio n, siendo 

expresado en los linfocitos T, macro fagos, ce lulas dendrí ticas, microglí a y astrocitos (Ohta & 

Sitkovsky, 2009). La activacio n del A2AR induce la acumulacio n de AMPc, que genera un 

descenso en la produccio n de citoquinas proinflamatorias en ce lulas dendrí ticas, 

imprescindible para la actividad supresora de los linfocitos T reguladores (Treg)(Raker et 

al., 2016). Por lo que, a nivel terape utico, se plantea el potencial uso de antagonistas 

especí ficos de A2AR para extender la funcio n inmune y mejorar la respuesta ante una lesio n.  

Se sugiere que la funcio n inmunosupresora del A2AR forma parte de una respuesta siste mica 

ante un ataque al propio tejido, modulando la posible exacerbacio n de la respuesta inmune 

que puede resultar lesiva. Es decir, una compensacio n del dan o colateral derivado de la 

respuesta inmune inicial. Datos que defienden esta teorí a son: la elevada expresio n del 

receptor en no dulos linfa ticos y en bazo (Thiel et al., 2003); así  como, que la activacio n del 

A2AR, dada su afinidad, tendra  lugar cuando la concentracio n de adenosina supere cierto 

umbral, asociado habitualmente a situaciones patolo gicas (Sitkovsky et al., 2004). La 

funcio n moduladora del A2AR en el sistema inmune se ha descrito en mu ltiples contextos 

fisiopatolo gicos, habitualmente asociados a episodios de hipoxia y/o isquemia, donde se 

produce un aumento dra stico de la adenosina intersticial. Otro ejemplo es el microambiente 

tumoral, donde el A2AR promueve la polarizacio n de los macro fagos a un fenotipo M2, y  

limita la maduracio n de las ce lulas Natural Killer (Young et al., 2018). Así , la activacio n de 

A2AR favorece el desarrollo del tumor. 
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El uso de ligandos especí ficos del A2AR en el a mbito de las enfermedades neuropsiquia tricas 

no es un concepto nuevo. Existen varios antagonistas de A2AR que se encuentran 

actualmente en proceso de aprobacio n, como el PBF-509 (NIR-178) para el tratamiento de 

tumores so lidos (Nu n ez et al., 2018). Otro compuesto que se encuentran en el mercado es 

la istradefilina, como co-tratamiento, junto a la levodopa (L-DOPA), en la enfermedad de 

Parkinson. Otros compuestos han sido suspendidos debido a sus efectos adversos: 

tozadenant, suministrado tambie n en pacientes de EP. 

En el caso de la enfermedad de Alzheimer, se ha descrito que la inhibicio n de A2AR supone 

una mejora en los sí ntomas asociados a la funcio n cognitiva, mejorando la pe rdida de 

memoria y disminuyendo la hiper-fosforilacio n de la proteí na tau (Arosio et al., 2016). En 

muestras post-mortem de pacientes de EA, se ha detectado la sobreexpresio n de A2AR en 

neuronas y astrocitos  del a rea cortical (Angulo et al., 2003)(Orr et al., 2015). Se ha descrito 

como la presencia del pe ptido β-amiloide (Aβ) incrementa la excitabilidad de los astrocitos, 

afectando negativamente a la transmisio n sina ptica. La activacio n de A2AR en astrocitos 

regula la acumulacio n de calcio (Ca2+) intracelular, así  como la secrecio n de glutamato, 

promoviendo así , el deterioro neuronal propio de la EA (Lopes et al., 2021).  

Otras afectaciones neurolo gicas en las que se ha observado un efecto protector inducida por 

los antagonistas especí ficos de A2AR son la esclerosis lateral amiotro fica, provocando un 

incremento en la supervivencia de las motoneuronas (Mojsilovic-Petrovic et al., 2006); o la 

epilepsia, en la cual la accio n de A2AR resulta proconvulsiva (Malva et al., 2003). En la EP, 

tambie n se observa un efecto beneficioso, ya que el uso de antagonistas de A2AR limita la 

secrecio n de glutamato reduciendo la muerte neuronal. 

En SNC, el receptor A2A presenta una afinidad para la adenosina cercana a 150 nM, 

expresa ndose principalmente en la ví a indirecta eferente de los ganglios basales. A nivel  de 

los terminales postsina pticos de las neuronas GABAe rgicas, el A2AR puede modular la 

actividad motora mediante su interaccio n con el receptor de dopamina D2 (Mori, 2014). 

Concretamente, la activacio n del A2AR modula negativamente la accio n del D2R. Del mismo 

modo que, el bloqueo de A2AR es capaz de revertir el bloqueo de la funcio n motora producida 

por la modulacio n negativa sobre el D2R. Este feno meno se ha asociado a la formacio n de 

hetero meros A2AR-D2R (Ferre  et al., 2018). En condiciones patolo gicas, el A2AR es capaz de 

incrementar la secrecio n de glutamato en la hendidura sina ptica, incrementando así  la 

excitotoxicidad. Esta liberacio n tambie n estimula a los receptores glutamate rgicos mGlu, 

que forman complejos con los receptores A2A y D2. El heterotrí mero A2AR-D2R-mGluR5 

muestra efectos anti-parkinsonianos en presencia de antagonistas de A2AR y mGluR5, ya que 

ambos receptores pueden actuar sine rgicamente inhibiendo al receptor D2 (Pinna et al., 

2018). Otros estudios reflejan que el CB1R es capaz de interaccionar con los receptores A2A 

y D2 con una posible implicacio n sobre el control motor (Navarro et al., 2008).  

 

1.2.1.3. Receptor de Adenosina 3 (A3R) 
El receptor de adenosina 3 (A3R) es un GPCR de clase A, clasificado como un receptor con 

baja afinidad por su ligando endo geno, adenosina. Fue el u ltimo receptor de adenosina del 

subtipo P1 a ser clonado, y es el que menor homologí a presenta con el resto de los 

receptores P1, no superando el 50% de identidad con ninguno de ellos (Jones et al., 2017). 

Así  mismo, tambie n es el receptor de adenosina menos conservado entre especies. Una de 

sus caracterí sticas diferenciales es su extremo C-term, que es relativamente corto, con una 

secuencia rica en serinas y treoninas, epí topos con gran potencial de fosforilacio n que 

explican la ra pida desensibilizacio n de este receptor. 
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Los o rganos que presentan una mayor expresio n del A3R son el pulmo n y el hí gado, aun así , 

su presencia se ha detectado en otros tejidos como el rin o n, la placenta, el corazo n, el 

cerebro y el teste. El A3R se acopla a proteí na Gαi, y por tanto induce la inhibicio n de la 

actividad AC, disminuyendo los niveles de AMPc intracelulares. Se ha descrito que la funcio n 

del A3R mediada por las subunidades Gβγ es capaz de activar mu ltiples cascadas de 

sen alizacio n, entre ellas la dependiente de la proteí na quinasa B (AKT), Ras y ERK1/2. 

Tambie n se ha observado el acoplamiento de A3R a la proteí na Gαq/11, activando la PLC y 

regulando de este modo la acumulacio n de Ca2+ intracelular, en cerebro de rata y lí neas 

estables de ca ncer de vejiga humana. Repercutiendo así , en la regulacio n de la expresio n 

ge nica(Gessi et al., 2011; Kanno et al., 2012). Para A3R se han descrito ligandos sesgados a 

favor del reclutamiento de β-arrestinas, convirtie ndose en mole culas con gran potencial 

terape utico, dada su especificidad funcional.  

La activacio n de A3R se asocia con funciones antiinflamatorias. Se ha descrito que la 

activacio n de A3R es capaz de inhibir la produccio n de radicales de oxí geno y del anio n 

supero xido en eosino filos y monocitos (Ezeamuzie & Philips, 1999) . De hecho, se ha 

descrito que los agonistas especí ficos de A3R son fuertes inhibidores de la funcio n 

monocitaria, sugiriendo un rol del A3R en la regulacio n de ce lulas inmunitarias en 

circulacio n (Broussas et al., 1999). En ce lulas dendrí ticas, se ha observado que la 

estimulacio n con lipopolisaca rido (LPS) induce una disminucio n de los transcritos de A3R y 

A1R (Panther et al., 2001). Efecto que repercute negativamente en la regulacio n que ejercen 

las ce lulas dendrí ticas sobre los linfocitos T exacerbando, así , el proceso inflamatorio (X. 

Song et al., 2018).   

En tejidos en pleno proceso inflamatorio, como es el caso de la artritis reumatoide, la 

enfermedad de Crohn, y en diferentes tipos de ca ncer, el receptor A3 ejerce su efecto 

antiinflamatorio a la vez que se encuentra sobreexpresado (Ochaion et al., 2009). Estos 

resultados han conducido a la realizacio n de ensayos clí nicos con este receptor como diana 

principal. Dos ejemplos son el Piclidenoson y el Namodenoson, agonistas selectivos con alta 

afinidad por A3R. Ambos son capaces de inducir la apoptosis en ce lulas cancerosas e 

inflamatorias asociadas al microambiente tumoral (Fishman, 2022). Esta accio n se atribuye, 

a la desregulacio n de las ví as de sen alizacio n mediadas por Wnt y el factor nuclear NF-κB y 

se asocia al potencial terape utico de A3R (H.-S. Lee et al., 2011). 

Aunque se encuentra en una baja concentracio n, la presencia del A3R en cerebro se extiende 

a diversas a reas cerebrales: el hipocampo, el co rtex, el estriado y el cerebelo. Tambie n se 

expresa en mu ltiples tipos celulares, entre ellos las neuronas, la microglí a y los astrocitos 

(Sheth et al., 2014). Este receptor pertenece al grupo de receptores de adenosina de baja 

afinidad, con una constante de 6500 nM para la adenosina (Dunwiddie & Masino, 2001). 

La principal funcio n del A3R a nivel neurolo gico y cardí aco, es su capacidad de proteger el 

tejido tras un episodio de hipoxia/isquemia (Koda et al., 2010). Adema s, tambie n se ha 

descrito como la activacio n de A3R es capaz de inducir un estado de precondicionamiento 

en el miocardio, antes de un proceso de isquemia, ejerciendo un efecto protector tanto a 

corto como a largo plazo (Peart & Headrick, 2007). 

Despue s de un episodio isque mico, aparece cierta excitotoxicidad, un augmento del estre s 

oxidativo y un proceso de neuroinflamacio n que favorecen el desarrollo de lesiones 

cerebrales que pueden afectar gravemente al individuo, o incluso suponer letales (Belov 

Kirdajova et al., 2020). La activacio n del A3R presenta funciones claves en la respuesta post-

isque mica, como se ha demostrado mediante modelos KO para A3R, ejerciendo un rol 

neuroprotector. Ma s concretamente, se ha descrito que la activacio n del A3R es capaz de 
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modular negativamente la produccio n y secrecio n de citoquinas proinflamatorias por parte 

microglí a activada (I. Y. Choi et al., 2011; H. Khan et al., 2022) . Por ejemplo, el tratamiento 

de la microglí a con un agonista de A3R induce la inhibicio n de la produccio n de TNF-α. Esta 

modulacio n conduce a una disminucio n en la infiltracio n de ce lulas perife ricas al cerebro y 

disminuye la excitotoxicidad causa por ce lulas reclutadas a la lesio n isque mica (I. Y. Choi et 

al., 2011).  

En estudios comportamentales se ha observado que ratones deficientes en A3R (A3R-/-) 

presentan una menor sensibilidad a estí mulos de dolor. En paralelo, el uso de agonistas de 

A3R ha demostrado mejoras sustanciales en situaciones de dolor (Fedorova et al., 2003; 

Little et al., 2015; Yan et al., 2016). Por otro lado, se ha descrito que la activacio n de A3R 

causa depresio n motora, y contrariamente, en animales A3R-/- se observa una 

hiperlocomocio n, feno menos que abren una ventana terape utica enfocada a trastornos con 

afectaciones motoras, como es la EP. En estudios realizados sobre la  lesio n cerebral 

trauma tica, se ha observado que el uso de agonistas de A3R es capaz de reducir el dan o 

tisular secundario asociado, así  como el efecto causado por el infarto cerebral (Farr et al., 

2020). En este mismo estudio se ha comprobado que semanas posteriores a la lesio n, los 

animales tratados con el agonista especifico de A3R demuestran un mejor rendimiento en 

los test conductuales de reconocimiento de objeto nuevo y ubicacio n del objeto y en el de 

laberinto en T (Farr et al., 2020). Así , el potencial neuroprotector del A3R se extiende 

tambie n, a la mejora de la funcio n cognitiva. 

Actualmente, se han descrito dos complejos heterome ricos que contienen el receptor de 

adenosina A3, ambos con otros receptores de adenosina: A1R y A2AR. El complejo A1R-A3R ha 

sido propuesto mediante interacciones aloste ricas (Hill et al., 2014). Sin embargo, estudios 

directos con te cnicas de deteccio n de hetero meros siguen pendientes para su confirmacio n. 

Por otro lado, el hetero mero A2AR-A3R, ha sido descrito mediante te cnicas de transferencia 

de energí a resonante en un sistema de expresio n hetero loga, y mediante el ana lisis de su 

funcio n caracterí stica en cultivos primarios de neuronas corticales (Lillo et al., 2020). La 

actividad del A3R en el hetero mero se ve totalmente inhibida por la presencia de A2AR, accio n 

revertida tan solo en presencia de antagonistas especí ficos de A2AR. Por lo que, de nuevo, 

observamos la complejidad del sistema adenosine rgico y su rol en diferentes trastornos 

fisiopatolo gicos.  

 

1.3. Sistema endocannabinoide 
El sistema endocannabinoide (SEC) esta  constituido por los cannabinoides endo genos, 

denominados endocannabinoides (eCB); las enzimas que sintetizan, así  como, las que 

degradan dichos endocannabinoides, y los receptores de cannabinoides (CBR). Participa en 

mu ltiples procesos fisiolo gicos. Principalmente, presenta funciones moduladoras, 

regulando la homeostasis celular, regulando la actividad del sistema inmunolo gico y 

procesos del SNC como el estado de a nimo, la percepcio n del dolor o el aprendizaje y la 

memoria.    

Los primeros y principales, endocannabinoides se describieron en la de cada de los 90. El 

primero fue la N-araquidonoiletanolamida o anandamida (AEA), seguido pocos an os 

despue s por el 2-araquidonoglicerol (2-AG) (R Mechoulam et al., 1995). Sin embargo, el 

intere s de la comunidad cientí fica por el SEC tiene su origen varias de cadas antes de la 

descripcio n de los eCB. Existe constancia de que la especie vegetal Cannabis sativa ha sido 

utilizada tanto en aspectos medicinales, recreacionales e incluso ceremoniales desde el siglo 

VI a.e.c ( Mechoulam, 1986). El uso del ca nnabis, en mu ltiples formatos, se ha asociado desde 
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la antigu edad con efectos antiinflamatorios y, especialmente, psicotro picos. Por lo que, el 

estudio del SEC surge de la investigacio n de los efectos ejercidos por los compuestos 

extraí dos del Cannabis sativa, los cuales se denominan fitocannabinoides (fCB).  

El descubrimiento de los receptores de cannabinoides se inicia, por lo tanto, con el estudio 

de la farmacocine tica y el mecanismo de accio n de los fCB. Inicialmente, se postulaba la 

posibilidad de que los compuestos fCB simplemente atravesaban la membrana plasma tica 

de manera independiente a la accio n de un receptor, teniendo en cuenta su cara cter 

hidrofo bico. En la de cada de los 80, pero, se observo  que los fCB psicotro picos son capaces 

de inhibir la accio n de la AC mediante la actividad de proteí nas Gαi (Howlett, 2005). Así  

mismo, mediante el uso de ligandos radiomarcados, se demostro  la presencia de lugares de 

unio n de alta afinidad de estos compuestos en diversos tejidos. Finalmente, en 1990 se clono  

el receptor de cannabinoides 1 (CB1R), seguido tres an os ma s tarde del receptor de 

cannabinoides 2 (CB2R). Ambos receptores, CB1 y CB2, se consideran los receptores 

cano nicos de cannabinoides, pero se han descrito otros receptores en los que los eCB 

muestran cierta afinidad, como son los receptores activados por proliferadores 

peroxisomales (PPAR) y el receptor de potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1) (Figura 6). 

En los u ltimos an os, la investigacio n de las funciones del SEC ha llevado a postular la 

denominacio n de otros receptores como receptores cannabinoides. El GPR55 o el GPR18 

son dos ejemplos de estos, la implicacio n de los cuales se ha descrito en contextos 

patolo gicos, como la EA, do nde su funcio n se asocia al proceso inflamatorio (Medina-Vera et 

al., 2023; Reyes-Resina et al., 2018). 

 

Figura 6. Receptores cano nicos de cannabinoides y otros receptores descritos con afinidad por los 

endocannabinoides. [Abreviaturas en figura: Receptor de cannabinoides (CBR),  Receptor de 

potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1), Receptores activados por proliferadores peroxisomales 

(PPAR)] 

Las enzimas encargadas de las rutas metabo licas de sí ntesis y degradacio n de los eCB son 

otro de los componentes principales del SEC. Por un lado, la sí ntesis de la anandamida puede 

darse mediante mu ltiples ví as. La primera en ser descrita es la hidro lisis de la N-acil-

fosfatidiletanolamina (NAPE) mediada por la fosfolipasa D especí fica de NAPE (NAPE-PLD). 

La segunda ví a ma s estudiada, se ha descrito en cerebro y en ce lulas inmunes y es mediada 

por la accio n de una PLC selectiva capaz de producir mole culas de fosfo-amida, las cuales 

padecera n una posterior desfosforilacio n para dar lugar a la anandamida libre (Maccarrone, 

2017).  

Por lo que respecta al 2-AG, su sí ntesis se da a partir de fosfolí pidos de membrana que 

presentan a cido araquido nico, principalmente, el PIP2. Gran parte del 2-AG se genera 
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mediante la hidrolisis del PIP2 catalizada por la PLCβ (Figura 7). El diacilglicerol resultante 

sera  procesado por la diacilglicerol lipasa (DAGL) dando lugar finalmente al 2-AG. Se han 

descrito dos isoformas de la DAGL: α y β. Se ha observado que la DAGLα es la principal 

productora de 2-AG a nivel del SNC. Mientras que la DAGLβ presenta mayor actividad en 

feno menos de autapse o autosina psis, sinapsis que genera una neurona sobre ella misma, 

(Jain et al., 2013), y especialmente en la produccio n de 2-AG en ce lulas inmunes. Se ha 

descrito que la activacio n de ciertos receptores capaces de promover la funcio n PLC como 

son los receptores muscarí nicos, de orexina o los metabotro picos de glutamato, puede 

estimular la produccio n de 2-AG. Adema s, las funciones de los eCB, no se encuentran 

limitadas al SEC, el 2-AG es, por ejemplo, un intermediario metabo lico en la sí ntesis de 

lí pidos, con un rol imprescindible en la sí ntesis de prostaglandinas. 

Por otro lado, tambie n se han descrito mu ltiples ví as de degradacio n de los eCB (Hillard, 

2018)(Figura 7). En el caso de la AEA, a nivel del SNC, se ha descrito que su principal ví a de 

degradacio n es mediada por la accio n de la amida-hidrolasa de a cidos grasos (FAAH). Otra 

ví a descrita es la dependiente de la oxidacio n inducida por los inhibidores de ciclooxigenasa 

2 (COX-2), la cual no parece tener una relacio n directa con las acciones derivadas de los CBR 

(Hu, Bradshaw, Chen, Tan, & Walker, 2008). El catabolismo del 2-AG se produce mediante la 

accio n de las enzimas monoacilglicerol lipasa (MAGL) y las hidrolasas de dominio alfa/beta 

6 y 12 (Blankman et al., 2007). La MAGL se expresa en tejidos perife ricos como el hí gado y 

el corazo n, y en mu ltiples regiones del SNC (Long et al., 2009), pero presenta una mayor 

concentracio n en los terminales sina pticos. A nivel terape utico, el uso de los enzimas del 

SEC como diana farmacolo gica genera gran intere s, especialmente en tratamientos 

enfocados a enfermedades o trastornos del SNC. La actividad del enzima FAAH, por ejemplo, 

se ha demostrado que puede ser inhibida mediante el uso de Propofol, aneste sico general 
de uso comu n, lo cual conlleva a un aumento de la concentracio n de AEA en SNC (Patel et al., 

2003). Tambie n se ha descrito que la implicacio n de la MAGL en procesos 

neuroinflamatorios, promoviendo la conversio n del 2-AG a prostaglandinas 

proinflamatorias (Viader et al., 2015).  

Una de las caracterí sticas del SEC es su funcionalidad retrograda, es decir, los 

endocannabinoides son sintetizados en respuesta a diferentes estí mulos, a partir de 

componentes de la membrana postsina ptica, que son liberados al espacio sina ptico y se 

unen a los receptores de la membrana presina ptica. El receptor CB1, a nivel presina ptico 

ejerce un papel inhibidor de la liberacio n de neurotransmisores, mediado por el influjo de 

calcio (C.-Y. Chen et al., 2010; Kano et al., 2009; Kibret et al., 2023). Esta funcio n se define 

como una forma de plasticidad sina ptica a corto plazo, que regula la funcio n sina ptica. La 

inhibicio n sobre la neurotransmisio n, a su vez, a nivel del terminal postsina ptico, es capaz 

de regular la sí ntesis de eCB, dado que es en estas porciones es do nde se hayan los enzimas 

de sí ntesis, introducidos anteriormente. (Kano et al., 2009; Safo et al., 2006). De todos 

modos, se ha descrito tambie n una accio n no retrograda de los eCB, los cuales pueden actuar 

en el propio terminal postsina ptico. Por ejemplo, activando procesos depresio n a largo plazo 

mediados por TRPV1 o reduciendo la excitabilidad del terminal por la hiperpolarizacio n 

dependiente de la activacio n del CB1R postsina ptico (Castillo et al., 2012).  
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Figura 7. Naturaleza retrograda del sistema endocannabinoide. Enzimas de sí ntesis y degradacio n 

en los terminales sina pticos. [Abreviaturas en figura: Anandamida (AEA), A cido araquido nico (AA), 

Etanol amida (ETA), Amida-hidrolasa de a cidos grasos (FAAH), 2-araquidonoiletanolamida (2-AG), 

Glicerol (Gro),  Monoacilglicerol lipasa (MAGL), Hidrolasa del dominio α/β (ABHD), Diacilglicerol 

lipasa (DAGL), Fosfolipasa C (PLC), Fosfatidilinositol bifosfato (PiP2), Diacilglicerol (DAG), N-acil-

fosfatidiletanolamina (NAPE), N-acil-fosfatidiletanolamina fosfolipasa D (NAPE-PLD)] 

Actualmente, el ca nnabis supone la droga de consumo ilegal ma s utilizada en Europa. 

Aunque se esta n realizando numerosos estudios con los compuestos cannabinoides, su 

legalidad tanto a nivel de consumo propio recreacional como me dico tan solo se da, dentro 

de la comunidad europea, en Malta desde finales del an o 2021. Sin embargo, diferentes 

paí ses han iniciado el proceso de legalizacio n para el uso clí nico de compuestos 

cannabinoides en los u ltimos an os, entre ellos Espan a. Aunque los avances en te rminos de 

prescripcio n y formulacio n siguen sin estar establecidos dentro del marco legal (United 

Nations Office on Drugs and Crime, 2022), los estudios sobre los efectos beneficiosos de los 

compuestos cannabinoides son cada vez ma s numerosos y prometedores en diversos 

contextos patolo gicos. 

 

1.3.1. Los Compuestos cannabinoides 
Los compuestos cannabinoides se caracterizan por ser mole culas liposolubles, los cuales se 

pueden categorizar en funcio n de su origen en: fitocannabinoides o compuestos extraí dos 
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de la especie Cannabis sativa; endocannabinoides o compuestos generados por el propio 

individuo y, cannabinoides sinte ticos o formulaciones obtenidas a nivel de laboratorio. 

Dentro de los fitocannabinoides ma s estudiados destacan el Δ8-Tetrahidrocannabinol (Δ9-

THC), el Δ8-Tetrahidrocannabinol (Δ8-THC), el cannabidiol (CBD) y el cannabinol (CBN). Aun 

siendo el Δ9-THC y el CBD los compuestos ma s abundantes de la planta del ca nnabis, se han 

llegado a aislar ma s de 500 compuestos, con menor concentracio n y una actividad 

farmacolo gica propia (Boggs et al., 2018; Radwan et al., 2021). El CBN fue el primer 

compuesto fitocannabinoide aislado, seguido poco despue s por el CBD (Wood et al., 1896). 

En 1942 se aislaron el Δ9-THC fue extraí do en una mezcla con Δ8-THC. Y no fue hasta 1964 

cuando se obtuvo el compuesto aislado individualmente(Gaoni & Mechoulam, 1964; 

Wollner et al., 1942). 

El potencial terape utico de los fCB se encuentra extensamente documentado. Las 

principales acciones descritas asociadas al Δ9-THC son: un efecto psicoactivo, la reduccio n 

de la presio n intraocular, la actividad antimicrobiana o su capacidad como antieme tico o su 

capacidad analge sica (Chang et al., 1979; Colasanti, 1990; Elsohly et al., 1982; X.-F. Wang et 

al., 2020). El Δ8-THC, ana logo del Δ9-THC con un doble enlace en la 8ª cadena de carbono, 

tambie n presenta efectos psicotro picos, aunque menos potentes que los descritos mediante 

la activacio n del Δ9-THC. El receptor cannabinoide CB1 es el principal responsable de los 

efectos psicotro picos inducidos por los cannabinoides. Aunque el Δ9-THC  tambie n es capaz 

de actuar como agonista parcial del CB2R (R.G. Pertwee, 2008). Dados los efectos 

beneficiosos inducidos por los cannabinoides, aquellos compuestos que no ejercen un efecto 

psicoactivo se han posicionado en el foco de la investigacio n biome dica. Un claro ejemplo es 

el CBD, que dependiendo de la concentracio n puede actuar como modulador aloste rico 

negativo de los CB1R y CB2R, si se encuentra a bajas concentraciones. Y actu a como agonista 

unie ndose al centro ortoste rico si se haya a concentraciones elevadas, mostrando una 

dualidad que genera gran intere s farmacolo gico (Navarro et al., 2021). Entre las acciones 

inducidas por el CBD destacan las actividades antiinflamatorias e inmunomoduladoras. A 

nivel del SNC, se encuentra implicado en actividades anticonvulsivas, antioxidantes y 

ansiolí ticas, e incluso, se ha determinado su actividad antipsico tica, la cual se postula deriva 

de la implicacio n del SEC en la regulacio n del sistema dopamine rgico en diversas a reas del 

cerebro (Batalla et al., 2019; de Mello Schier et al., 2014; Gunasekera et al., 2022).  

La mayorí a de los estudios y formulaciones aplicadas utilizan los fitocannabinoides en 

forma neutra, aunque en la planta Cannabis sativa son sintetizados inicialmente en su forma 

a cida. Esta forma es muy inestable y en contacto con el oxí geno sufre una ra pida 

descarboxilacio n adquiriendo la forma neutra (Figura 8). El a cido oliveto lico se convierte en 

a cido cannabigero lico (CBGA), mediante la adiccio n de pirofosfato de geranilo. El GBGA dara  

lugar a las formas acidas mencionadas que dara n lugar al THC y el CBD, entre otros. Cuando 

es el a cido divarí nico que reacciona con el pirofosfato de geranilo, se genera la forma a cida 

de la cannabigerovarina (CBGVA), el procesamiento de la cual dara  lugar a las formas 

varí nicas CBDV y THCV. (Gagne et al., 2012; Gu lck & Møller, 2020; Thakur et al., 2005).  Se 

ha descrito que el THCV es capaz de reducir la produccio n de citoquinas proinflamatorias 

mediante su unio n como agonista parcial al CB2R, mostrando gran potencial en procesos 

isque micos (Ba tkai et al., 2012). En el caso del CB1R, el THCV actu a como un antagonista, 

por lo que se le asocian acciones antipsico ticas (Cascio et al., 2015). Así  mismo, en modelos 

de obesidad inducidos por dieta y transge nicos deficientes en la hormona leptina (ob/ob) 

se ha observado que el tratamiento con THCV mejora la sensibilidad a la insulina, así  como 

mejora de otros para metros en pacientes de diabetes tipo II. Por ejemplo: reduciendo la 

glucemia en ayunas, o incrementando la concentracio n de adiponectina en sangre, 



24 
 

relacionada con la sensibilidad hepa tica a la insulina (Jadoon et al., 2016; Wargent et al., 

2013). El THCA ejerce su capacidad neuroprotectora en modelos animales de la enfermedad 

de Huntington (EH) y de EP, mediante la unio n a PPARγ (Nadal et al., 2017; Valdeolivas et 

al., 2015). El CBDV, por otro lado, se asocia con funciones antiinflamatorias, con gran 

potencial en el tratamiento del acne , en episodios de inflamacio n propios de la Colitis 

ulcerosa, o en procesos de neuroinflamacio n en modelos animales de desorden del espectro 

autista, inducidos por exposicio n prenatal a a cido valproico (Ola h et al., 2016; Pagano et al., 

2019; Zamberletti et al., 2019).  

Los endocannabinoides ma s estudiados son la AEA y el 2-AG, y su sí ntesis se encuentra 

extendida a mu ltiples tejidos y o rganos, entre otros, destacan el cerebro, el mu sculo, las 

ce lulas circulantes y el tejido adiposo. La accio n de los endocannabinoides en la ingesta, así  

como en el ciclo energe tico del organismo despiertan gran intere s para el tratamiento de 

trastornos metabo licos (Di Marzo et al., 2011).En diversos estudios se ha descrito una 

relacio n entre el aumento de AEA circulante con la ingesta propia de la homeostasis 

orga nica. Mientras que el aumento de 2-AG se relaciona con la activacio n del sistema de 

recompensa cerebral  (De Luca et al., 2012). Se ha observado que el bloqueo del CB1R es 

capaz de mejorar la resistencia a la insulina en modelos animales transge nicos CB1R(-/-) 

obsesos (J. Liu et al., 2012). Al presentar CB1R actividad promotora del almacenaje 

energe tico, toma relevancia el estudio de los endocannabinoides en afectaciones do nde se 

da una desregulacio n en este proceso como son la obesidad, la diabetes tipo II o sí ndrome 

metabo lico. 

Otro contexto en el que se observa un incremento en los niveles de eCB circulantes es en 

procesos inflamatorios (Ferna ndez-Rodriguez et al., 2004; Y. Wang et al., 2001). La actividad 

del receptor CB2, expresado en ce lulas T y B, así  como en macro fagos y neutro filos, se asocia 

a la disminucio n de la sí ntesis de citoquinas proinflamatorias (Patsenker et al., 2015). Se ha 

descrito que la expresio n del receptor CB2 en ce lulas inmunes aumenta frente a estí mulos 

lesivos. Se ha descrito que la activacio n de la respuesta inmune mediante presentacio n de 

antí geno de macro fagos y ce lulas dendrí ticas conlleva a un aumento del 2-AG circulante, y 

por tanto de la activacio n de CB2R (Dotsey et al., 2017). 

Trastornos neurolo gicos, como son los asociados a la ansiedad, el sistema de recompensa y 

la cognicio n se encuentran influenciados tambie n por el SEC. Por ejemplo, individuos que 

presentan mutaciones que conllevan un aumento de la AEA circulante presentan una 

recuperacio n ma s ra pida ante situaciones de ansiedad (Spagnolo et al., 2016). En pacientes 

diagnosticados con trastorno de estre s postrauma tico se ha observado una disminucio n en 

las concentraciones de 2-AG (Schaefer et al., 2014). 

Compuestos cannabinoides han demostrado gran potencial terape utico y la formulacio n de 

algunos de ellos ha sido aprobada tanto por la FDA como por la Agencia Europea del 

Medicamento (EMA). Por un lado, algunos de estos medicamentos contienen fCB naturales, 

como son: el Epidiolex®, primer medicamento derivado del ca nnabis aprobado, que consiste 

en un extracto de CBD purificado, que se prescribe en casos severos de epilepsia; y el 

Sativex®, formulado con una mezcla a partes iguales de Δ9-tetrahidrocannabidiol (Δ9-THC) 

y CBD, que se receta a pacientes con esclerosis mu ltiple (EM). El resto de los medicamentos 

con compuestos cannabinoides se formulan en base a estructuras sinte ticas. Un ejemplo es 

el Marinol® o el Syndros®, medicamentos antieme ticos asociados a tratamientos de 

quimioterapia, que consisten en un producto sinte tico mí mico del Δ9-THC denominado 

Nabilona. Mencionar tambie n el CesametTM, con similar prescripcio n me dica, que se formula 

con otro compuesto sinte tico mí mico del Δ9-THC denominado Dronabinol. 
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Figura 8. Compuestos fitocannabinoides. Ví as de sí ntesis de las formas varí nicas y neutras. 

Estructura de los fitocannabinoides ma s abundantes en Cannabis sativa: Δ9-THC y CBD. [Abreviaturas 

en figura: Δ9-Tetrahidrocannabinol (THC), Tetrahidrocannabivarina (THCV), A cido 

cannabigerovarí nico (CBGVA), A cido cannabigero lico (CBGA), Cannabidiol (CBD), Cannabidivarina 

(CBDV)] 

El creciente conocimiento sobre la estructura de los cannabinoides naturales, así  como de 

los lugares de unio n ortoste ricos y aloste ricos a los receptores de cannabinoides, permite 

avanzar en el disen o de nuevos cannabinoides sinte ticos. Mejoras en la eficiencia y la 

afinidad de los compuestos, junto con los feno menos descritos de agonismo sesgado, abren 

una puerta a la sí ntesis dirigida, ampliando las posibilidades en el mercado farmacolo gico. 

 

1.3.2. Receptor de cannabinoides 1 (CB1R) 
El receptor de cannabinoides 1 (CB1R), codificado por el gen CNR1, es uno de los receptores 

ma s ubicuos del organismo. Presenta niveles elevados de expresio n en los adipocitos del 

tejido adiposo blanco, en la gla ndula pituitaria y en el SNC. De hecho, es el receptor de 

membrana ma s abundante  del SNC (Mackie, 2008). EL CB1R se considera una importante 

diana terape utica dada su interaccio n y capacidad de modulacio n una gran cantidad de 

procesos, como son: el apetito, la locomocio n, el dolor o el estado aní mico (Laprairieet al., 

2017). Por otro lado, al receptor de cannabinoides CB2, se expresa principalmente en ce lulas 

del sistema inmune, y se le asocian funciones moduladoras sobre procesos inmunolo gicos, 

como es la inflamacio n (Turcotteet al., 2016). Hay que mencionar que los receptores 

cannabinoides presentan una elevada actividad constitutiva, sobre todo el CB1R, que hay que 

considerar en la caracterizacio n del rol del sistema SEC en los diferentes tejidos (Roger G 

Pertwee, 2005).  

CB1R pertenece a la clase A de los GPCR, el cual de manera cano nica se acopla a proteí na Gαi, 

inhibiendo la accio n de la AC. En casos muy concretos puede acoplar otras proteí nas 

heterotrime ricas como la proteí na Gαo, con accio n sobre cascadas dependientes de PLC, o la 

proteí na Gαs en muestras de globo pa lido. Este cambio de acoplamiento a proteí na G se 

asocia a la presencia y actividad de otros receptores capaces de modular la sen alizacio n de 
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CB1R (Abood et al., 2019; Jarrahian et al., 2004; Maneuf & Brotchie, 1997). La activacio n de 

la ví a de sen alizacio n de las MAPK por parte de CB1R ha sido determinada en gran cantidad 

de sistemas de expresio n endo genos y hetero logos. Así  mismo, su capacidad para activar las 

ví as JNK y p38 tambie n ha sido descrita en sistema de expresio n hetero loga y cultivos 

primarios de hepatocitos (Chanda et al., 2011; Han et al., 2017; Rueda et al., 2000).  

La desensibilizacio n de los receptores CB1 en membrana plasma tica se da ra pidamente tras 

la activacio n dependiente de ligando mediante la accio n de las GRK y las β-arrestinas. Este 

proceso, se ha propuesto no solo como un sistema de reciclaje y control de la sen al, sino 

tambie n como un sistema de tra fico del receptor entre diferentes compartimentos celulares 

o diferentes segmentos de la membrana celular (Leterrier et al., 2006; McDonald et al., 

2007). La capacidad del CB1 para interaccionar con gran cantidad de efectores celulares es 

otra de las caracterí sticas del CB1R que le otorga gran potencial terape utico. Tambie n se ha 

descrito el feno meno de agonismo sesgado asociado al receptor in vivo mediante diversos 

agonistas para generar diferentes efectos (Grim et al., 2016; Nguyen et al., 2012). El 

agonismo sesgado sobre CB1R, se produce al unirse un agonista que estabiliza la forma del 

receptor favoreciendo la unio n de este a un efector de manera preferencial. Se ha 

demostrado como agonistas sesgados por la ví a dependiente de proteí na Gαi y Gβγ son 

capaces de aumentar los niveles de expresio n de CB1R, promoviendo la viabilidad celular en 

lí neas celulares modelo de la EH con relevantes mutaciones en el gen de la huntingtina 

(Laprairieet al., 2016). Y, de manera contraria, los agonistas sesgados por la ví a del 

reclutamiento de β-arrestina-I, reducen los niveles de CB1R, incidiendo negativamente en la 

viabilidad celular. Por lo que el constante estudio sobre las ví as de sen alizacio n y sus efectos 

a nivel fisiopatolo gico son de gran relevancia.  

A nivel del SNC, el receptor CB1, ha sido descrito no solo como modulador de la actividad 

neuronal, pero tambie n como regulador de la proliferacio n y diferenciacio n temprana. Se ha 

observado que en la decimocuarta semana de gestacio n en humanos, aparece un pico en los 

niveles de mRNA de los receptores CB1 y CB2 (Biegon & Kerman, 2001). Recientemente, se 

ha descrito como el SEC se encuentra implicado en la diferenciacio n celular mediante la 

activacio n de ví as de sen alizacio n que promueven la supervivencia y proliferacio n de 

progenitores neurales, como es la de las ERK(Garcia-Arencibia & Molina-Holgado, 2019).  

El CB1R relaciona con la regulacio n del sistema de recompensa y el control del apetito 

mediante el conocido efecto orexige nico derivado del consumo de ca nnabis. Convirtie ndose 

en una diana en mu ltiples trastornos de tipo metabo lico o deso rdenes alimenticios como 

son la anorexia o la obesidad (Pagotto et al., 2006). En modelos animales que carecen del 

CB1R (CB1R-/-) se han observado disminuciones significativas en la ingesta calo rica, así  como 

en el peso corporal. Este proceso se asocia principalmente a la capacidad moduladora que 

CB1R ejerce a nivel del hipota lamo (Busquets-Garcia et al., 2015). Este nu cleo se caracteriza 

por ser la regio n cerebral encargada de regular procesos vitales como el ritmo cardí aco, la 

temperatura corporal o la ingesta. Es ma s, en modelos CB1R-/- y ante la inhibicio n del 

receptor CB1 se ve bloqueado el efecto orexige nico inducido por la ghrelina (Kola et al., 

2008). De hecho, un antagonista selectivo de CB1R, el rimonabant, fue propuesto y 

comercializado como medicamento para el tratamiento de la obesidad. El medicamento 

Acomplia® con rimonabant como principio activo fue retirado del mercado por la Agencia 

Espan ola de Medicamentos y productos sanitarios dos an os ma s tarde, debido a los efectos 

secundarios de cara cter psiquia trico, entre los cuales se incluí an trastornos depresivos y 

pensamientos suicidas.  

Otras implicaciones a nivel psiquia trico del CB1R se centran en su potencial neuroprotector 

en el contexto de diversas enfermedades neurodegenerativas como son la EA o la EP. Cabe 
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mencionar, que no tan solo el CB1R juega un rol neuroprotector, el CB2R o receptores no con 

afinidad por los compuestos cannabinoides tambie n ejercen este efecto ,como es el caso de 

PPARγ en la EP. Se ha descrito como uno de los efectos secundarios del tratamiento con L-

DOPA, ma s concretamente en casos de discinesia, es la alteracio n en la expresio n del 

receptor CB1, así  como de los enzimas de produccio n y degradacio n de los compuestos eCB 

(Rojo-Bustamante et al., 2018). Un metaana lisis basado en el dolor asociado a la EP ha 

presentado que el uso de cannabinoides, al igual que el de opioides, resulta en una 

disminucio n de dicho dolor (Qureshi et al., 2018). Abriendo así  mu ltiples consideraciones 

sobre el uso de cannabinoides en el tratamiento paliativo de la EP. Se ha utilizado el 

screening fenotí pico para demostrar la eficacia de ciertos cannabinoides que se unen a  CB1R 

en el contexto fisiopatolo gico de la EA (Schubert et al., 2019). En modelos transge nicos de 

la EA de ra pido deterioro cognitivo se ha descrito como la desensibilizacio n de CB1R mejora 

sí ntomas neuropsiquia tricos como la agitacio n, caracterizada por la ansiedad e inquietud 

(Outen et al., 2021). En algunos estudios preclí nicos, se ha observado que la activacio n de 

CB1R conlleva la hiperpolarizacio n de la membrana neuronal, modulando la liberacio n de, 

no solo neurotransmisores, sino tambie n de citoquinas. Considera ndose, por tanto, el 

aumento de la expresio n de CB1R en EA como una respuesta compensatoria a la 

excitotoxicidad, con capacidad neuroprotectora y antiinflamatoria (Outen et al., 2021). 

Ciertos efectos anti-apopto ticos asociados al 2-AG son mediados por su unio n a CB1R, como 

por ejemplo la inhibicio n de la enzima COX-2, de gran relevancia en procesos 

neuroinflamatorios (X. Chenet al., 2011; J. Zhang & Chen, 2008).  

La actividad de CB1R, pero, presenta cierta controversia a la hora de plantear posibles 

tratamientos clí nicos. En modelos animales, así  como en muestras post-mortem de 

pacientes de ataxia espino-cerebelar se ha observado una sobreexpresio n de CB1R en ciertas 
subpoblaciones neuronales (Go mez-Ruiz et al., 2019). En el modelo SCA-3, se demostro  

como el bloqueo de la actividad de CB1R mejora sí ntomas de la ataxia como la 

descoordinacio n motora (Go mez-Ruiz et al., 2019). Aunque, de manera contraria, en el 

modelo animal de ataxia denominado ducky, estudios han demostrado mejoras en signos 

propios de la enfermedad al promover la accio n de CB1R (X. Wang et al., 2013). Otra 

aproximacio n terape utica es el bloqueo de los enzimas que degradan los eCB. Por ejemplo, 

en modelos animales de la EH, se ha demostrado como la inhibicio n de la MAGL reduce la 

inflamacio n y progreso del infarto en casos de isquemia cerebral (S.-H. Choi et al., 2018; 

Ruiz-Calvo et al., 2019).  

La formacio n de hetero meros compuestos por el CB1R y sus implicaciones fisiopatolo gicas 

han tomado gran relevancia a nivel farmacolo gico. Un ejemplo es el complejo heterome rico 

formado por CB1R y CB2R. En modelos animales de EA, el hetero mero CB1R-CB2R se ha 

asociado con la activacio n de microglí a en hipocampo. Así  como, en la activacio n de 

microglí a de estriado en modelos de EP. Tambie n se conoce su relacio n con la discinesia 

asociada a los tratamientos con L-DOPA(Calle n et al., 2012; Navarro, Borroto-Escuela, et al., 

2018). El receptor CB1, tambie n es capaz de constituir hetero meros con otros receptores no 

cannabinoides, como, por ejemplo, el complejo CB1R-GPR55. En el cual se observa la 

inhibicio n de GPR55 mediante la presencia de CB1R (Kargl et al., 2012). Otro ejemplo es el 

complejo con el receptor de serotonina 5HT2AR. El hetero mero CB1R-5HT2AR se ha 

demostrado media el efecto producido por la suministracio n de Δ9-THC sobre el deterioro 

de la memoria, entre otras deficiencias cognitivas (Vin als et al., 2015). 
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1.4. Esclerosis múltiple 
La esclerosis mu ltiple (EM) es una enfermedad autoinmune inflamatoria de cara cter 

multifocal que afecta al SNC. Su aparicio n temprana y el proceso neurodegenerativo que se 

desarrolla la caracterizan como la primera causa mundial de discapacidad entre jo venes 

adultos. La etiologí a de la EM se ha asociado a un conjunto de factores gene ticos y 

ambientales que aumentan la susceptibilidad del individuo a su desarrollo. Este trastorno 

neurolo gico se inicia con un ataque del sistema inmune contra las vainas de mielina que 

recubren las prolongaciones axonales y va acompan ado de un proceso inflamatorio, dando 

lugar a un inicio intermitente que finalizara  con el deterioro neurolo gico (Ho ftberger & 

Lassmann, 2017). 

Cla sicamente, se asociaba el inicio de la EM con la alteracio n funcional de los linfocitos 

efectores Th1. Pero a  medida que ha avanzado la investigacio n, se ha descrito que, en 

te rminos de susceptibilidad gene tica, hay otras ce lulas inmunolo gicas que presentan un 

papel relevante, como son: los linfocitos efectores Th17, los linfocitos T CD8+ o las ce lulas B 

(Kunkl et al., 2020). El factor gene tico ma s implicado con el desarrollo de la EM reside en el 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), ma s concretamente, en las secciones 

identificadas como locus de clase II DR (DRB1*1501) y en el locus A en la regio n de clase I. 

De hecho, HLA-DRB1 se acepta ampliamente como uno de los locus susceptibles para el 

desarrollo de casos de EM familiar y espora dica (Mosca et al., 2017). De todos modos, 

existen diferentes loci fuera del MHC que han sido asociados a la predisposicio n gene tica de 

la EM, como son los genes que codifican para: los receptores de ce lulas T, la proteí na ba sica 

de mielina, la inmunoglobulina o el factor necro tico tumoral (TNF). Los receptores de las 

interleucinas 7 (IL-7) y 2 (IL-2) tambie n son proteí nas involucradas, dado su rol crucial en 

la diferenciacio n y supervivencia de las ce lulas CD4+ y CD8+. Se han descrito incluso, genes 

mitocondriales asociados a la EM, como es el que codifica para la proteí na desacoplante 2, 

miembro de la familia de transporte de protones mitocondrial (Vogler et al., 2005).  

Ciertos factores ambientales tambie n se han asociado con una mayor predisposicio n a 

padecer EM. Entre ellos destacan el tabaquismo, el de ficit de vitamina D (Vit-D) y la infeccio n 

por el virus de Epstein-Barr (Ascherio & Munger, 2014; Thacker et al., 2006). De hecho, un 

reciente ana lisis longitudinal realizado en una cohorte de ma s de 10 millones de jo venes 

adultos sugiere que la seroconversio n derivada de la infeccio n del herpesvirus podrí a ser la 

causa del desarrollo de la enfermedad (Bjornevik et al., 2022).  

Como ya se ha mencionado, la EM constituye la primera causa de incapacidad en jo venes 

adultos. En las etapas iniciales de la enfermedad, no se observa neurodegeneracio n, pero en 

estadios progresivos esta aumenta. Gran parte de los pacientes padecen periodos de 

remisio n entre relapsos. Durante estos periodos de remisio n, los sí ntomas generados o 

agravados por el relapso se mantienen, aumentando así  de manera escalonada la 

discapacidad del individuo. Dependiendo del patro n clí nico de la enfermedad, y por lo tanto 

de los estadios de relapso/remisio n, se determinan cuatro tipos de EM: el vaso clí nico 

aislado (CCA), la EM recurrente remitente (EMRR), la EM de progresiva primaria (EMPP) y 

la EM de progresio n secundaria (EMPS). Existen algunas formas clí nicas fuera de esta 

clasificacio n de las formas de EM (Traboulsee et al., 2016). Entre ellos, la EM benigna, la cual 

cursa con un bajo nu mero de ataques con consecuencias leves que no afectan a la 

funcionalidad del tejido nervioso (Lublin & Reingold, 1996).  

El caso clí nico aislado (CCA), se caracteriza por la presencia de ataques con uno o mu ltiples 

focos, que desencadenan a una resolucio n parcial o completa. Son casos poco comunes, ya 

que habitualmente progresan a otras formas de EM. 
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La esclerosis mu ltiple recurrente remitente (RREM), es la forma ma s habitual de EM, con el 

85% de los casos del total. Se manifiesta inicialmente con sí ntomas visuales y sensoriales, 

como son la visio n borrosa o doble, el ve rtigo, la fatiga o la sensacio n de entumecimiento de 

las extremidades y los ataques pueden llegar a durar de dí as a meses. Se caracteriza por la 

presencia de ataques definidos que cursan con la aparicio n de nuevos sí ntomas 

neurolo gicos o un aumento en la severidad de los ya experimentados, seguidos de periodos 

de remisio n. Durante estas remisiones, que pueden abarcar de meses a an os, los sí ntomas 

pueden o no desaparecer, aunque el dan o neurolo gico es permanente.  

La esclerosis mu ltiple progresiva primaria (EMPP) se caracteriza por la ausencia de ataques 

definidos. Presenta, aun así , una evolucio n progresiva, lenta y continua de la aparicio n y 

severidad de los sí ntomas. Acumulando de ficits neurolo gicos y un aumento en la 

discapacidad que puede extenderse de meses a an os. Corresponde al 10% de los pacientes 

diagnosticados con EM (Ebers, 2004). 

La esclerosis mu ltiple progresiva secundaria (EMPS) se caracteriza por la pe rdida de los 

periodos de relapso/remisio n y se adquiere un deterioro progresivo similar al de la EMPP, 

desarrollando lentamente una pe rdida general de la funcionalidad. Es la forma avanzada de 

la EMRR. Aproximadamente el 50% de los pacientes de EMRR acabara n por desarrollar esta 

forma progresiva (Miller te al., 2000).  

En todas las formas de EM, así  como en todos los estadios de estas, se observa cierto grado 

de inflamacio n cro nica. Secuela con gran relevancia en el desarrollo y la severidad de la 

enfermedad, especialmente en el inicio del proceso neurodegenerativo que aparece en el 

SNC. La inflamacio n cro nica se origina por la activacio n de las respuestas innata y adaptativa 

del sistema inmunolo gico. Por lo tanto, intervienen gran cantidad y diversidad de ce lulas 

SNC. Por un lado, la respuesta adaptativa sera  liderada por los linfocitos T. Estos son los 

encargados de la degradacio n de la mielina, que resulta en la disminucio n de la transmisio n 

axonal, y eventualmente la muerte celular. No siendo, pero, las u nicas ce lulas reclutadas al 

SNC desde la periferia. Por otro lado, la respuesta innata sera  orquestada por macro fagos 

residentes, por la microglí a y la astroglí a (Figura 9)(Mayo et al., 2012).  

El reclutamiento de ce lulas inmunes es uno de los procesos cruciales en el desarrollo de la 

neuroinflamacio n y por tanto de la progresio n de la EM. En muestras post-mortem de 

pacientes de EM se ha observado una pe rdida de la integridad de la barrera 

hematoencefa lica (BHE) de cara cter cro nico, evidenciando la elevada tasa de reclutamiento 

de leucocitos (Kirk et al., 2003). Diferentes estudios han descubierto un sistema linfa tico 

rudimentario en el SNC asociado a los senos venosos, que permite la migracio n de ce lulas 

dendrí ticas y cierto tipo de ce lulas T, para llevar a cabo la presentacio n de antí geno a los 

no dulos linfa ticos cervicales (Louveau et al., 2018). La mayorí a de los linfocitos T reclutados 

al foco inflamatorio presentan un fenotipo activado o citoto xico, y tienen, presumiblemente 

una vida media reducida. Pero, se ha descrito como parte de estos linfocitos son capaces de 

convertirse a ce lulas T de memoria, que residira n en el tejido por un tiempo prolongado 

(Machado-Santos et al., 2018) (Figura 9). Estos linfocitos T, ante un estí mulo inflamatorio, 

se diferencian a linfocitos citoto xicos. Así  mismo, se ha descrito la presencia de ce lulas B con 

capacidad de diferenciacio n a ce lulas plasma ticas en el pare nquima cerebral de pacientes 

con EM (Wicken et al., 2018). Se sugiere que estos leucocitos residentes son capaces, por 

tanto, de iniciar un nuevo foco inflamatorio cuando el tejido previamente dan ado exponga 

los antí genos adecuados para su activacio n. 
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Figura 9. Esquema de las principales implicaciones de la respuesta inmune innata y adaptativa en el 

desarrollo y progreso de la esclerosis mu ltiple. [Abreviaturas en figura: Factor necro tico tumoral α 

(TNF-α), Interleucina 1β (IL-1β)] 

Fisiopatolo gicamente, el estudio del desarrollo de las lesiones de la EM se limitaba a la 

materia blanca. Sin embargo, se ha descrito que la materia gris, especialmente en la regio n 

cortical tambie n se ve afectada por la enfermedad (Kutzelnigg & Lassmann, 2005). De hecho, 

se ha demostrado la capacidad de las ce lulas B mení ngeas para formar agregados ecto picos 

de tipo linfoide. Estos agregados se asocian a la desmielinizacio n cortical inflamatoria y al 

proceso neurodegenerativo de la materia gris cortical en la EM, con una mayor agresividad 

de la enfermedad. Mediante autopsia, se ha observado que el 40% de pacientes con EMPS 

presentan estos agregados linfoides de ce lulas B (Howell et al., 2011).  

Las lesiones propias de la EM se clasifican en funcio n de la extensio n de la inflamacio n, así  

como por el grado de desmielinizacio n (Kuhlmann et al., 2017; Matthews, 2019). Una lesio n 

se considera activa cuando el proceso de desmielinizacio n esta  activo. En este caso, los 

macro fagos y la microglí a se extienden por toda la zona afectada. Una lesio n mixta (activa-

inactiva) es aquella que en su parte central o bien presenta una desmielinizacio n focalizada 

o un proceso activo de remielinizacio n, y por tanto se observa la presencia de finas capas de 

mielina. En este tipo de lesio n, gran parte de los macro fagos y microglí a se encuentran en la 

periferia de la lesio n. En la lesio n mixta, el fenotipo dominante de los macro fagos 
involucrados es proinflamatorio (Reynolds et al., 2011). Mientras que la microglí a que se 

encuentra a la parte central de la lesio n  presenta un fenotipo antiinflamatorio (M2) con 

actividad asociada al proceso activo de remielinizacio n (Miron et al., 2013). 

Otro tipo celular que toma un rol crucial en el desarrollo lesivo de la EM es la astroglí a. Sus 

funciones se hallan altamente correlacionadas con las de la microglí a, y se ven 

incrementadas en las lesiones de tipo mixto (Liddelow & Barres, 2017).  
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1.4.1. Epidemiología y diagnóstico de la Esclerosis Múltiple 
En 2020 se estimo  que a nivel mundial aproximadamente 2,8 millones de personas padecí an 

EM. Siendo la prevalencia global de la enfermedad de 35,9 por cada 100.000 habitantes 

(Walton et al., 2020). Segu n la informacio n compilada por la federacio n internacional de la 

esclerosis mu ltiple, esta prevalencia ha incrementado un 30% desde el an o 2013, con un 

porcentaje menor al 20% de paí ses que han experimentado una disminucio n o un 

mantenimiento en sus valores. De manera global, las mujeres presentan una probabilidad 

dos veces mayor de padecer la enfermedad. 

Epidemiolo gicamente, se ha observado que la edad tiene una relacio n directa con un 

incremento en la incidencia de las formas progresivas, así  como en la severidad de la 

enfermedad. Este hecho se asocia con los cambios intrí nsecos de la regulacio n del sistema 

inmune debidos a la edad, como el aumento en la activacio n con cara cter proinflamatorio 

de la microglí a (Zrzavy et al., 2018).  

Las manifestaciones clí nicas de la EM son muy diversas, ya que la afectacio n funcional 

depende de las a reas lesionadas del SNC. El diagno stico de este trastorno, por tanto, supone 

un proceso complejo que hoy en dí a se basa en criterios clí nicos de exclusio n y ana lisis 

radiogra ficos. Entre las pruebas habituales se encuentran: la puncio n lumbar, para examinar 

ciertas anormalidades en anticuerpos relevantes, o los ana lisis sanguí neos para descartar 

afectaciones con sintomatologí a similar, como la enfermedad de Lyme. nivel radiogra fico, el 

uso de la imagen por resonancia magne tica (MRI) para la identificacio n de lesiones es el 

u ltimo criterio de confirmacio n. Otra te cnica de imagen que se plantea clí nicamente en el 

diagno stico de la EM es el PET, usando radioligandos asociados a microglí a y astroglí a para 

la identificacio n de focos lesivos inflamatorios, difí cilmente detectables mediante MRI 

(Banati et al., 2000; Datta et al., 2017). 

En el a mbito clí nico, no existe actualmente un tratamiento definitivo para la EM. Así , se 

utilizan diversos enfoques para el tratamiento de la enfermedad, basados en modular los 

periodos de relapso, acelerando su recuperacio n y reduciendo su recurrencia, a la vez que 

se intenta ralentizar el avance de la sintomatologí a. Por un lado, para el tratamiento de los 

relapsos, es comu n el uso de corticoides, como la prednisona, para reducir la inflamacio n 

nerviosa. Como terapí a de segunda lí nea se llevan a cabo plasmafe resis. La plasmafe resis es 

un te cnica que permite la filtracio n del plasma sanguí neo para su recambio, eliminando, 

entre otros, los anticuerpos resultantes de la reaccio n autoinmune propia de la EM. Por otro 

lado, los tratamientos enfocados a la ralentizacio n de la progresio n de la enfermedad se 

conocen como terapias de modificacio n de la enfermedad (DMT). Por ejemplo: el ponesimod 

y la cladribina. Estos principios activos limitan el metabolismo y al divisio n celular de 

linfocitos, limitando la capacidad de reparacio n del ADN (Comi et al., 2019). Otro ejemplos 

son el natalizumba o el alemtuzumab, que son anticuerpos monoclonales que impiden la 

infiltracio n de ce lulas inmunes a trave s de la BHE y bloquean la accio n de linfocitos maduros, 

respectivamente. En u ltimo lugar,  mencionar la importancia de la terapia fí sica para el 

tratamiento de algunos sí ntomas. El fortalecimiento de mu sculos y el alivio de algunos 

signos sensoriales mediante fisioterapia, incrementa la calidad de vida de los pacientes 

(Motl & Pilutti, 2012).  

 

1.4.1.1. Investigación actual  
Los esfuerzos actuales de la investigacio n de la EM recaen en el diagno stico temprano de la 

enfermedad, para minimizar mediante DMT la sintomatologí a y por lo tanto la severidad del 

trastorno, o paliar su progresio n.  
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Actualmente, el diagno stico de la EM se realiza mediante unas guí as revisadas: los criterios 

de McDonald. Entre estos criterios destaca la deteccio n de bandas oligoclonales especí ficas 

en el lí quido cefalorraquí deo (LCR), la cual utiliza te cnicas de inmunotransferencia o 

western blot. Aunque, hoy en dí a, este tipo de pruebas presentan una baja eficiencia a la hora 

del diagno stico de la EM. Dado que la presencia de bandas oligoclonales, en primer lugar, se 

puede detectar en individuos que padezcan otras enfermedades neurolo gicas, y pueden no 

detectarse en todos los pacientes de EM. El desarrollo de nuevos criterios, basados en 

valores ma s fiables se encuentra bajo un estudio constante. Uno de los ma s prometedores 

se basa en la determinacio n de las cadenas ligeras libres de Kappa en el LCR (KLCR), que se 

ven aumentadas en los enfermos de EM (Presslauer et al., 2008; Saadeh et al., 2022). Las 

ce lulas B generan cadenas ligeras y cadenas pesadas para la formacio n de 

inmunoglobulinas. Las KLCR son un producto sobrante de esta formacio n que indica una 

activacio n ano mala de la respuesta inmune. Importante mencionar que tambie n se esta n 

evaluando te cnicas que requieren de una integracio n a nivel informa tico, como son los 

ana lisis de proteo mica y de transcripto mica para detectar nuevos marcadores. Las te cnicas 

de multiplexing, se basan comparando en el estudio de los niveles de mu ltiples proteí nas 

se ricas y han demostrado una mayor precisio n a la hora de determinar periodos de relapso 

(Gawde et al., 2022). El uso de secuenciacio n de RNA celular individual permite el estudio 

concreto de ce lulas presentes en serum o LCR, y la deteccio n de diferencias relevantes en el 

fenotipo celular. Por ejemplo, la polarizacio n de ciertas ce lulas B hacia un estado activo, se 

ha asociado con un proceso activo de EM (Ramesh et al., 2020). 

Los tratamientos actuales para la EM se basan en la mejora de la sintomatologí a, 

ralentizando su progreso o minimizando el impacto de los relapsos. Teniendo en cuenta el 

cara cter neurodegenerativo de la EM, el uso de ce lulas para promover el recambio celular 
se presenta como un potencial tratamiento con prometedores resultados a nivel de ensayo 

clí nico. El ensayo clí nico en fase I STEMS, realizado con un seguimiento mí nimo de 96 

semanas, evalu o la seguridad del uso de ce lulas precursoras neuronales en pacientes con 

formas progresivas de EM. La inyeccio n intratecal de ce lulas precursoras neuronales 

demostro  una menor atrofia cerebral en comparacio n con el grupo control (Genchi et al., 

2023). Otro ensayo clí nico prometedor en fase II, el S16.005, ha demostrado una correlacio n 

directa entre el tratamiento mediante inyeccio n intratecal de ce lulas madre progenitoras 

mesenquimales y una respuesta terape utica positiva en pacientes con formas progresivas 

de EM (Harris et al., 2021). 

Tambie n se esta n estudiando nuevos tratamientos de la EM que se centran en factores 

ambientales. Por ejemplo, el estado nutricional, afecta la severidad de la EM. Algunos 

nutrientes presentan la capacidad de exacerbar o reducir la severidad de sí ntomas de la EM 

modulando la inflamacio n y la sen alizacio n REDOX (Riccio & Rossano, 2015). Un ejemplo 

claro de estos nutrientes o compuestos, son los polifenoles, como es el resveratrol, los cuales 

han demostrado tener efectos antioxidantes, antiinflamatorios y neuroprotectores (La Rosa 

et al., 2023). En el modelo animal de EM, CPZ, se ha observado que la administracio n de 

resveratrol es capaz de disminuir el estre s oxidativo, la disfuncio n mitocondrial e incluso, 

un inducir un incremento en la remielinizacio n de las lesiones en la materia blanca (Ghaiad 

et al., 2017). Recientemente, se ha descrito mediante un ensayo clí nico en fase III, que la 

suplementacio n con Vit-D 3 no es capaz de reducir EMRR la severidad o recurrencia de los 

relapsos en pacientes con EMRR (Cassard et al., 2023). Aunque el de ficit de Vit-D se asocia 

con un riesgo ma s elevado a padecer EM (Munger et al., 2006). 
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1.4.2. El rol de la astroglía en la Esclerosis Múltiple 
La progresio n de la EM, así  como su desarrollo secundario, se asocia principalmente a la 

activacio n con cara cter cro nico de las ce lulas del sistema inmunolo gico innato del SNC, 

entras las cuales destacan la microglí a y la astroglí a (Lassmann et al., 2012). Cla sicamente, 

la actividad de la astroglí a en la patologí a de la EM se creí a limitada a la cicatrizacio n, 

encapsulando el a rea una vez el proceso desmielinizante se da por finalizado. De hecho, las 

lesiones inactivas, son aquellas que presentan pocas o carecen de microglí a y macro fagos 

activados, y,  han iniciado este proceso de cicatrizacio n. (Kuhlmann et al., 2017). Esta idea, 

pero, queda obsoleta al comprender ciertas acciones de los astrocitos en las etapas 

tempranas del desarrollo de la EM, donde juegan un papel importante en el reclutamiento 

de linfocitos y la exacerbacio n del dan o tisular, y a su vez, confinando el foco inflamatorio y 

promoviendo la reparacio n tisular (Farina et al., 2007; Ponathet al., 2018).  

Los astrocitos representan, aproximadamente, el 30% de las ce lulas gliales del SNC. Son 

cruciales para el mantenimiento fisiolo gico de las funciones del SNC, con un papel principal 

en la homeo stasis y el soporte metabo lico neuronal (Masutani et al. 2004; Ransohoff & 

Brown, 2012; Sofroniew & Vinters, 2010). El concepto de sinapsis tripartita consiste en la 

consideracio n del terminal presina ptico y el terminal postsina ptico neuronales, pero 

tambie n la terminacio n astroglial. El astrocito presente en cerebro sano facilita la correcta 

neurotransmisio n, regulando los niveles de glutamato, lactato y antioxidantes, así  como 

mu ltiples factores tro ficos. Cabe destacar tambie n, su capacidad para secretar citoquinas 

como son el TFG-β y la IL-10 de manera constitutiva, promoviendo un estado 

antiinflamatorio fisiolo gico (Johnet al., 2003)(Figura 10).  

Los astrocitos SNC son capaces de activarse como parte de la respuesta inmune innata, pero 

tambie n adaptativa, frente a estí mulos propios de estre s oxidativo o quí mico. Su 

estimulacio n resulta en la secrecio n de citoquinas como son el TNF-α o la IL-6 y la 

produccio n de factores como es el factor neurotro fico derivado de cerebro (BDNF). Los 

astrocitos reactivos, de manera ana loga a las categorí as fenotí picas utilizadas para la 

microglí a, se diferencian en astrocitos A1 y A2 (Escartin et al., 2021; Liddelow & Barres, 

2017). El fenotipo astroglial A1, se caracteriza por presentar el marcador del componente 3 

del complemento y se induce ante el proceso inflamatorio resultado de una lesio n en el 

tejido. El fenotipo A2, se induce en procesos isque micos y lesiones agudas del SNC, y se 

caracteriza por expresar una baterí a de factores neurotro ficos. Ejerciendo funciones 
cla sicamente asociadas a la neuroproteccio n. Al igual que en microglí a, se sugiere que la 

astroglí a no se limita a la dicotomí a A1/A2, si no que puede presentar un amplio rango 

fenotí pico.  

Los astrocitos activados son capaces de producir una respuesta inflamatoria mediante el 

reclutamiento de leucocitos al SNC como defensa ante una lesio n o agravio. Expresan 

mole culas de adhesio n celular como la mole cula de adhesio n intercelular 1 (ICAM-1) o la 

mole cula de adhesio n vascular 1 (VCAM-1) (S. J. Lee & Benveniste, 1999)(Figura 10). La 

respuesta proinflamatoria mediada por los astrocitos, puede ser modulada mediante 

neuroesteroides, como el estro geno, sintetizado en el mismo SNC como modulador de la 

excitacio n neuronal (Schumacher et al., 2012). La estimulacio n de la astroglí a mediante 

citoquinas proinflamatorias inhibe las funciones homeosta ticas y de soporte neuronal. 

Resultando así , en una desregulacio n metabo lica por falta de lactato y una falta de 

recaptacio n de glutamato, promoviendo la excitotoxicidad neuronal. En pacientes de EM se 

ha descrito una elevada concentracio n de glutamato en lesiones activas mediante la te cnica 

de espectroscopia de resonancia magne tica (MRS) (Srinivasan et al., 2005). 
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La implicacio n de los astrocitos en el desarrollo de las lesiones de la EM es cada vez ma s 

evidente. En lesiones activas, los astrocitos adquieren una morfologí a hipertro fica, con un 

incremento en el taman o del soma y una modificacio n en la direccio n de los procesos 

astrogliales. La hipertrofia astroglial pronunciada es un feno meno indicativo de dan o tisular. 

En la EM se relaciona con la pe rdida de oligodendrocitos, perturbando la red astroglí a-

oligodendroglí a (Brosnan & Raine, 2013). La retraccio n de los procesos astrogliales tambie n 

supone una pe rdida de la glia limitans, estructura constituida por una capa formada por 

prolongaciones astrogliales asociada a la la mina basal del pare nquima del SNC. Su alteracio n 

afecta así , a la integridad de la BHE e incrementa el acceso al SNC de ce lulas inmunes 

perife ricas.  

En el modelo animal de encefalomielitis autoinmune (EAE), inducida mediante la 

inmunizacio n con pe ptidos derivados de la mielina o la transferencia de linfocitos T 

activados contra la mielina, se han observado astrocitos en las lesiones incipientes, es decir 

en las primeras fases de la formacio n de la lesio n, significativamente antes de que se de  la 

infiltracio n celular en el pare nquima cerebral (Pham et al., 2009). En lesiones de EM se ha 

descrito la expresio n del MCH de clase dos y mole culas coestimuladoras en astrocitos. Así  

como una migracio n de los astrocitos a los ma rgenes de las lesiones activas que contienen 

restos de mielina (Traugott, 1987; Zeinstraet al., 2003). En estas condiciones, los astrocitos 

inducen la activacio n de las ví as de sen alizacio n NFκB y la secrecio n de quimiocinas de 

reclutamiento de macro fagos, microglí a y linfocitos (Kipp et al., 2009). En ratones del 

modelo EAE con una delecio n condicional del ligando 2 de quimiocina (CCL2) astroglial se 

observo  una menor severidad en etapas tardí as de la enfermedad. Teniendo en cuenta que 

la funcio n de la CCL2 es el reclutamiento de macro fagos y linfocitos T, esta mejora se atribuye 

a la menor infiltracio n y menor activacio n de ce lulas inmunes (Kim et al., 2014). En el 
modelo animal tratado con Cuprizona (CPZ), se ha identificado el reclutamiento temprano 

de la microglí a por parte de los astrocitos como un factor beneficioso para la EM (Kipp et al., 

2009; Skripuletz et al., 2013). Debido al retraso en el proceso de eliminacio n de los restos 

de mielina, impidiendo el proceso de remielinizacio n y de diferenciacio n de los precursores 

de oligodendrocitos. Demostrando la relevancia de la astroglí a en el proceso de 

remielinizacio n.  Estos resultados sugieren una ventana de accio n limitada de la activacio n 

de la astroglí a, mientras que su activacio n temprana ejerce efectos beneficiosos, su 

activacio n a largo plazo no parece atenuar la progresio n de la EM. 

El rol de los astrocitos en la EM presenta cierta controversia. Por una parte, se entiende que 

los astrocitos promueven la respuesta inflamatoria y neuroto xica por parte en las lesiones 

de la EM, pero estos tambie n son capaces de ejercer un papel neuroprotector y reparador. 

Uno de los factores producidos por los astrocitos y las neuronas en el SNC sano es el BDNF. 

En modelos de EAE, la delecio n del BDNF especí fico de astrocitos incrementa la severidad 

del trastorno, con una mayor pe rdida axonal. Adema s, en el modelo CPZ, el incremento en la 

produccio n de BDNF astroglial, inducido por la estimulacio n de los receptores 

metabotro picos de glutamato mGluR, demuestra una implicacio n positiva en el proceso de 

remielinizacio n (Fulmer et al., 2014; D.-H. Lee et al., 2012; Linker et al., 2010). Por otro lado, 

la astroglí a es susceptible a los neuroesteroides. En el modelo EAE, se ha observado que el 

tratamiento con un agonista del receptor de estro genos α (ERα) ejerce una mejora en la 

sintomatologí a, una menor infiltracio n celular y pe rdida axonal. Estos efectos se asocian al 

ERα presente en la astroglí a, debido a que la delecio n condicional de e ste es capaz de 

revertir los efectos observados (Spence et al., 2013). 

Las ce lulas B son otro de los factores a considerar en el desarrollo de la EM. Uno de los 

factores que contribuye a la supervivencia y la proliferacio n de estas ce lulas es el factor 
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activador de ce lulas B (BAFF) (W. N. Khan, 2009). El cual es sintetizado por astrocitos que 

colocalizan con ce lulas inflamatorias que expresan receptores de BAFF (Krumbholz et al., 

2005) y presenta una sobreexpresio n en lesiones de EM. Sugiriendo la implicacio n de la 

astroglí a en el desarrollo de la enfermedad asociado a la accio n de las ce lulas B. 

Ciertos fa rmacos y tratamientos aceptados para la EM tienen efectos sobre la funcio n 

astroglial. Un ejemplo es el Fumarato de Dimetilo (DMF), SNC que incrementa el factor 

nuclear eritroide 2 en astrocitos, el cual ejerce un efecto protector sobre la respuesta al 

estre s oxidativo (Brennan et al., 2017). Tambie n, el DMF es capaz de inhibir la secrecio n de 

citoquinas proinflamatorias en microglí a y astroglí a (Galloway et al., 2017).  

 

Figura 10. Esquema simplificado de la implicacio n y funcio n de la astroglí a en el cerebro sano y en 

las lesiones activas en esclerosis mu ltiple. [Abreviaturas en figura: Esclerosis mu ltiple (EM), Factor 

de crecimiento transformante β (TGF-β), Factor neurotro fico derivado de cerebro (BDNF), Factor 

necro tico tumoral α (TNF-α), Factor activador de ce lulas B (BAFF), Mole cula de adhesio n vascular 1 

(VCAM-1), Mole cula de adhesio n intercelular 1 (ICAM-1), Barrera hematoencefa lica (BHE), 

Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 10 (IL-10)] 

 

1.4.3. Implicaciones de los receptores de adenosina en la Esclerosis Múltiple 
Entre otras mu ltiples funciones, el sistema adenosine rgico destaca por su accio n reguladora 

sobre el sistema inmune y el proceso inflamatorio. Por este motivo, se consideran a los 

receptores de adenosina como posibles dianas para el tratamiento de la EM. 

Los principales receptores de adenosina expresados en el SNC son el A1R y el A2AR. Por un 

lado, el A1R se expresa en mu ltiples tipos celulares cerebrales, y su activacio n se asocia con 

efectos neuroprotectores en condiciones fisiopatolo gicas. De hecho, el A1R se expresa y es 

crucial para la activacio n de la microglí a (Luongo et al., 2014). Así  mismo, la accio n de la 

adenosina mediante el A1R reduce la proliferacio n de astrocitos e induce la produccio n del 

factor de crecimiento nervioso (Asong et al., 2019). En pacientes con EM se han observado 

niveles reducidos de la proteí na y el RNA de A1R, tanto en monocitos perife ricos como en 

macro fagos y microglí a residente del SNC (Johnston et al., 2001). La activacio n del A1R en 
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pacientes de EM es capaz de inhibir la secrecio n de IL-6, citoquina proinflamatoria, en 

ce lulas sanguí neas perife ricas mononucleares (Mayne et al., 1999). Tambie n se ha descrito, 

que la accio n de la adenosina sobre el A1R promueve la maduracio n y la migracio n de las 

ce lulas progenitoras de oligodendrocitos, favoreciendo el proceso de mielinizacio n (Cherchi 

et al., 2021). Por lo que la disminucio n de A1R en pacientes de EM, favorece la progresio n del 

proceso neurodegenerativo. Adema s, se postula la sobreexpresio n de β-arrestinas 

observada en etapas iniciales de la EM como el mecanismo responsable de la reduccio n de 

la expresio n de A1R (Tsutsui et al., 2008b). Así , un tratamiento temprano con agonistas del 

A1R podrí a inhibir la excesiva respuesta inflamatoria, previniendo o retrasando el desarrollo 

de la neurodegeneracio n propia de etapas posteriores de la EM. Pero, por otro lado, se ha 

descrito que la activacio n inespecí fica y especí fica de los AR (especialmente agonistas de 

A1R y A2AR administrados conjuntamente) es capaz de incrementar la permeabilidad de la 

BHE, y por tanto de promover la infiltracio n celular al pare nquima cerebral. (Carman et al., 

2011).  Por lo que se sugiere una dualidad en la accio n beneficiosa de la activacio n de A1R, 

la cual se asocia a la etapa de la progresio n de la EM.   

Por otro lado, el A2AR, en condiciones fisiolo gicas, se expresa principalmente en neuronas 

del estriado. En presencia de una lesio n en el SNC, se ha descrito un aumento en la expresio n 

de A2AR. La funcio n de A2AR en neuronas se relaciona con la viabilidad celular, y se ha 

descrito como el uso de antagonistas de A2AR ejerce un efecto neuroprotector, limitando el 

dan o axonal (Canas et al., 2009).  En ce lulas de microglí a tambie n se da una sobreexpresio n 

de A2AR, promoviendo la secrecio n de citoquinas proinflamatorias. Los antagonistas de A2AR, 

en este caso, han demostrado un efecto inhibitorio sobre la activacio n de la microglí a (C. 

Gomes et al., 2013; Minghetti et al., 2007).  En pacientes de EM, el A2AR se encuentra 

sobreexpresado en el endotelio pro ximo a la lesio n en la materia blanca y en linfocitos (Y. 

Liu et al., 2018; Vincenzi et al., 2013). 

De manera similar a los estudios enfocados en A1R, la activacio n de A2AR presenta resultados 

distantes en funcio n del contexto tisular y el tiempo de actuacio n. En animales modelos EAE, 

KO para el receptor A2AR, se ha observado un aumento en la severidad del trastorno (T. Wang 

et al., 2014; Yao et al., 2012). Concretamente, se observa un mayor dan o axonal, así  como 

una desmielinizacio n ma s extendida y una mayor actividad microglial y de los linfocitos T 

CD4+. Resultados consistentes con un efecto antiinflamatorio de la activacio n A2AR, pero 

aparentemente contrarias a la accio n neuroprotectora resultante del uso de antagonistas de 

A2AR.  Este feno meno, pero, podrí a ser explicado por una ventana terape utica limitada de la 

activacio n de A2AR. Se ha demostrado que el bloqueo de A2AR tras el inicio sintoma tico de la 

EM reduce la infiltracio n celular, la desmielinizacio n y los niveles de ciertas citoquinas como 

el IFN-γ. Mientras que, si el bloqueo de A2AR se da en la fase asintoma tica o temprana de la 

enfermedad no afecta a la severidad. De manera interesante, al analizar la accio n de 

agonistas de A2AR ante la aparicio n de los primeros sí ntomas motores de la enfermedad se 

observo  una inhibicio n de la capacidad fagocitaria de macro fagos y microglí a, así  como su 

migracio n in vitro, y su activacio n in vivo (Loram et al., 2015). 

1.4.4. Implicaciones de los receptores de cannabinoides en la Esclerosis 

Múltiple 
Actualmente el Sativex®, compuesto por una mezcla de Δ8-THC y CBD,  se utiliza como DMT 

para tratar la espasticidad en pacientes adultos con EM. Siendo el primer medicamento 

cannabinoide aceptado para el tratamiento de este trastorno y abriendo una puerta al 

estudio de potenciales aplicaciones terape uticas. La capacidad moduladora del sistema 

endocannabinoide a nivel de SNC, se atribuye principalmente al receptor CB1, dada su 
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elevada expresio n. Aunque cabe mencionar que no es el u nico receptor cannabinoide 

presente en el ence falo. 

En modelos experimentales de la enfermedad de EM, como es el modelo animal de 

encefalomielitis autoinmune (EAE), que puede inducirse mediante la inmunizacio n con 

pe ptidos derivados de la mielina, se plantea que la excitotoxicidad induce un mayor dan o 

axonal asociado a una progresio n acelerada de la sintomatologí a y la perdida de 

funcionalidad (Pitt et al., 2000; Smith, Groom et al., 2000). Teniendo esto en cuenta, y el 

conocido rol del SEC en la prevencio n de la excitotoxicidad glutamate rgica inducida por el 

receptor de N-metil-D-aspartato (NMDAR), se ha evaluado el potencial de diversos 

compuestos cannabinoides (C. Gomes et al., 2013; Sa nchez-Bla zquez et al., 2013). Un 

ejemplo es el compuesto HU210. En el modelo de EM, TMEV-IDD, de sus iniciales en ingle s 

Theiler’s Murine Encephalomyelitis Virus-Induced Demyelinating Disease, se observo  que el 

HU210 ejerce un efecto neuroprotector. Este efecto, pero, necesita de la activacio n de ambos 

receptores cano nicos de cannabinoides, CB1R y CB2R, en neuronas y astrocitos, 

respectivamente (Docagne et al., 2007). Mostrando, una vez ma s, la complejidad de la 

modulacio n ejercida por el SEC.  

En ce lulas gliales se ha descrito que la unio n de cannabinoides a CB1R activa, entre otras, la 

ví a de sen alizacio n PI3K/Akt/TOR, la desregulacio n de la cual se asocia a reacciones 

autoinmunes exacerbadas, conduciendo a una respuesta inmune por parte de los linfocitos 

T y la ce lulas B y promoviendo la desmielinizacio n (Go mez Del Pulgar et al., 2002; Weber & 

Hemmer, 2010). En macro fagos y microglí a del modelo animal EAE, tambie n se ha descrito 

que la inhibicio n del CB1R promueve la polarizacio n de estos tipos celulares a un fenotipo 

M1-Th17, promoviendo la aparicio n temprana y la velocidad de la progresio n del trastorno 

(Lou et al., 2018).  

La activacio n de CB1R ha demostrado, en el modelo TMEV-IDD, la capacidad de recuperar la 

autotolerancia a largo plazo y así , la capacidad del sistema inmune para reconocer la mielina 

como propia (Arevalo-Martin et al., 2012). En consecuencia, se ve modulada negativamente 

la respuesta mediada por linfocitos Treg especí ficos del SNC. De hecho, en el modelo EAE se 

ha observado como el tratamiento con Δ9-THC reduce significativamente la severidad de la 

enfermedad. Efecto revertido ante la delecio n especí fica del CB1R neuronal (Maresz et al., 

2007). 

En otras enfermedades que cursan con inflamacio n tambie n se ha demostrado la accio n 

beneficiosa de la activacio n del CB1R. Por ejemplo, se ha descrito como la araquidonil-2’-

cloroetilamida (ACEA), agonista altamente selectivo de CB1R, estimula la neuroge nesis en el 

hipocampo de modelos animales de epilepsia, y es capaz de reducir el feno meno discine tico 

en modelos de EP. A la vez, su accio n promueve la proliferacio n y maduracio n de las ce lulas 

precursoras de oligodendrocitos (Ilyasov et al., 2018; Leija-Salazar et al., 2020; Zagaja et al., 

2019). 

 

1.5. La enfermedad de Alzheimer  
La demencia es un sí ndrome que puede ser causado por diferentes enfermedades, 

caracterizadas por la destruccio n del pare nquima cerebral y a la muerte neuronal, con el 

subsecuente deterioro cognitivo progresivo. La forma ma s comu n de demencia es la 

enfermedad de Alzheimer (EA), la cual presenta una neurodegeneracio n progresiva que 

afecta en fases iniciales a las capacidades de memoria y habla; resultando, en fases 

avanzadas, en una pe rdida de la habilidad de llevar a cabo las actividades cotidianas.  
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La EA se considera una enfermedad multifactorial, su etiologí a combina una serie de 

factores de riesgo gene ticos y ambientales entre los cuales destaca la edad avanzada del 

individuo. Aunque el desarrollo de la EA no es especí fico del proceso de envejecimiento, la 

probabilidad de padecerla aumenta exponencialmente en individuos por encima de los 65 

an os. Se han planteado mu ltiples teorí as sobre el origen y el desarrollo de la EA para intentar 

explicar su sintomatologí a y progresio n. La hipo tesis cla sica se basa en la presencia 

caracterí stica de agregados de proteí na β-amiloide (Aβ) formando las denominadas placas 

seniles. Estas estructuras se generan como resultado de un mal plegamiento de la proteí na 

Aβ que lleva a su acumulacio n en el espacio intercelular. La produccio n de Aβ resulta de la 

proteo lisis de la proteí na precursora amiloide (APP), la cual se expresa en neuronas y glí a a 

nivel del SNC, pero tambie n en muchos otros tejidos perife ricos como son la gla ndula 

tiroidea, el rin o n o el mu sculo esquele tico. La produccio n y eliminacio n de Aβ son necesarias 

para el normal funcionamiento del cerebro sano.  La agregacio n, y por tanto la formacio n de 

las placas seniles se asocia a la proporcio n existente en el tejido de las distintas formas del 

pe ptido Aβ, así  como al microambiente en que se encuentran. La reduccio n en la proporcio n 

Aβ-42/Aβ-40 ha mostrado disminuir la agregacio n en modelos animales transge nicos (Gu 

& Guo, 2013). La forma  Aβ-40 es mucho ma s abundante, aunque en las placas seniles la 

forma predominante es la Aβ-42, la cual presenta mayor susceptibilidad a la agregacio n, y 

consecuentemente, es la forma ma s detectada en pacientes con EA (Stine et al., 2003). Entre 

otros, estudios gene ticos que respaldan la teorí a cla sica, demuestran que los genes 

principalmente asociados con el desarrollo de la EA son: APP, PSEN1, PSEN2 y APOE (Levin 

& Vasenina, 2016). Todos ellos relacionados con el procesamiento de APP. 

Los efectos derivados de la acumulacio n de Aβ en placas seniles no representan un dan o 

suficiente a nivel de SNC como para el grave declive cognitivo observado en los pacientes de 
EA. Por lo que la comunidad cientí fica investiga la posibilidad de ampliar la hipo tesis cla sica 

basa ndose en otras particularidades de la enfermedad. Los oligo meros solubles de la 

proteí na Aβ presentan un rol patoge nico en la EA, que parece estar relacionado con la 

pe rdida de sinapsis, y por tanto con la muerte neuronal (Terry et al., 1991). En el modelo 

animal transge nico de la EA, APP-V717 (PD-APP) se han descrito alteraciones en procesos 

de potenciacio n a largo plazo (LTP) previos a la formacio n de placas seniles (Larson et al., 

1999). Así  mismo, se ha descrito la capacidad de las estructuras no fibrilares de Aβ para 

bloquear dichos procesos de LTP en cortes de cerebro e in vivo en el mismo modelo EP-APP 

(Lambert et al., 1998). De hecho, en el modelo transge nico de EA en el cual se induce 

amiloidosis cerebral mediante la expresio n del gen APP humano con la mutacio n Swedish 

(APPSw), se ha descrito que la presencia de oligo meros solubles de Aβ es suficiente y 

necesaria para inducir sinaptotoxicidad y la neurodegeneracio n, conduciendo a alteraciones 

del comportamiento (Walsh et al., 2002).  

Fisiolo gicamente, la eliminacio n de Aβ del SNC se produce mediante mu ltiples ví as. A nivel 

de la progresio n de la EA, la ví a que se ha demostrado que presenta una mayor relevancia 

EA es la dependiente del sistema inmune, mediada por la respuesta de ce lulas residentes. El 

feno meno de gliosis promueve la inflamacio n del tejido nervioso, agravando el progreso de 

la EA. La microglí a se activa ante la presencia de agregados de Aβ para inducir su 

eliminacio n, lo cual conlleva una secrecio n de gran cantidad de citoquinas proinflamatorias 

y especies reactivas de oxí geno (Rubio-Perez & Morillas-Ruiz, 2012). Así  mismo, se ha 

descrito que la actividad microglial es capaz de promover el fenotipo proinflamatorio de 

astrocitos, exacerbando au n ma s la respuesta inmune, y, por tanto, agravando el progreso 

de la EA (Liddelow et al., 2017). La microglí a activada de manera cro nica, sin embargo, 

presenta una disminucio n de su actividad fagocí tica. Lo que conlleva a una menor capacidad 

para eliminar las placas seniles; mientras la secrecio n de citoquinas continua promueve la 
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pe rdida de sinapsis y la apoptosis neuronal (Figura 11)(Heneka et al., 2015; Krabbe et al., 

2013). Diversos estudios gene ticos y transcripto micos respaldan la relevancia de diferentes 

ví as de sen alizacio n relacionadas con la microglí a como marcadores de riesgo en la EA 

(Bolo s et al., 2017; B. Zhang et al., 2013).  

Otro aspecto caracterí stico de la EA es la presencia de ovillos neurofibrilares (ONF) 

intracelulares constituidos por la agregacio n de la proteí na asociada a microtu bulos τ (tau) 

en su forma hiperfosforilada (Brier et al., 2016). La proteí na tau, presenta un dominio de 

unio n a microtu bulos, y, en condiciones fisiolo gicas participa en la correcta maduracio n de 

los microtu bulos estables. En la EA la proteí na tau experimenta una anormal fosforilacio n, 

que conlleva un incorrecto plegamiento, dando lugar a formas insolubles que tienden a 

agregarse. De hecho, se ha descrito como la proteí na tau hiperfosforilada es capaz de 

secuestrar y promover la agregacio n de proteí na tau no hiperfosforilada (Alonso et al., 

2018). Los motivos por los que se da la fosforilacio n ano mala de la proteí na tau no han sido 

descritos, pero estudios que demuestran que la hiperfosforilacio n de la proteí n tau esta  

relacionada con la presencia y la actividad de Aβ en el espacio extracelular (Franzmeier et 

al., 2020; W. J. Lee et al., 2022; O’Brien & Wong, 2011).  La presencia de estos ONF altera el 

transporte interno celular, disrumpiendo el metabolismo celular y causando la muerte 

neuronal (Eftekharzadeh et al., 2018)(Figura 11). Abriendo una nueva ventana en la 

investigacio n del desarrollo de la EA, dado que el proceso neurodegenerativo inducido por 

la acumulacio n de ONF, conduce al deterioro cognitivo observado en pacientes de EA.  

Por otro lado, el sistema inmune juega un rol relevante en el proceso patolo gico asociado a 

la hiperfosforilacio n y agregacio n de tau. La activacio n del complemento, en el SNC sano es 

crucial para la actividad de poda sina ptica, llevada a cabo por la microglí a. Este proceso se 

basa en la eliminacio n de sinapsis sobrantes, para el correcto funcionamiento cerebral. En 

etapas tempranas de la EA, se ha observado un aumento en la actividad de poda sina ptica, 

sugiriendo cierta perturbacio n en el proceso de plasticidad sina ptica (Hong et al., 2016). De 

hecho, la activacio n de la ví a del complemento en microglí a circundante a los terminales 

sina pticos ha demostrado exacerbar la patologí a asociada a tau (Britschgi et al., 2012). Así  

mismo, se ha descrito que la microglí a colabora en la propagacio n intercelular de proteí na 

tau, mediante la secrecio n de exosomas, promoviendo la extensio n y la severidad de la EA 

asociada a tau (Asai et al., 2015). 
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Figura 11. Esquema de la progresio n de la enfermedad de Alzheimer y factores descritos como 

elementos claves para su desarrollo. [Abreviaturas en figura: Pe ptido β-amiloide (Aβ), Ovillos 

neurofibrilares (ONF)] 

Estudios recientes describen que la microbiota intestinal puede influenciar en el desarrollo 

de diversas enfermedades neurodegenerativas. La microbiota esta  constituida por una 

enorme variedad de microorganismos (Belkaid & Harrison, 2017) y actu a como una de las 

primeras barreras frente a la exposicio n a pato genos o sustancias nocivas introducidas al 

organismo mediante el tracto gastrointestinal. Del mismo modo que es una fuente de gran 

cantidad de metabolitos y precursores que intervienen en funciones del SNC (Cattaneo et 

al., 2017; Park et al., 2017). La relacio n entre la microbiota y la cognicio n se introduce junto 

con la descripcio n del eje intestinal-cerebral (Gareau, 2014). Los microorganismos 

presentes en la mucosa intestinal son capaces de activar al sistema inmune, promoviendo la 

secrecio n de citoquinas proinflamatorias, que, mediante el sistema circulatorio, así  como el 

linfa tico, son capaces de atravesar la BHE, exacerbando procesos de neuroinflamacio n. De 

hecho, se ha descrito como la activacio n proinflamatoria aberrante por parte del 

microbioma favorece la agregacio n de Aβ y tau, promoviendo la amiloidosis y alterando la 

correcta maduracio n de la microglí a, en modelos de EA (Erny et al., 2015; Honarpisheh et 

al., 2020; Saksida et al., 2018; Xu & Wang, 2016). 

 

1.5.1. Epidemiología y diagnóstico de la enfermedad de Alzheimer 
En 2020 la suma de individuos que padecí an demencia ascendí a a 55 millones de personas 

a nivel mundial. Adema s, debido al creciente envejecimiento poblacional, se calcula que en 

cuestio n de 20 an os este nu mero se vera  duplicado, llegando a finales del 2030 con 

alrededor de 78 millones de diagno sticos. Entre el 60-80% de los casos de demencia se 

asocian al desarrollo de la EA, aunque muchos pacientes de demencia presentan un patro n 

mixto, con un cuadro clí nico que incluye varios trastornos neurodegenerativos (Alzheimer’s 

association, 2023). En Europa la prevalencia de la EA se calculaba alrededor de un 5,05%, 

con una incidencia de 7,02 por cada 1.000 personas/an o y 13,25 por cada 1.000 

personas/an o, en hombre y mujeres, respectivamente (Niu et al., 2017; Tahami Monfared et 

al., 2022). En Espan a, en 2019, la prevalencia de EA entre los individuos de 75-79 an os 



41 
 

ascendí a al 6,9%, llegando a casi triplicarse en el rango de los 85-89 an os, con un 20,1% 

(Ministerio de Sanidad, 2019). 

El riesgo de padecer EA aumenta exponencialmente con la edad, especialmente a partir de 

los 65 an os. El dan o neuronal causado por la EA, aparte de resultar en una evolucio n 

progresiva del de ficit cognitivo conlleva la muerte del individuo. En pacientes por encima de 

los 65 an os se calcula que la media de supervivencia es entre 4-8 an os tras su diagno stico. 

Los primeros signos cognitivos en individuos con EA se presentan en te rminos de memoria 

reciente, con una cierta facilidad para olvidar nueva informacio n. Aumentando, 

eventualmente, la dificultad a la hora de llevar a cabo tareas diarias o de resolucio n de 

problemas. Seguidos, eventualmente, por feno menos de confusio n espacial y temporal. El 

diagno stico temprano de la EA conlleva, así , una serie de beneficios en la calidad de vida de 
los pacientes, dado que gran parte de los medicamentos aprobados se enfocan en el 

tratamiento sintomatolo gico o la paliacio n de la progresio n del trastorno en las etapas ma s 

tempranas. En las etapas tardí as, el tratamiento se dificulta por el dan o cognitivo 

acumulado(Alzheimer’s association, 2023).  

Para el diagno stico de la EA, se llevan a cabo una serie de pruebas para la evaluacio n de las 

habilidades asociadas a la pe rdida de memoria, a la resolucio n de problemas o simplemente 

a la atencio n. Estas pruebas se complementan, en ocasiones, con evaluaciones psiquia tricas 

para la determinacio n de afectaciones comportamentales, y la exclusio n de otros trastornos. 

Una vez realizadas las primeras evaluaciones, el diagno stico definitivo depende de los 

exa menes y ana lisis en busca de marcadores propios de la EA. Es comu n el uso de te cnicas 

de imagen, como la tomografí a computarizada (TC), el MRI o la tomografí a de emisio n 

positro nica (PET). Esta u ltima, en el caso de la EA permite la deteccio n de placas seniles y 

cu mulos anormales de tau. Tambie n destaca en la pra ctica clí nica, la deteccio n de 

biomarcadores en muestras sanguí neas o de CSF. Siendo la ma s habitual la deteccio n de la 

forma Aβ-42 en CSF, prueba con mayor precisio n frente a su deteccio n en plasma (James, P. 

Klaas, 2022).  

 

1.5.1.1. Investigación actual 
Teniendo en cuenta que algunos de los feno menos caracterí sticos del desarrollo de la EA 

pueden iniciarse de cadas antes de su diagno stico y la diversa sintomatologí a presentada por 

los pacientes en fase preclí nica, la identificacio n de nuevos biomarcadores y factores 

gene ticos de riesgo cobra gran relevancia. Tambie n resulta imprescindible la investigacio n 

para el desarrollo de nuevas mole culas o compuestos capaces de paliar o bloquear el 

progreso de la EA. 

Se han descrito mu ltiples proteí nas y mole culas como potenciales biomarcadores para el 

diagno stico de la EA. Abarcando las diferentes caracterí sticas de la enfermedad, entre ellas 

la acumulacio n anormal de Aβ y tau hiperfosforilada, la neuroinflamacio n o la 

neurodegeneracio n. Buscando, no tan solo, encontrar marcadores precisos, sino tambie n 

incrementando el nu mero de marcadores disponibles para una evaluacio n combinatoria, 

que resulta en una mayor eficiencia a nivel clí nico. Entre los biomarcadores propuestos en 

los u ltimos an os se encuentra la neurogranina, una proteí na de unio n a calmodulina. Se ha 

descrito la elevada expresio n de neurogranina en a reas del cerebro afectadas por la EA, 

especialmente en el hipocampo. Actuando como un marcador de degeneracio n o pe rdida 

sina ptica (Guadan o-Ferraz, Vin uela, Oeding, Bernal, & Rausell, 2005; Kester et al., 2015; 

Kvartsberg et al., 2015; Wellington et al., 2016).  



42 
 

Otro recurso que presenta gran potencial es el uso de microARN (miRNA), los cuales han 

mostrado, mediante revisio n sistema tica, grandes resultados en el diagno stico prematuro, 

incluso 20 an os antes del desarrollo clí nico de la EA (Swarbrick, Wragg, Ghosh, & Stolzing, 

2019). En situaciones patolo gicas, los niveles de varios miRNA se encuentran alterados. En 

el caso de pacientes de EA se ha descrito la disminucio n del miR-125b y del miR-126b en 

LCR. Estos miRNA, entre otros, regulan factores inflamatorios pudiendo afectar al desarrollo 

de la EA (Galimberti et al., 2014; Jin et al., 2018). Especialmente el estudio de exosomas ha 

tomado gran relevancia en el estudio de estos marcadores miRNA. Dado que los exosomas 

encapsulan una elevada concentracio n de miRNA en su interior. Así  mismo al ser resultado 

de empaquetamiento no-aleatorio y poder atravesar la BHE, muestran gran correlacio n con 

el estadio patolo gico y pueden ser detectados mediante ana lisis poco invasivos (Dehghani 

et al., 2018; Forero et al., 2019).  

Farmacolo gicamente, el uso de anticuerpos monoclonales, la mayorí a de los cuales actu an 

sobre la agregacio n de Aβ, muestra gran potencial a nivel de los ensayos clí nicos. Un ejemplo 

es el medicamento AduhelmTM, con principio activo aducanumab, que reconoce las formas 

fibrilares solubles e insolubles de Aβ.  En un inicio se planteaba como tratamiento en 

estadios de deterioro cognitivo leve, pero su propuesta de comercializacio n en Europa fue 

retirada tras la negativa por parte de la EMA al evaluar los efectos secundarios y los riesgos 

asociados (Newton, 2022). Otro ejemplo es el gantenerumab, un anticuerpo monoclonal 

contra la forma fibrilar Aβ, que aunque no cumple los resultados clí nicos esperado al 

finalizar los ensayos en fase III, demostro  una mejora del 8% frente al tratamiento 

placebo(Bateman et al., 2022). Por otro lado, el lecanemab, un anticuerpo que reconoce las 

protofibrillas de Aβ, se comercializo  en los Estados Unidos bajo la marca comercial 

LEQEMBITM, como tratamiento para pacientes con demencia leve o asociada a una 
discapacidad cognitiva leve (van Dyck et al., 2022)y tras una exitosa fase III fue aprobado a 

principios del 2023 tanto por la FDA como por la EMA. Otro medicamento en la misma lí nea 

es el donanemab, pendiente de ser aprobado este an o por la FDA y la EMA para su 

comercializacio n en Europa, convirtie ndose, en menos de dos an os, en el tercer 

medicamento aprobado dirigido al tratamiento de la EA. 

 

1.5.2. Implicaciones de los receptores de adenosina en la enfermedad de 

Alzheimer 
El rol modulador del sistema adenosine rgico, adquiere una gran relevancia en el estudio de 

las enfermedades neuropsiquia tricas como la EA, que cursan con un proceso inflamatorio.  

El receptor de adenosina A2AR, como se ha introducido previamente, presenta un papel 

modulador a nivel del sistema inmune y favorece los procesos de neuroinflamacio n. En 

individuos de edad avanzada se ha descrito el aumento de la expresio n de A2AR a nivel 

cerebral (Temido-Ferreira et al., 2020), especialmente en terminales glutamate rgicos 

(Canas, Duarte, Rodrigues, Ko falvi, & Cunha, 2009). La activacio n del receptor A2AR, de 

hecho, es capaz de promover de ficits de memoria en ciertos animales. En estudios 

optogene ticos, la pe rdida de memoria espacial se asocia concretamente al a rea del 

hipocampo. Estos efectos causados por el A2AR en el hipocampo se asocian, principalmente, 

a la regulacio n de la liberacio n de glutamato en el espacio sina ptico (P. Li et al., 2015; Pereira 

et al., 2005). Adema s, se ha descrito que la actividad del A2AR a nivel presina ptico, en 

combinacio n con la accio n de los receptores de NMDA, genera un flujo anormal de calcio 

catio nico al interior celular, alterando la neurotransmisio n y la homeostasis celular 

(Temido-Ferreira et al., 2020). El bloqueo del A2AR, de hecho, ha demostrado inhibir el 
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proceso de sinaptotoxicidad, y por tanto revertir los efectos promovidos por la acumulacio n 

del pe ptido Aβ en modelos animales de EA con cara cter agudo y cro nico (Faivre et al., 2018; 

Silva et al., 2018).  

Cambios en los niveles de expresio n de A2AR tambie n han sido descritos en modelos y 

pacientes de la EA (Carvalho et al., 2019). En muestras de co rtex frontal de pacientes de EA 

se ha descrito una sobreexpresio n del receptor A2AR, en comparacio n con controles de la 

misma edad (Albasanz et al., 2008). Feno meno que tambie n se observa en pacientes con 

degeneracio n lobar frontotemporal, ma s concretamente en neuronas que presentan NFT 

(Carvalho et al., 2019). Relacionando así  el receptor A2AR con la patologí a asociada a la 

anormal agregacio n de proteí na tau hiperfosforilada. Por lo que se sugiere una correlacio n 

directa entre los niveles de ARN mensajero (mRNA) de A2AR con el desarrollo de la EA (Orr 

et al., 2015). Algunos estudios asocian la sobreexpresio n de A2AR a la funcio n microglial, ya 

que en hipocampo y co rtex de pacientes de EA, se ha observado el aumento de la expresio n 

de A2AR en estas ce lulas inmunitarias (Angulo et al., 2003).  

El receptor de adenosina A3R, aunque presenta un nivel de expresio n limitado, se extiende 

a gran parte del CNS, principalmente, en el hipocampo y el cerebelo, donde la activacio n del 

A3R se asocia a efectos neuroprotectores. Un ejemplo de ello se describe en modelos de 

lesio n trauma tica cerebral (Bozdemir et al., 2021), donde el A3R modula negativamente la 

respuesta inmunolo gica en procesos cro nicos. El receptor A3R, de hecho, presenta efectos 

inhibitorios sobre la gliosis reactiva, proceso inflamatorio comu n en las lesiones del CNS y 

en la EA, que marca la severidad y la velocidad del declive cognitivo y la consecuente pe rdida 

de memoria (De Sousa, 2022; Ferreira-Silva et al., 2020). Tambie n se ha descrito que la 

cafeí na ejerce un efecto protector a trave s del receptor A3R, suprimiendo la internalizacio n 

de APP (S. Li et al., 2015), con un efecto directo en el procesamiento y obtencio n del pe ptido 

Aβ. Planteando así  una mayor complejidad subyacente a la actividad de los receptores de 

adenosina en el proceso fisiopatolo gico de la EA. 

 

1.5.3. Receptor de N-metil-D-aspartato (NMDAR) 
El glutamato es el aminoa cido libre ma s abundante en el CNS, siendo a su vez, el 

neurotransmisor excitatorio principal en el cerebro humano. A parte de esta funcio n 

excitatoria, el glutamato forma parte de abundantes ví as metabo licas, e interviene en 

procesos de plasticidad neuronal, estando involucrado en la memoria y el aprendizaje 

(Riedel et al., 2003). Generando así  un gran intere s en la investigacio n de trastornos 

neurodegenerativos como la EA.  

La sen alizacio n en el CNS asociada al glutamato depende principalmente de su unio n a los 

diversos tipos de receptores de glutamato (GluR) presentes en la membrana de neuronas y 

glí a (Koehl et al., 2019).  

Los receptores de glutamato se dividen en dos grandes grupos: los receptores 

metabotro picos de glutamato (mGluR), que se catalogan dentro de la superfamilia de GPCR 

de clase C ; y, los receptores ionotro picos de glutamato, que son canales io nicos (iGluR). Los 

receptores ionotro picos son los principales encargados de la funcio n excitatoria cerebral en 

mamí feros. Dentro de este grupo, destaca el receptor de N-metil-D-aspartato (NMDAR). 

El NMDAR es un receptor tetrame rico constituido por un total de cuatro subunidades. Estas 

subunidades se identifican en tres subtipos (Moriyoshi et al., 1991): las subunidades GluN1, 

con dos subtipos descritos (A y B) y con un cara cter regulador otorgado por sus dominios 
de unio n a glicina (o serina). Las subunidades GluN3, que tambie n tienen dos tipos descritos, 
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A y B. Y las subunidades GluN2, de las cuales se han descrito cuatro subtipos (A-D) y que 

otorgan variabilidad funcional al receptor, determinando su localizacio n tisular. Estas 

subunidades presentan los centros de unio n a glutamato, determinando la selectividad del 

receptor.  

El receptor NMDA es un tetra mero constituido por una combinacio n de cuatro subunidades 

(GluN). En humanos, dos de estas subunidades pertenecen al tipo GluN1, mayoritariamente 

siendo las restantes dos subunidades GluN2 (Figura 12). Aunque se han descrito tetra meros 

menos comunes compuestos por combinaciones de GluN2 y GluN3, o incluso dos 

subunidades GluN3. Las subunidades del receptor NMDA forman un canal io nico que se 

encuentra constitutivamente bloqueado por iones de magnesio o zinc, los cuales previenen 

la entrada de cationes al interior celular.  

La activacio n del receptor NMDA es dependiente de voltaje y de ligando (Flores-Soto et al., 

2012). Por tanto, por un lado, es necesaria la despolarizacio n de la membrana celular para 

el desplazamiento del bloqueo io nico. Y, por otro lado, sera  necesaria la unio n tanto del 

glutamato, como del denominado co-agonista, la glicina o la serina. Resultando este proceso 

en la entrada no selectiva de cationes al interior celular a trave s del canal NMDAR, 

desencadenando mu ltiples funciones asociadas a respuestas a largo plazo en las sinapsis 

excitatorias (Figura 12). 

 

Figura 12. Receptor de N-metil-D-aspartato (NMDAR) en su estado conformacional activado. [Catio n 

calcio (Ca2+), Catio n magnesio (Mg2+)] 

El NMDAR se expresa mayoritariamente en el CNS pero tambie n se extiende a multitud de 

tejidos y ce lulas perife ricas, como son los islotes pancrea ticos, la medula adrenal, el corazo n 

o algunas ce lulas o seas (Hinoi et al., 2004; Leung et al., 2002). La funcio n del NMDAR en 

rin o n se asocia principalmente al feno meno de vasodilatacio n mediado por glicina. 

Consecuentemente, el uso de antagonistas de NMDAR induce la vasoconstriccio n promovida 

por el tratamiento con glicina. Así , animales alimentados con dieta baja en proteí nas 

muestran una importante limitacio n en los niveles de glicina y una disminucio n en la funcio n 

de NMDAR (Deng et al., 2002; Slomowitz et al., 2004). A nivel de la me dula o sea, se ha 

observado que el bloqueo del NMDAR es capaz de inducir una reduccio n en la 
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mineralizacio n de la matriz. Tambie n se ha descrito que el tratamiento con NMDA promueve 

la diferenciacio n de las ce lulas precursoras de osteoblastos. Este efecto se ve revertido con 

los antagonistas especí ficos de NMDAR (Ho et al., 2005; Lin et al., 2008).    

En el CNS, especialmente en contextos fisiopatolo gicos, se divide la expresio n del receptor 

NMDA en dos subpoblaciones: el NMDAR sina ptico, principalmente presente en los 

terminales postsina pticos, y el NMDAR extrasina ptico, que se distribuye por la membrana 

celular con especial presencia en espinas postsina pticas. El NMDAR sina ptico es crucial para 

la supervivencia neuronal, mientras que se ha descrito que la activacio n del NMDAR 

extrasina ptico promueve la pe rdida neuronal (Hardingham & Bading, 2010; Parsons & 

Raymond, 2014). Cla sicamente, en casos de EA se ha descrito una disminucio n de los niveles 

cerebrales de NMDAR (Hynd et al., 2001).Así  mismo, en pacientes con EA, se ha observado 

una disminucio n de los niveles de subunidades NR1 en hipocampo (Mishizen-Eberz et al., 

2004). Consistente con la internalizacio n activa de los NMDAR sina pticos descrita ante el 

tratamiento con la isoforma Aβ-42 en neuronas corticales. Efecto tambie n observado en 

modelos de APPSw que cursan con la sobreexpresio n de Aβ-42 (Snyder et al., 2005). La 

regionalizacio n de los NMDAR parece explicar, teniendo en cuenta la relacio n entre los 

receptores sina pticos y los receptores extrasina pticos, la disminucio n en la expresio n 

general observada. Puesto que, por otro lado, el incremento en la activacio n de los NMDAR 

extrasina pticos, se asocia con el feno meno de excitotoxicidad, y por tanto con la muerte 

celular y el progreso de la EA. De hecho, uno de los fa rmacos aprobados para el tratamiento 

de la EA es la memantina, antagonista no competitivo del receptor NMDA. La cual, se ha 

descrito actu a a nivel de los NMDAR extrasina pticos (Xia et al., 2010). La memantina es 

capaz de revertir la deficiencia observada en LTP producida por la acumulacio n de formas 

solubles de Aβ-42, evitando la exacerbacio n de los sí ntomas cognitivos derivados de la 
excitotoxicidad dependiente de la activacio n anormal de NMDAR (Klyubin et al., 2011; 

Rammes et al., 2011). Se ha demostrado como los NMDAR extrasina pticos son capaces de 

interaccionar con formas solubles del pe ptido Aβ (Snyder et al., 2005).  Por lo que los 

receptores NMDA extrasina pticos toman gran relevancia como diana terape utica en el 

estudio de la EA, y otras enfermedades neuropsiquia tricas que cursan con muerte neuronal.  

Las implicaciones de NMDAR en el CNS, así  como en la fisiopatologí a de la EA adquieren una 

mayor complejidad con la descripcio n de diversos complejos heterome ricos constituidos 

por el NMDAR y otros receptores. El hetero mero formado por NMDAR y el receptor de 

adenosina A2AR es un claro ejemplo. Teniendo en cuenta el incremento en la liberacio n de 

glutamato ante la activacio n de A2AR, la cual promueve el feno meno de excitotoxicidad. Se 

ha demostrado la expresio n del hetero mero A2AR-NMDAR en neuronas y especialmente en 

microglí a activada (Rafael Franco et al., 2020). En estas ce lulas se ha observado un 

feno meno de crossantagonismo por parte de los antagonistas especí ficos de ambos 

receptores. Sugiriendo una posible nueva indicacio n para los antagonistas del receptor A2AR, 

actuando sobre el hetero mero A2AR-NMDAR y bloqueando la excitotoxicidad asociada a la 

actividad de NMDAR.  

Existen otros hetero meros constituidos por el NMDAR que han sido descritos con relevancia 

en el desarrollo de la EA. Un claro ejemplo es el heterotrí mero junto al receptor de dopamina 

D1R y el receptor de histamina 3 (H3R) D1R-H3R-NMDAR (Rodrí guez-Ruiz et al., 2017). En 

este complejo se observa un feno meno de crossantagonismo por parte de los antagonistas 

especí ficos de H3R capaz de inhibir la muerte celular dependiente de la actividad 

excitoto xica de D1R y NMDAR en cultivos organotí picos de corteza. Por otro lado, en cultivos 

primarios de neuronas y microglí a del modelo transge nico de EA, APPSw/Ind, se ha descrito la 

sobreexpresio n del hetero mero CB2R-NMDAR. En este caso, se observa un crosstalk 
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negativo, donde la estimulacio n con ambos agonistas especí ficos resulta en una sen al 

inferior a la obtenida de la activacio n independiente de los receptores (Rivas-Santisteban et 

al., 2021). La activacio n del receptor cannabinoide ejerce un efecto inhibitorio sobre la 

accio n de NMDAR. Sugiriendo una nueva ví a en la que los cannabinoides ejercen un efecto 

neuroprotector, paliando el progreso del deterioro cognitivo propio de la EA.  

Teniendo en cuenta el relevante papel del glutamato a nivel del CNS, y la accio n de los 

receptores NMDA, especí ficamente los extrasina pticos, que promueven feno menos de 

neurotoxicidad. El estudio de la regulacio n de la actividad de NMDAR, formando o no 

complejos con otros receptores, presenta gran potencial como diana terape utica en el 

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como es la EA. 
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2.OBJETIVOS 
Objetivo 1. Determinar la formacio n y funcionalidad de los hetero meros entre los 

receptores de adenosina A1 y de cannabinoides CB1 estudiando en ce lulas HEK-293T 

transfectadas y en cultivos primarios de neuronas corticales y de astroglí a. Detectar los 

cambios de expresio n del complejo A1R-CB1R en tejido cerebral de un modelo animal de 

Esclerosis mu ltiple. 

Objetivo 2. Estudio de la estequiometria de los receptores A1 y A2A y la expresio n del 

hetero mero A1R-A2AR en una lí nea celular estable de glioblastoma. Ana lisis de la 

funcionalidad del complejo A1R-A2AR en cultivos primarios de astroglí a. Deteccio n de los 

niveles de expresio n del complejo A1R-A2AR en tejido cerebral de un modelo animal de 

Esclerosis mu ltiple. 

Objetivo 3. Determinar la expresio n y la funcionalidad del hetero mero A2AR-A3R en cultivos 

primarios de neuronas corticales, hipocampales y estriatales. 

Objetivo 4. Determinar la formacio n de hetero meros entre el receptor de cannabinoides 

CB1 y el receptor ionotro pico de glutamato NMDA en ce lulas HEK-293T.  Estudiar la 

funcionalidad del complejo CB1R-NMDAR en cultivos primarios de neuronas corticales 

tratados con Aβ o vehí culo. 
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3.METODOLOGÍA 

3.1. Reactivos y líneas celulares 
Para el desarrollo de las diferentes te cnicas realizadas se utilizaron los siguientes ligandos: 

el agonista selectivo de CB1R, ACEA (ref. 1319), dos  agonistas y un antagonista selectivos de 

A1R N6-Ciclopentiladenosina (CPA) (ref. 1702), (−)-N6-(2-Fenilisopropil)-adenosina (R-PIA) 

(ref. P4532) y DPCPX (ref. 439) respectivamente, el agonista y antagonista selectivos de A3R, 

el 2-Cl-IBMECA (ref. 1104) y el clorhidrato de PSB-10 (ref. 2010, referido como PSB-10) 

respectivamente, la sal amo nica de PSB0777 (ref. 4334, referido como PSB777) como 

agonista selectivo de A2AR, el Cannabidiol (CBD) (ref. 1570),  el agonista y el antagonista 

selectivos de NMDAR, NMDA (ref. 0114) y MK-801 (ref. 0955), respectivamente. Todos ellos 

fueros adquiridos en Tocris (Bristol, RU). Tambie n se utilizaron los reactivos siguientes: el 
lipopolisaca rido (LPS) de Escherichia coli O111:B4 (ref. L4391), el pe ptido Aβ1-42 (ref. 

PP69) y la Cuprizona (CPZ) (ref. 14690) que fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (MO, 

EE.UU.) El clorhidrato de Rimonabant, antagonista selectivo de CB1R, referido a partir de 

ahora simplemente como Rimonabant o SR141617 (ref. HY-14137), el SCH58261, 

antagonista de A2AR (ref. HY-19533), así  como su agonista selectivo el clorhidrato de 

CGS21680, referido como CGS21680 (ref. HY-15371) se obtuvieron en MedChemExpress 

(NJ, EE.UU.). 

Las lí neas estables utilizadas fueron obtenidas del American type culture collection (ATCC) 

(VA, EE.UU.). Siendo estas: las ce lulas embrionarias de rin o n humano HEK-293T/17 (CRL-

11268), referidas como HEK-293T. Las ce lulas ova ricas de ha mster chino CHO-K1 (CCL-61) 

referidas simplemente como CHO y la lí nea estable obtenida de glioblastoma de rata: C6 

(CCL-107). 

3.1.1. Producción de oligómeros Aβ  
Los oligo meros Aβ humanos (Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.) se prepararon siguiendo el 

protocolo previamente establecido (Klein, 2002). Brevemente, el Aβ1-42 liofilizado fue 

disgregado en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) (ref. B2517, Sigma-Aldrich, MO, 

EE.UU.) a una concentracio n de 0,5 mg/ml. Despue s, el HFIP se vaporo  a temperatura 

ambiente (RT) y el producto se almaceno  a -80 °C. 24 horas previas al experimento el 

pe ptido se disolvio  en DMSO y a continuacio n se sonico  en intervalos de 30 segundos un 

total de 240 segundos con una potencia del 35% usando el sonicador cup horn (Sonifier® 

SFX, Barcelona, Espan a). Finalmente, el pe ptido fue diluido a 50 µM en medio F12 (Thermo 

Fisher Scientific, Paisley, RU) y almacenado a 4 °C durante 24 horas para la oligomerizacio n. 

Para 

 cada experimento se utilizo  una preparacio n fresca de oligo meros.  

 

3.2. Cultivo celular y expresión heteróloga 
Las ce lulas HEK-293T, así  como las CHO se cultivaron para su crecimiento en medio DMEM, 

del ingle s Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Thermo Fisher Scientific, Paisley, RU) 

suplementado con suero bovino fetal inactivado por calor (FBS) al 5% (v/v), L-glutamina a 

2 mM, 100 U/ml de antibio tico combinado (penicilina y estreptomicina) y una solucio n de 

aminoa cidos MEM non-essential (1/100). Todos los suplementos anteriores fueron 

adquiridos en Thermo Fisher Scientific (Paisley, RU). Las ce lulas C6 se cultivaron para su 

crecimiento en medio DMEM con la mezcla de nutrientes F12-Ham (ref. D6421, Sigma-

Aldrich, MO, EE.UU.) y FBS al 10% (v/v) y 100 U/ml de antibio tico combinado (penicilina y 
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estreptomicina) (Thermo Fisher Scientific, Paisley, RU). Las ce lulas se mantuvieron a 37 °C, 

con un 5% de CO2 en una atmo sfera hu meda. 

Cuando se indica, las ce lulas HEK-293T o CHO fueron transfectadas de manera transitoria 

con los ADNc correspondientes mediante el me todo de la Polietilenimina (PEI) (Sigma- 

Aldrich, MO, EE.UU.). Brevemente, el ADNc se diluyo  en cloruro de sodio (NaCl) (150 nM) y 

se mezclo  con una solucio n de PEI (40 µM) en NaCl (150 nM) durante 10 minutos. 

Seguidamente, las ce lulas se incubaron con la mezcla adecuada en medio no suplementado. 

Tras 4 horas, el medio se reemplazo  por medio fresco DMEM suplementado y las ce lulas se 

mantuvieron a 37 °C con un 5% de CO2 en una atmo sfera hu meda durante 48 horas.  

3.2.1. Proteínas de fusión y vectores de expresión 
Los ADNc de las proteí nas humanas correspondientes a A1R, CB1R, A2AR, D1R, 5-HT2BR, β-

Arrestina II y a la subunidad NR1 del receptor NMDA, clonados en el vector pDNAc3.1 

(Invitrogen TM, Life Technologies, MA, EE.UU.) fueron amplificados sin sus correspondientes 

codones stop utilizando cebadores especí ficos sentido y antisentido con lugares de 

restriccio n: EcoRI y BAMHI en los casos de A1R, D1R y 5-HT2BR, HindIII y BamHI en los casos 

de A2AR y la subunidad NR1 del receptor NMDA, BamHI y KonI para CB1R y NheI y BamHI 

en el caso de β-Arrestina II. Para la obtencio n de los constructos A1R-Rluc, D1R-Rluc, 5-

HT2BR-Rluc, NR1-Rluc y β-Arrestina II-Rluc la clonacio n se llevo  a cabo en el vector pRluc-

N1 (PerkinElmer, MA, EE.UU.). Para la obtencio n de los constructos A1R-YFP, CB1R-YFP y 

A2AR-YFP la clonacio n se llevo  a cabo en el en el vector pEYFP-N1, variante amarilla 

aumentada de la GFP (Clontech, Heidelberg, Alemania).Los fragmentos fueron subclonados 

para encontrarse en fase y obtener los pla smidos que expresarí an las proteí nas de fusio n 

especificadas en el extremo C terminal del receptor o proteí na correspondiente.  

3.2.2. Obtención de cultivos primarios de neuronas 
Para la obtencio n de cultivos primarios de neuronas corticales, hipocampales y estriatales 

se utilizaron cerebros de fetos de rato n C57/BL6J (edad gestacional: 17 dí as). El aislamiento 

de las neuronas se inicio  con la extraccio n de los cerebros y el aislamiento de la regio n 

cortical, hipocampal o estriatal de ambos hemisferios. A continuacio n, se procedio  a la 

disgregacio n quí mica usando el enzima TrypLE TM express (1x) (Thermo Fisher Scientific 

(Paisley, RU) seguida de la disgregacio n meca nica utilizando jeringas de diferentes 

dia metros (21G y 25G). Tras el filtrado de la muestra por una malla de 100 µm, se 

centrifugaron las ce lulas (7 minutos, 200 g) y se resuspendio  el pellet obtenido en medio 

DMEM completo (suplementado con suero bovino fetal inactivado por calor (FBS) al 5% 

(v/v), L-glutamina a 2 mM, 100 U/ml de antibio tico combinado (penicilina y 

estreptomicina) y una solucio n de aminoa cidos MEM non-essential (1/100), para alcanzar 

una concentracio n de 300.000 ce lulas/ml. Para la realizacio n de los ana lisis funcionales se 

sembraron las neuronas en placas de 6 o 96 pozos, y en el caso de los ensayos de 

inmunocitoquí mica y ligacio n por proximidad en placas de 12 pozos con cubreobjetos. 

Todas las placas fueron previamente pretratadas con Poli-D-Lisina (Thermo Fisher 

Scientific (Paisley, RU) diluida en a cido bo rico (150 mM) (Panreac, Barcelona, Espan a). 

Pasadas 24 h, el medio de cultivo se sustituyo  por medio fresco Neurobasal (Thermo Fisher 
Scientific (Paisley, RU) suplementado con B-27 al 2% (v/v), 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml 

de antibio tico combinando (penicilina y estreptomicina) y una solucio n de aminoa cidos 

MEM no esecniales (1/100). Todos los suplementos anteriores fueron adquiridos en 

Thermo Fisher Scientific (Paisley, RU). Las ce lulas se mantuvieron a 37 °C, en un 5% de CO2 

y una atmo sfera hu meda un mí nimo de 12 dí as. 
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3.2.3. Obtención de cultivos primarios de astrocitos 
Para la obtencio n de cultivos primarios de astrocitos se utilizaron ratas Sprague-Dawley de 

2 dí as de vida (P2). La extraccio n y diseccio n de la corteza se realizo  seguida de la 

disgregacio n meca nica mediante pipeteo con pipetas este riles de 10 ml en HBSS filtrado, del 

ingle s Hanks Balanced Salt Solution, (137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.34 mM Na2HPO4, 0.44 mM 

KH2PO4,1.26 mM CaCl2, 0.4 mM MgSO4, 0.5 mM MgCl2, and 10 mM HEPES, pH 7.4). 

Seguidamente se filtro  la muestra por una malla de 100 µm, se centrifugo  (10 minutos, 200 

g) y resuspendio  el pellet obtenido en medio no suplementado y se centrifugo  de nuevo (10 

minutos, 200 g). Este pellet se resuspendio  en medio DMEM suplementado con FBS (10%) 

para alcanzar una concentracio n de 300.000 ce lulas/ml. Para los ana lisis funcionales se 

sembraron los astrocitos en placas de 6 o 96 pozos, y en el caso de los ensayos de 

inmunocitoquí mica y ligacio n por proximidad en placas de 12 pozos con cubreobjetos. Tras 

5 dí as en cultivo, las placas fueron agitadas horizontalmente durante 4 horas a 37 °C en un 

5% de CO2 y una atmo sfera hu meda. Finalmente, el medio de cultivo se sustituyo  por medio 

fresco tras 24 horas en cultivo, y tras 6 dí as en cultivo. Las ce lulas se mantuvieron a 37 °C en 

un 5% de CO2 y una atmo sfera hu meda, un mí nimo de 12 dí as. 

 

3.3. Modelos animales 

3.3.1. Ratón modelo de esclerosis múltiple 
Se utilizaron ratones macho C57BL/6 de 8 semanas de edad, con un peso de entre 20 y 24 

gramos. Los animales se mantuvieron en estantes ventilados por presio n positiva a 25±1 °C 

con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Se alimentaron ad libitum con pienso molido 

esta ndar (Teklad 2014s, EnVigo), permitie ndoles acceso libre a agua filtrada e irradiada con 

luz ultravioleta (UV) de manera previa a los experimentos. Todos los procedimientos, así  

como el cuidado de los animales se llevaron a cabo en acuerdo con las regulaciones europeas 

y espan olas (86/609/CEE; RD1201/2005) y fueron aprobadas por el comite  de e tica de la 
investigacio n de la Universidad de Oviedo y la Consejerí a de Agroganaderí a y Recursos 

Auto ctonos del Principado (PROAE14/2016). 

3.3.1.1. Administración de cuprizona 
En primer lugar, los animales fueron aclimatados, con anterioridad a los experimentos, y 

enjaulados de manera individual durante 7 dí as. Las condiciones esta ndar del laboratorio 

relativas a los ciclos luz/oscuridad, temperatura, humedad relativa y acceso libre a comida 

y agua se mantuvieron durante la totalidad del estudio. Para generar los diferentes grupos 

experimentales los animales fueron agrupados de manera aleatoria en 4 grupos. Los grupos 

experimentales se determinaron en funcio n del tiempo que fueron alimentados con pienso 

molido esta ndar conteniendo 0.25% (p/p) de bis(cyclohexanona)oxaldihidrazona 

(CPZ)(C9012-25G, Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.): animales alimentados con CPZ durante 3 

semanas (C3), animales alimentados con CPZ durante 6 semana (C6), animales alimentados 

con pienso sin CPZ durante 3 semanas (U3) o bien 6 semanas (U6). Los animales fueron 

pesados cada dos dí as, así  como se midio  su consumo de agua. Los ratones fueron 

sacrificados un dí a tras la finalizacio n del tratamiento con CPZ.  

3.3.1.2. Obtención del tejido y marcaje histoquímico 
Las muestras del tejido cerebral se obtuvieron tras la perfusio n intracardiaca con 

paraformaldehí do (PFA) al 4% en tampo n fosfato, retirando el cra neo, y procediendo a una 

post-fijacio n de 12 a 18 horas en PFA al 4%. Secciones transversales de 5 µm de grosor al 

nivel de Bregma [0-0.3] fueron montadas en portaobjetos SuperFrost plus (Thermo Fisher 

Scientific, Paisley, RU) y secadas a 36 °C durante 24 horas.  



56 
 

 

3.4. Ensayo inmunocitoquímico 
El ensayo inmunocitoquí mico se usa ampliamente para determinar la localizacio n y la 

expresio n de proteí nas en diversos compartimentos celulares. Se caracteriza por el marcaje 

de proteí nas u otros componentes celulares utilizando anticuerpos conjugados a un 

fluorocromo o a un enzima, que en presencia de su sustrato cataliza una reaccio n que genera 

un producto con un color caracterí stico (Figura 13).  

3.4.1. Colocalización de receptores 
Ce lulas HEK-293T o CHO fueron transfectadas con los constructos A1R-Rluc y CB1R-YFP, A1R-

Rluc y A2AR-YFP o bien N1R-Rluc, NR2B y CB1R-YFP (0,5 µg/pozo de cada ADNc). 48 horas 

despue s de la transfeccio n las ce lulas fueron fijadas con paraformaldehí do (PFA) al 4% 

durante 15 minutos. Seguidamente se realizaron dos lavados con una solucio n de PBS-

Glicina (20 mM). Se permeabilizaron las muestras mediante una solucio n de PBS-Glicina (20 

mM) con Trito n X-100 (0.05%) durante 5 minutos. El bloqueo se realizo  durante una hora a 

temperatura ambiente usando PBS-BSA 1% (albu mina de suero bovino) previo a la 

incubacio n con el anticuerpo murino primario contra Rluc (1/100) (MAB4400, Millipore, 

Merck, Alemania) durante 1 h y la subsecuente incubacio n con el anticuerpo secundario 
conjugado a Cy3 durante 2 h ma s a temperatura ambiente. Las muestras fueron lavadas con 

PBS y montadas usando el medio no permanente Epredia™ Immu-Mount™ adquirido en 

Thermo Fisher Scientific (Paisley, RU). Las muestras fueron observadas con el microscopio 

confocal Zeiss LSM 880 (Zeiss, Jena, Alemania). 

Figura 13. Esquema representativo del ensayo inmunocitoquí mico combinado con la deteccio n de 

fluorescencia directa para la determinacio n de la colocalizacio n de dos estructuras. [Abreviaturas en 

figura: Proteí na fluorescente amarilla (YFP)] 

3.4.2. Detección de GFAP 
Cultivos primarios de astrocitos de rata Sprague-Dawley (P2) fueron tratados durante 48 

horas con LPS (0,01%) (v/v) o vehí culo. Los tratamientos con CPZ (100 nM), así  como con 

los agonistas especí ficos de A1R y A2AR, CPA (100 nM) o PSB777 (100 nM), respectivamente, 

se realizaron 24 horas antes de su fijacio n. Las muestras se fijaron usando PFA al 4% durante 

15 minutos. Seguidamente se realizaron dos lavados con una solucio n de PBS-Glicina (20 

mM). Se permeabilizaron las muestras mediante una solucio n de PBS-Glicina (20 mM) con 
Trito n X-100 (0.05%) durante 15 minutos. El bloqueo se realizo  durante 1 hora a RT usando 

PBS-BSA al 1%. A continuacio n, las muestras fueron incubadas con el anticuerpo de cabra 
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contra la proteí na fibrilar ací dica de la glí a (GFAP) (ref. PAS-18598 de Thermo Fisher, 

Scientific, Paisley, RU) (1:100) durante 1 hora a RT y la subsecuente incubacio n con el 

anticuerpo secundario contra cabra conjugado a Cy3 (ref. 17670367 de Thermo Fisher, 

Scientific, Paisley, RU) durante 2 horas a RT. La tincio n nuclear se realizo  usando Hoechst 

(1/100). Las muestras fueron lavadas con PBS y montadas usando el medio no permanente 

Epredia™ Immu-Mount™ adquirido en Thermo Fisher Scientific (Paisley, RU). Las muestras 

fueron observadas con el microscopio confocal Zeiss LSM 880 (Zeiss, Jena, Alemania).  

 

3.5. Transferencia de energía resonante bioluminiscente (BRET) 
La te cnica de transferencia de energí a resonante bioluminiscente (BRET) se utiliza para 

determinar la interaccio n especí fica entre dos proteí nas, determinando una proximidad 

inferior a 10 nm. La te cnica utiliza proteí nas de fusio n: una formada por la primera proteí na 

de estudio y el donante bioluminiscente Renilla luciferasa (Rluc) y otra por la segunda 

proteí na de estudio el aceptor fluorescente YFP. La actividad oxidante de la Rluc ante la 

estimulacio n de las ce lulas con el sustrato de la Rluc, Coelenteracina H, emite una sen al (480 

nm). En el caso de encontrarse a una distancia inferior a 10 nm, la proteí na fluorescente YFP 

sera  excitada emitiendo una sen al (510 nm) que demuestra la interaccio n entre ambas 

proteí nas de estudio (Figura 14). 

Ce lulas HEK-293T o CHO fueron transfectadas con cantidades constantes de los ADNc 

correspondientes a A1R-Rluc (0,2 µg), A2AR-Rluc (0,2 µg) o N1R-Rluc (0,2 µg) -junto a NR2B- 

y cantidades crecientes de los ADNc correspondientes a CB1R-YFP (0,1-1,2 µg) o A2AR-YFP 

(0,1-1,2 µg). Para los controles negativos, se usaron cantidades constantes de D1R-Rluc (0,2 
µg) o de 5-HT2BR-YFP (0,1-1,2 µg). La concentracio n de proteí na de las muestras fue 

determinada y ajustada (0,2 mg/mL) mediante el ensayo de Bradford (Bio-rad, Munich, 

Alemania) utilizando diluciones de BSA como esta ndar. Para la cuantificacio n de la 

expresio n de la proteí na fusionada a YFP, se midio  la fluorescencia de las ce lulas en 

suspensio n (20 µg de proteí na) en microplacas de 96 pozos (placas negras con fondo 

transparente de Porvair, Fareham, RU) usando el lector Mithras LB 940 (Berthold 

technologies, Baden-Wurtemberg, Alemania) usando un filtro de longitud de onda de 

emisio n de 485 nm. La sen al de BRET se determino  1 minuto tras la adicio n de 

Coelenteracina H (5 µM) (PJK GMBH, Alemania) usando el lector Mithras LB 940 (Berthold 

technologies, Baden-Wurtemberg, Alemania) permitiendo la integracio n de ambas sen ales: 

la longitud de onda corta mediante el filtro de 485 nm (440-500 nm) y la longitud de onda 

larga a 530 nm (510-590 nm. Para la cuantificacio n de la expresio n de la proteí na fusionada 

a Rluc, las medidas se realizaron 10 minutos tras la adicio n de Coelenteracina H usando el 

lector Mithras LB 940 (Berthold technologies, Baden-Wurtemberg, Alemania) usando un 

filtro de longitud de onda de emisio n de 530 nm. El BRET neto se define como [(la longitud 

de onda larga)/(la longitud de onda corta)]-Cf, el Cf corresponde a: [(la longitud de onda 

larga)/(la longitud de onda corta)] para las muestras que tan solo expresan el constructo 

que contiene la Rluc. Los valores de BRET para interacciones especificas se muestran en mili 

unidades de BRET (mBU) siendo estas [BRET neto x 1000]. 

3.5.1. Ensayo de reclutamiento de β-Arrestina II 
Para determinar el reclutamiento de β-Arrestina II se procedio  a realizar ensayos de BRET 

en ce lulas HEK-293T que expresaban A1R-YFP, CB1R y β-Arrestina II-Rluc (0,4 μg de ADNc, 

0,2 μg de ADNc y 0,2 μg de ADNc, respectivamente) o bien CB1R-YFP, NR1, NR2B y β-

Arrestina II-Rluc (1 μg de ADNc, 0,5 μg de ADNc, 0,5 μg de ADNc y 0,5 μg de ADNc, 

respectivamente). Las ce lulas se resuspendieron y ajustaron a una concentracio n proteica 
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de 20 µg/µL y se plaquearon en microplacas de 96 pozos (placas negras con fondo 

transparente de Porvair, Fareham RU). Las muestras fueron pretratadas con los antagonistas 

especí ficos indicados: DPCPX (10 nM) para A1R, Rimonabant (o SR141617, 1 µM) para CB1R 

o MK-801 (1 µM) para NMDAR durante 10 minutos y consecuentemente se trataron con los 

agonistas selectivos: R-PIA (100 nM) para A1R, ACEA (100 nM) para CB1R o NMDA (15 µM) 

para NMDAR, justo antes de la adicio n de Coelenteracina H (5 µM) (PJK GMBH, Alemania). 

La sen al de BRET entre β-Arrestina II-Rluc y el receptor-YFP se determino  usando el lector 

Mithras LB 940 (Berthold technologies, Baden-Wurtemberg, Alemania), permitiendo la 

integracio n de ambas sen ales: la longitud de onda corta mediante el filtro de 485 nm (440-

500 nm) y longitud de onda larga a 530 nm (510-590 nm). Para la cuantificacio n de la 

expresio n de proteí na fusionada a Rluc las medidas se realizaron 10 minutos tras la adicio n 

de Coelenteracina H. 

Figura 14. Esquema de la te cnica de transferencia de energí a resonante bioluminiscente para la 

deteccio n de la interaccio n especí fica entre dos receptores de membrana. [Abreviaturas en figura: 

Renilla Luciferasa (Rluc), Proteí na fluorescente amarilla (YFP)] 

 

3.6. Determinación de la acumulación de AMPc intracelular 
La determinacio n de la acumulacio n de AMPc intracelular es un inmunoensayo basado en la 

transferencia de energí a resonante fluorescente homoge nea resuelta en el tiempo (HTRF). 

Esta te cnica utiliza anticuerpos monoclonales conjugados con un fluoro foro especí fico 

(UlightTM dye) que reconocen las mole culas de AMPc. El ensayo se basa en la competicio n 

entre el AMPc presente en la muestra y el AMPc marcado con europio (Eu-AMPc) del kit para 

unirse a los anticuerpos conjugados (Figura 15). La excitacio n del europio (320-340 nm) 

emite una sen al fluorescente (615 nm). Los anticuerpos conjugados que reconocen las 

mole culas de Eu-AMPc experimentan una transferencia de energí a emitiendo una sen al 

fluorescente detectable (665 nm). El AMPc de la muestra compite por la unio n al anticuerpo 

marcado, disminuyendo la sen al de transferencia de energí a. Por lo que permite determinar 

incrementos y descensos de AMPc intracelular inducidos por la activacio n de las proteí nas 

Gs y Gi, respectivamente. 

La determinacio n de AMPc intracelular se realizo  en ce lulas HEK-293T, en ce lulas CHO y en 

cultivos primarios de neuronas corticales, hipocampales y estriatales y astrocitos, utilizando 

el Lance®Ultra AMPc kit (PerkinElmer, MA, EE.UU.). Las lí neas celulares indicadas fueron 
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transfectadas transitoriamente con los ADNc correspondientes a A1R, CB1R o A2AR (1 µg de 

ADNc para cada receptor). Cuando se indica, los atrocitos en cultivo fueron tratados durante 

48 horas antes del inicio del experimento con LPS (0,01%) (v/v). Dos horas antes de realizar 

el experimento, el medio de cultivo fue sustituido por medio no suplementado. Las ce lulas 

fueron transferidas a placas blancas de 384 pozos ProxiPlate conteniendo 2500 

ce lulas/pozo (Thermo Fisher, Paisley, RU) tras resuspenderlas en medio de crecimiento 

suplementado con Zardaverina (50 µM) (Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.). A continuacio n, las 

ce lulas fueron pretratadas 15 minutos con los antagonistas selectivos indicados: DPCPX (10 

nM) para A1R, Rimonabant (o SR141617) (1 µM) para CB1R,  SCH58261 (1 µM) para A2AR, 

PSB-10 (1 µM) para A3R o MK-801 (1 µM) para NMDAR. A continuacio n, se trataron con los 

agonistas selectivos R-PIA (100 nM) o CPA (100 nM) para A1R, ACEA (100 nM) para CB1R, 2-

Cl-IBMECA para A3R (100 nM), CGS21680 para A2AR o NMDA (15 µM) para NMDAR durante 

un nuevo periodo de 15 minutos. Finalmente, las ce lulas se trataron con el compuesto de 

origen vegetal Forskolina (0,5 µM). La Forskolina (FK) es capaz de promover la actividad de 

la enzima adenilato ciclasa, aumentando los niveles de AMPc intracelulares. Su uso en esta 

te cnica permite detectar las disminuciones inducidas por la activacio n de receptores 

acoplados a proteí na Gi. La reaccio n se detiene, finalmente, al an adir el “Eu-AMPc tracer” y 

el anticuerpo monoclonal “UlightAMPc”. La lectura mediante transferencia de energí a 

fluorescente homoge nea con resolucio n temporal (HTRF) se tomo  despue s de una hora de 

incubacio n a RT siguiendo las instrucciones del Lance Ultra AMPc kit (PerkinElmer, MA, 

EE.UU.). Las lecturas de fluorescencia a 665 nm fueron obtenidas mediante el lector de 

placas PHERAstar Flagship equipado con un mo dulo o ptico especí fico para HTRF (BMG 

LabTechnologies, Offenburg, Alemania).  

 

Figura 15. Esquema representativo de la te cnica de deteccio n por competicio n de AMPc intracelular. 

[Abreviaturas en figura: Europio (Eu), Adenosí n monofosfato cí clico (AMPc)] 

 

3.7. Determinación de la fosforilación de MAPK 

3.7.1. Determinación de la fosforilación de ERK1/2 mediante western blot 

(WB) 
La determinacio n de la fosforilacio n de MAPK mediante la te cnica de western blot permite 

analizar las variaciones en los niveles de las proteí nas MAPK fosforiladas ante diferentes 

condiciones experimentales o tratamientos. La separacio n de la porcio n proteica 

intracelular de las muestras mediante electroforesis ofrece una base fí sica sobre la que 

realizar la deteccio n de las proteí nas de intere s mediante anticuerpos especí ficos. En este 
caso, se usan dos anticuerpos especí ficos contra ERK1/2 no fosforiladas y contra ERK1/2 
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fosforiladas. El uso de anticuerpos secundarios conjugados con un fluoro foro nos permite 

su deteccio n y cuantificacio n mediante tecnologí a infrarroja (Figura 16).  

Para llevar a cabo los experimentos de determinacio n de la fosforilacio n de MAPK realizados 

en lí neas celulares estables, HEK-293T y CHO transfectadas como con los ADNc 

correspondientes a A1R, CB1R o A2AR (1,5 µg de cada) se utilizo  la te cnica de Western blot. 

Dos horas previas al experimento, el medio de cultivo fue sustituido por medio sin 

suplementar. Las ce lulas fueron pretratadas con los antagonistas selectivos (DPCPX (10 nM) 

para A1R, Rimonabant (o SR141617) (1 µM) para CB1R,  SCH58261 (1 µM) para A2AR) 

durante un periodo de 10 minutos; con el subsiguiente tratamiento con los agonistas 

selectivos R-PIA (100 nM) o CPA (100 nM) para A1R, ACEA (100 nM) para CB1R, o CGS21680 

para A2AR durante un perí odo adicional de 7 minutos. La estimulacio n de las muestras se 

detuvo ra pidamente mediante un lavado con PBS frí o. A continuacio n, las ce lulas fueron 

lisadas mediante el tratamiento quí mico con 250 µl de tampo n de lisis y una lisis meca nica 

mediante raspado. Tras una centrifugacio n (5 minutos, 13000 g a 4 °C) el contenido proteico 

fue determinado usando el Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher, Paisley, RU). Para 

determinar la fosforilacio n de ERK1/2, cantidades equivalentes de proteí na (10 µg) fueron 

separadas mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de SDS-Poliacrilamida (10%). 

Tras la transferencia a membranas de PVDF-FL y el bloqueo de estas usando el Odyssey 

blocking buffer (LI-COR Biosciences, NE, EE.UU.) durante 1 hora, las membranas fueron 

incubadas con una mezcla de los anticuerpos de rato n contra phospho-ERK1/2 (1:2500, 

Sigma-Aldrich) y de conejo contra ERK1/2 (1:40,000, Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.) a 4 °C ON. 

Las bandas de 42 y 44 KDa correspondientes a ERK1 y ERK2 se visualizaron gracias al uso 

de los anticuerpos IRDye 800 (contra rato n) (1:10,000, Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.) y IRDye 

680 (contra conejo) (1:10,000, Sigma-Aldrich, MO, EE.UU.), incubados durante 2 horas a RT. 
Tras los lavados pertinentes, las membranas fueron escaneadas mediante el lector Odyssey 

infrared scanner (LI-COR Biosciences). La intensidad de las bandas fue cuantificada 

mediante los softwares Image Studio TM y Fiji/ImageJ.  

 

Figura 16. Representacio n esquema tica del protocolo para la deteccio n de la fosforilacio n de MAPK 

mediante electroforesis y western blot.   

3.7.2. Determinación de la fosforilación de ERK1/2 mediante inmunoensayo 
La determinacio n de la fosforilacio n de ERK1/2 se basa en ensayos de amplificacio n por 

proximidad de luminiscencia homoge nea (AlphaScreen®). Se utilizan dos tipos de 

microesferas: la donante y la aceptora. La microesfera donadora se encuentra recubierta de 

estreptavidina capaz de unirse a un anticuerpo especí fico biotinilado que reconoce las 

ERK1/2 fosforiladas. La microesfera aceptora se encuentra conjugada a otro anticuerpo 

especí fico contra ERK1/2 fosforiladas. La excitacio n (680 nm) de la microesfera donadora 
es capaz de convertir el oxí geno presente en un singlete de oxí geno reactivo que 
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quí micamente producira  la emisio n (520-620 nm) de la microesfera aceptora, si ambas 

microesferas se encuentran a una distancia inferior a 200 nm (Figura 17). Por lo tanto, la 

sen al detectada en la lectura es directamente proporcional a la cantidad de proteí na 

fosforilada en la muestra. 

Para la determinacio n de la fosforilacio n de ERK1/2 en ce lulas HEK-293T, cultivos primarios 

de neuronas corticales, hipocampales y estriatales o astrocitos, las ce lulas fueron sembradas 

en placas transparentes de 96 pocillos (Deltalab, Espan a) dos dí as en el caso de ce lulas HEK-

293T transfectadas o 12 dí as en el caso de cultivos primarios. Cuando se indica, los cultivos 

primarios de atrocitos fueron tratados durante 48 horas con LPS (0,01%) (v/v). 2 horas 

antes de realizar el experimento se sustituyo  el medio de crecimiento por medio sin 

suplementar. Las neuronas corticales o astrocitos fueron pretratadas con los antagonistas 

selectivos (DPCPX (10 nM) para A1R, Rimonabant (o SR141617) (1 µM) para CB1R,  

SCH58261 (1 µM) para A2AR o MK-801 (1 µM) para NMDAR) durante un periodo de 10 

minutos; con el subsiguiente tratamiento con los agonistas selectivos R-PIA (100 nM) o CPA 

(100 nM) para A1R, ACEA (100 nM) para CB1R, CGS21680 (100 nM) para A2AR y/o NMDA 

(15 µM) para NMDAR durante un periodo adicional de 7 minutos. A continuacio n, las 

muestras fueron lavadas dos veces con PBS frí o previamente a la adicio n de tampo n de lisis 

(30 µl/pozo, kit de deteccio n AlphaScreen® SureFire® kit (PerkinElmer, MA, EE.UU.) (1:5)). 

Tras 15 minutos en agitacio n horizontal, 10 µl del sobrenadante de cada condicio n se 

transfirieron a placas blancas de 384 pozos ProxiPlate (Thermo Fisher, Paisley, RU). La 

determinacio n de la fosforilacio n de ERK1/2 se realizo  siguiendo las indicaciones del 

proveedor. Incubando las muestras, en primer lugar, con un anticuerpo contra ERK1/2 

durante 2 horas, seguido de la incubacio n con un anticuerpo contra ERK1/2 fosforiladas 2 

horas. Las lecturas se realizaron con el lector de palcas EnSpire® Multimode Plate Reader 

(PerkinElmer, MA, EE.UU.).  

 

Figura 17. Representacio n esquema tica del protocolo para la deteccio n de la fosforilacio n de MAPK 

mediante el uso de un kit de inmunoensayo.   

 

3.8. Ensayos de liberación de calcio 
Uno de los mensajeros secundarios ma s comunes del metabolismo celular es el ion calcio. 

El ensayo de liberacio n de calcio se basa en el uso de un sensor de calcio: el GCaMP6 (Ding 

et al, 2014) (Figura 18). Este sensor consiste en una calmodulina modificada que se halla 

fusionada a una proteí na verde fluorescente (GFP). Cuando la calmodulina une ion calcio 

sufre un cambio conformacional que permite el aumento de fluorescencia de la GFP (480 

nm). El uso de este y otro sensores permite evaluar la acumulacio n de calcio intracelular 
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que proviene del retí culo endopla smico o tras la accio n de canales io nicos de la membrana 

plasma tica. 

Para la determinacio n de la liberacio n de ion calcio, ce lulas HEK-293T fueron transfectadas 

con los ADNc correspondientes a CB1R (0,3 µg), NR1 (0,5 µg), NR2B (0.5 µg) y el sensor de 

calcio GCaMP6 (0,5 µg) usando el me todo de transfeccio n de PEI. 48 horas tras al 

transfeccio n, las ce lulas se incubaron en Locke’s buffer sin magnesio a pH 7.4 (154 mM NaCl, 

5.6 mM KCl, 3.6 mM NaHCO3, 2.3 mM CaCl2, 5.6 mM glucosa y 5 mM HEPES) suplementado 

con glicina 10 µM y fueron pretratadas con los antagonistas selectivos (Rimonabant (o 

SR141617) para CB1R o MK-801 para NMDAR) durante 10 minutos. Con la consecuente 

estimulacio n con los agonistas de los receptores CB1R y NMDAR, ACEA y NMDA, 

respectivamente, justo antes de iniciar la lectura. La intensidad de emisio n fluorescente del 

GAMPc6 fue registrada a 515 nm tras la excitacio n a 488 nm en el lector de placas 

EnSpire®Multimode Plate Reader durante 450 segundos, tomando lecturas de 100 flashes 

por pocillo cada 15 segundos.  

 

Figura 18. Representacio n gra fica del funcionamiento del sensor de calcio GAMPc6 para la 

determinacio n de la liberacio n de calcio. [Abreviaturas en figura:  proteí na fluorescente verde (GFP), 

catio n calcio (Ca2+)] 

 

3.9. Ensayos de ligación por proximidad (PLA) 
Los ensayos de ligacio n por proximidad permiten determinar la interaccio n entre dos 

proteí nas a nivel celular, basa ndose en la proximidad cercana de ambas estructuras. La 

te cnica de PLA permite determinar la interaccio n entre dos proteí nas que se encuentren a 

una distancia inferior a 40 nm. Mediante el uso de anticuerpos primarios especí ficos contra 

las proteí nas de intere s, los cuales sera n reconocidos por unos anticuerpos secundarios 
marcados con oligonucleo tidos. En caso de encontrarse a una distancia inferior de 40 nm, 

en presencia de un tercer oligonucleo tido y enzimas (ligasa y polimerasa) se dara  la 

amplificacio n en circulo rodante para generar una sen al especifica fluorescente que se 

detectara , en nuestro caso, como puntos rojos (624 nm) (Figura 19).  

Los ensayos de ligacio n por proximidad se realizaron con el Duolink in situ PLA detection 

Kit (Sigma Aldrich, MO, EE.UU.) siguiendo las indicaciones del distribuidor. Los cultivos 

primarios de neuronas corticales, hipocampales y estriatales o de astrocitos se cultivaron 

sobre cubreobjetos de cristal (VWR, Barcelona, Espan a). Cuando se indica, los cultivos 

primarios de atrocitos fueron tratados durante 48 horas antes de su fijacio n con LPS 

(0,01%) (v/v). Las secciones de cerebros de ratones tratados con cuprizona (CPZ)  o 

vehí culo, fueron montadas en portaobjetos de cristal SuperFrost plus (Thermo Fisher 

Scientific, Paisley, RU). Todas las muestras fueron fijadas usando PFA al 4% durante 15 



63 
 

minutos, lavadas con una solucio n de PBS-Glicina (20 nM) para la extincio n de radicales 

aldehí do libres, y permeabilizadas con una solucio n de PBS-Glicina (20 mM) con Trito n X-

100 (0.05%) durante 15-20 minutos. A continuacio n, las muestras fueron lavadas con PBS 

y bloqueadas durante 1 hora en una ca mara hu meda (en la cual permanecera n a partir de 

este paso)con el tampo n de bloqueo facilitado por el kit comercial Duolink in situ PLA 

detection Kit (Sigma Aldrich, MO, EE.UU.). Las muestras fueron incubadas con una mezcla 

de los anticuerpos de rato n contra CB1R (1/100) (ref. sc-293419 de Santa Cruz, CA, EE.UU.) 

y de conejo contra A1R (1/100) (ref. PA3-041, de Thermo Fisher Scientific, Paisley, RU) o de 

conejo contra A1R y de rato n contra A2AR (1/100) (ref. sc-32261, de Santa Cruz, CA, EE.UU.) 

o de rato n contra A2AR (1/100) (ref. 05-717 de Millipore, Merck, Alemania) y de conejo 

contra A3R (1/100) (ref. ab197350 de Abcam, Cambridge, RU) o de rata contra NR1 (1/200) 

(Millipore) y de conejo contra CB1R (1/100) (ref. ab23703 de Abcam, Cambridge, RU) 

durante toda la noche a 4 °C para la deteccio n de los complejos heterome ricos A1R-CB1R, 

A1R-A2AR, A2AR-A3R o CB1R-NMDAR, respectivamente. Tras el lavado de las muestras una 

solucio n de PBS-Glicina (20 mM), estas fueron tratadas con las sondas comerciales que 

detectan los anticuerpos primarios, Duolink II PLA probe plus and Duolink II PLA probe 

minus (1:5), durante 1 hora. La ligacio n y amplificacio n se llevaron a cabo como indica el 

distribuidor. Brevemente, se incubaron la muestras durante 1 hora con la ligasa (1:40) a 37 

°C en una ca mara hu meda.  Tras dos lavados de 5 minutos con tampo n A (NaCl (0.15 M), 

TrizmaBase (0,01 M), Tween 20 (0,05%) pH 7.4), se incubaron con la polimerasa (1:80) 100 

minutos a 37 °C en una ca mara hu meda. Ambas enzimas presentes en el kit comercial 

Duolink in situ PLA detection Kit (Sigma Aldrich, MO, EE.UU.). La tincio n nuclear se realizo  

usando Hoechst (1/100) y se aplico  junto a la incubacio n de la polimerasa. Las muestras se 

montaron usando el medio de montaje Epredia™ Immu-Mount™ de Thermo Fisher Scientific 

(Paisley, RU) para su posterior visualizacio n en el microscopio confocal Zeiss LSM 880 

(Zeiss, Jena, Alemania). Para cada campo de visualizacio n se realizo  un imagen en un plano 

con los dos canales (uno por tincio n) así  como 3 Z-stacks con un grosor de 1 µm. La 

cuantificacio n de puntos/ce lulas con puntos fue determinada con el software Duolink 

ImageTool (Sigma Aldrich, MO, EE.UU.).  

 

Figura 19. Esquema simplificado del ensayo de ligacio n por proximidad. 

 



64 
 

3.9.1. NaveniTMTriFlex Cell MR  
El principio de la te cnica NaveniTMTriFlex Cell MR permite la deteccio n de tres sen ales 

fluorescentes: sen al correspondiente a la proteí na A, sen al correspondiente a la proteí na B 

y la sen al correspondiente la interaccio n entre ambas proteí nas. Facilitando así , la 

determinacio n in situ de la proporcio n de receptor que forma parte del hetero mero de 

estudio. Al igual que en el ensayo de PLA cla sico, los anticuerpos secundarios Triflex 

Navenibodies, en el caso de que las proteí nas de estudio se encuentran a una distancia 

inferior a 40 nm, son capaces de hibridar, en presencia de un tercer oligonucleo tido, y 

enzimas (ligasa y polimerasa)  dando lugar a la amplificacio n en circulo rodante de una sen al 

especifica fluorescente (670 nm). Las sondas nucleotí dicas presentes en los Triflex 

Navenibodies sera n capaces, tambie n, de amplificarse de manera independiente de la 

hibridacio n generando dos sen ales fluorescentes distintivas: la de la proteí na A (569 nm) y 

la de la proteí na B (525 nm)(Figura 20). 

Los ensayos de ligacio n por proximidad se realizaron con el NaveniTMTriFlex Cell MR 

(Navinci, Uppsala, Suecia) siguiendo las indicaciones del distribuidor. Las ce lulas C6 

crecidas en ca maras de cultivo (Sigma Aldrich, MO, EE.UU.) fueron fijadas usando PFA al 4% 

durante 20 minutos, lavadas con una solucio n de PBS e incubadas durante 10 minutos a RT 

en una solucio n de glicina (10 nM) para la extincio n de los radicales aldehí do libres. La 

permeabilizacio n se realizo  con una solucio n de PBS con Trito n X-100 (0,1%) durante 30 

minutos. A continuacio n, las muestras fueron lavados con PBS y se procedio  a su incubacio n 

durante toda la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios de conejo contra A1R (ref. A268, 

de Sigma Aldrich, MO, EE.UU.) (1:500) y de rato n contra A2AR (ref. 05-717, de Sigma Aldrich, 

MO, EE.UU.) (1:500) diluidos en solucio n de bloqueo. Tras el lavado de las muestras, estas 

fueron tratadas con las sondas comerciales que detectan los anticuerpos primarios,  

Navenibody M TF (1:40) y Navenibody R TF (1:40) durante 2 horas. La ligacio n y 

amplificacio n se llevaron a cabo como indica el distribuidor. Brevemente, se incubaron la 

muestras durante 30 minutos con la ligasa (1:40) a 37 °C en una ca mara hu meda.  Tras dos 

lavados de 5 minutos con PBS, se incubaron con la polimerasa (1:40) 1 hora a 37 °C en una 

ca mara hu meda. Ambas enzimas presentes en el kit comercial NaveniTMTriFlex Cell MR 

(Navinci, Uppsala, Suecia). La tincio n nuclear se realizo  usando Hoechst (1/100) ya presente 

en el medio de montaje utilizado, Duolink® In Situ Mounting Medium with DAPI (Sigma 

Aldrich, MO EE.UU.) para su posterior visualizacio n en el microscopio confocal Leica TCS 4D 

(Leica, Wetzlar, Alemania). Para cada campo de visualizacio n se realizo  una imagen del 

mismo plano con los cuatro canales (uno por tincio n), así  como 10 Z-stacks en un grosor de 

5 µm. La cuantificacio n de puntos/ce lulas con puntos fue determinada con el software 

Duolink ImageTool (Sigma Aldrich, MO, EE.UU.). 
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Figura 20. Esquema simplificado del ensayo de ligacio n por proximidad NaveniTMTriFlex Cell MR. 

 

3.10. Análisis estadístico 
Todos los ana lisis incluyen datos de al menos tres experimentos independientes y se 

representan como promedio ± SEM (error esta ndar del promedio). Los grupos de estudio 

fueron comparados mediante pruebas parame tricas T de Student o ANOVA, cuando se 

asumí a normalidad. En experimentos de sen alizacio n, cuando la distribucio n de ciertos 

grupos se consideraba parcialmente sesgada, pruebas no parame tricas Mann-Whitney U se 

utilizaron para las comparaciones dos a dos. El nivel de significacio n utilizado fue del 5%, 

reajustado mediante el me todo Bonferroni al realizar comparaciones mu ltiples sin una 

prueba global previa. En los ensayos en los que se utilizo  one-way ANOVA o two-way ANOVA, 

se realizo  el test de Bonferroni, para comparaciones mu ltiples, tomando un nivel de 

significacio n del 5%. El ana lisis de datos, así  como el estadí stico se realizaron con el software 

GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Inc., EE.UU.). 
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4.RESULTADOS 

4.1. El complejo heteromérico A1R-CB1R como posible nueva diana 

terapéutica para la Esclerosis Múltiple  

4.1.1. Los receptores de adenosina A1 y de cannabinoides CB1 forman 

complejos heteroméricos en células HEK-293T transfectadas 
Previamente a la demostracio n de la interaccio n entre los receptores de adenosina A1 y de 

cannabinoides CB1, nos centramos en determinar si ambos receptores se expresaban en el 

mismo compartimento celular. Para ello, ce lulas HEK-293T fueron transfectadas con el 

ADNc correspondiente a A1R fusionado a la proteí na Renilla luciferasa (Rluc) y el ADNc 

correspondiente a CB1R fusionado a la proteí na fluorescente amarilla (YFP). La expresio n 

de A1R se detecto  mediante el uso de un anticuerpo primario contra Rluc, con el subsecuente 

uso de un anticuerpo secundario fusionado a Cy3. La expresio n de CB1R se detecto  mediante 

la propia fluorescencia de la proteí na YFP. Como se muestra en amarillo (Figura 21A), los 

receptores A1 y CB1colocalizan a nivel de la membrana plasma tica y a nivel citoso lico. Aun 

así , dado que la colocalizacio n no demuestra la interaccio n entre ambos GPCRs, se realizaron 

ensayos de transferencia de energí a resonante bioluminiscente (BRET). Ce lulas HEK-293T 

fueron transfectadas con concentraciones constantes de A1R-Rluc y crecientes de CB1R-YFP. 

La curva de saturacio n de BRET obtenida demuestra la interaccio n fí sica entre los 

receptores, por tanto, la existencia de los complejos heterome ricos A1R-CB1R en ce lulas 

HEK-293T transfectadas (Figura 21B,C). Como control negativo se utilizaron 

concentraciones constantes del receptor D1 fusionado a Rluc y crecientes del constructo 

CB1R-YFP, obteniendo una sen al lineal inespecí fica indicando la ausencia de interaccio n 

entre dichos receptores (Figura 21B,C).  

 

Figura 21. Interacción física entre los receptores A1 y CB1 en células HEK-293T transfectadas. 

A Ensayo inmunocitoquí mico en ce lulas HEK-293T transfectadas con los ADNc correspondientes a 
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A1R-Rluc y CB1R-YFP (0.5 μg cada uno). CB1R-YFP fue detectado por su propia fluorescencia (verde) 

y A1R-Rluc fue detectado mediante el uso de un anticuerpo primario contra Rluc en rato n, y un 

anticuerpo secundario contra rato n conjugado a Cy3 (rojo). La colocalizacio n se observa en amarillo. 

Los nu cleos fueron marcados con Hoechst (azul). Escala: 20 μm. B Ensayo de BRET en ce lulas HEK-

293T transfectadas con concentraciones constantes del ADNc para A1R-Rluc (0.2 μg); o cantidades 

constantes del ADNc para D1R-Rluc (0.2 μg) como control negativo y concentraciones crecientes del 

ADNc CB1R-YFP (0.1-1.2 μg). Los valores corresponden al promedio ± SEM de 6 experimentos 

independientes realizados por duplicado. C Esquema del ensayo de BRET. 

 

4.1.2. El complejo heteromérico A1R-CB1R presenta un fenómeno de crosstalk 

negativo en células HEK-293T transfectadas 
Tras la demostracio n de la formacio n del complejo heterome rico A1R-CB1R en ce lulas HEK-

293T transfectadas, se planteo  la caracterizacio n de la sen alizacio n derivada de este 

complejo descrito por primera vez. Dado que ambos receptores, A1 y CB1 se acoplan a 

proteí na Gi, y por tanto su activacio n conlleva la inhibicio n de la adenilato ciclasa, 

reduciendo los niveles de AMPc intracelular, en primer lugar, se analizo  esta ví a de 

sen alizacio n. Ce lulas HEK-293T se transfectaron con ambos ADNc correspondientes a la 

proteí nas A1R y CB1R y fueron estimuladas con sus agonistas y /o sus antagonistas 

selectivos. Se observo , en primer lugar, como el agonista selectivo de A1R, R-PIA, y el agonista 

selectivo de CB1R, ACEA, disminuí an significativamente los niveles de AMPc inducidos por 

el tratamiento con Forskolina (Figura 22A). De manera interesante, la coestimulacio n con 

ambos agonistas no mostro  ningu n efecto. Indicando así , que la activacio n de A1R bloquea 

la sen alizacio n mediada por CB1R y viceversa. Este feno meno se conoce como crosstalk 

negativo, representando una u til herramienta para la identificacio n del complejo A1R-CB1R 

en tejido nativo. Por lo que respecta a los antagonistas, se detecto  como el antagonista 

selectivo de A1R, DPCPX, no tan solo fue capaz de bloquear la propia activacio n de A1R, sino 

que tambie n bloqueo  la de CB1R (Figura 22A). Este feno meno, mediante al cual el 

antagonista de un proto mero es capaz de bloquear la activacio n del otro proto mero en el 

mismo complejo se conoce como crossantagonismo. Al analizar el efecto inducido por el 

antagonista selectivo de CB1R, Rimonabant, se detecto  de nuevo un efecto de 

crossantagonismo.  

A1R y CB1R, aparte de acoplarse a proteí na Gi, disminuyendo los niveles de AMPc, tambie n 

activan la ví a de a fosforilacio n de MAPK mediante las subunidades βγ. Al analizar la 

fosforilacio n de ERK1/2 en ce lulas HEK-293T transfectadas, se observo  co mo, ambos 

receptores A1 y CB1, presentaban una sen al significativa al ser activados (Figura 22B). 

Adema s, al coestimular las ce lulas con ambos agonistas se observo  un efecto no aditivo. Por 

lo que parece que la activacio n del complejo A1R-CB1R favorece la sen alizacio n mediante la 

ví a indirecta de la proteí na G. Al analizar el efecto de los antagonistas se observo  un 

feno meno de crossantagonismo similar al de la ví a del AMPc.  

Los GPCR, para evitar una sobreestimulacio n, suelen ser internalizados tras inducir su 

efecto a nivel celular. La familia de las β-arrestinas son pequen as proteí nas involucradas en 

este proceso de endocitosis de los receptores. En este sentido, nos planteamos analizar el 

reclutamiento de β-arrestinas tras el tratamiento con agonista y/o antagonistas especí ficos 

de A1R y CB1R en ce lulas transfectadas HEK-293T. Se observo  un efecto de crosstalk negativo 

ante la coestimulacio n con ambos agonistas, dado que la sen al obtenida era inferior a la 

resultante en caso de la estimulacio n individual de los receptores. Así  mismo, un feno meno 

de crossantagonismo bidireccional fue observado ante el tratamiento con los antagonistas 

selectivos seguido del tratamiento con agonistas (Figura 22C). 
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Figura 22. Caracterización funcional del complejo heteromérico A1R-CB1R en células HEK-

293T transfectadas. A-B Ce lulas HEK-293T expresando A1R y CB1R (1 µg cada uno) fueron 

pretratadas con los antagonistas selectivos (DPCPX (10 nM) para A1R o Rimonabant (1 µM) para 

CB1R) y subsecuentemente estimuladas con los agonistas selectivos R-PIA (100 nM) para A1R y/o 

ACEA (100 nM) para CB1R. A Ensayo de determinacio n del AMPc citoso lico realizado tras la 

estimulacio n con FK (500 nM). Los valores se normalizaron a la condicio n de Forskolina resta ndole 

el basal. Los datos representan el promedio ±SEM de ocho experimentos independientes realizados 

en triplicados. B Ensayo de determinacio n de la fosforilacio n de ERK1/2 mediante western blot. Los 

datos representan el promedio ±SEM de tres experimentos independientes realizados en triplicados. 

C Ensayo de reclutamiento de β-arrestinas determinado en ce lulas HEK-293T que expresan A1R-YFP, 

CB1R y β-arrestina II-Rluc (0.4 µg, 0.2 µg y 0.2 µg de ADNc, respectivamente) y pretratadas con los 

antagonistas selectivos (DPCPX (10 nM) para A1R o Rimonabant (1 µM) para CB1R) y 

subsecuentemente estimuladas con los agonistas selectivos R-PIA (100 nM) para A1R y/o ACEA (100 

nM) para CB1R. Los datos representan el promedio ±SEM de ocho experimentos independientes 

realizados en triplicados. Pruebas no parame tricas Mann-Whitney fueron llevadas a cabo para el 

reclutamiento de β-arrestina II (condiciones vs basal, *p<0.007), y para la acumulacio n de AMPc 

(versus FK, *p<0.007), mientras que para la fosforilacio n de ERK1/2 se analizaron los resultados 

mediante pruebas de Wilcoxon (*p<0.05). 

 

4.1.3. El complejo heteromérico A1R-CB1R se expresa en cultivos primarios de 

neuronas corticales 
Una vez demostrada la formacio n del hetero mero A1R-CB1R en un sistema hetero logo de 

expresio n, se propuso la posibilidad de la expresio n de e ste en cultivos primarios de 

neuronas corticales, en las que se conoce se expresan ambos receptores. Para este propo sito 

se realizaron ensayos de ligacio n por proximidad (PLA). Se detectaron unos 5 puntos rojos 

por ce lula con puntos y un 26.23% de las neuronas que presentaban puntos rojos (Figura 

23A,B). En comparacio n con el control negativo, el cual se realizo  en ausencia de uno de los 

anticuerpos primarios que presentaba 2 puntos rojos por ce lula con puntos y un 4.92% de 

las neuronas presentaban puntos rojos. Por lo que se concluye que las neuronas corticales 

expresan el complejo heterome rico A1R-CB1R. En este mismo tipo de cultivo primario se 

realizaron ensayos de determinacio n de AMPc y fosforilacio n de ERK1/2. En la acumulacio n 

de AMPc se observo  que la activacio n con los agonistas especí ficos, R-PIA y ACEA inducí a 

pequen os efectos significativos, mientras que la coactivacio n con ambos agonistas 

presentada un efecto no aditivo (Figura 23C). Adema s, se detecto  un feno meno de 

crossantagonismo. Resultado en consonancia con lo observado en ce lulas HEK-293T 

transfectadas. Finalmente, en la ví a de la fosforilacio n de MAPK, se observaron efectos 
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similares. Un efecto no aditivo en la coactivacio n usando ambos agonistas especí ficos y un 

feno meno de crossantagonismo al tratar los cultivos con los antagonistas previamente a los 

agonistas (Figura 23D). Estos datos concuerdan con la expresio n del hetero mero A1R-CB1R 

en neuronas corticales.  

 

Figura 23. Expresión y caracterización de la señalización del complejo A1R-CB1R en cultivos 

primarios de neuronas corticales de ratón. A Ensayo de PLA para detectar la expresio n del 

hetero mero A1R-CB1R usando anticuerpos primarios especí ficos de conejo contra A1R y de rato n 

contra CB1R. El control negativo se realizo  en ausencia del anticuerpo primario especí fico contra 

CB1R. Los nu cleos celulares fueron marcados con Hoechst (azul). Escala: 20 µm. B Cuantificacio n de 

los puntos rojos por ce lula con puntos para determinar la expresio n del hetero mero A1R-CB1R en 

neuronas corticales. El ana lisis se condujo mediante el uso del software Duolink ImageTool. Los 

porcentajes representan las ce lulas con puntos rojos respecto al total de ce lulas. Los datos se 

representan como promedio ±SEM (n=10). C-D Ensayos de sen alizacio n realizados en neuronas 

corticales pretratadas con los antagonistas selectivos (DPCPX (10 nM) o Rimonabant (1 µM) para A1R 

o CB1R, respectivamente) y subsecuentemente tratados con los agonistas selectivos (R-PIA (100 nM) 

y/o ACEA (100 nM) para A1R y CB1R, respectivamente). C La determinacio n del AMPc intracelular se 

determino  tras la estimulacio n con FK (500 nM). Los datos fueron normalizados respecto al efecto de 

la Forskolina. Los datos se muestran como promedio ±SEM de ocho experimentos independientes 

realizados en triplicados. D La fosforilacio n de ERK1/2 se determino  mediante el kit AlphaScreen® 

SureFire®kit (PerkinElmer). Los datos se muestran como promedio ±SEM de cuatro experimentos 

independientes realizados en triplicados. Pruebas no parame tricas Mann-Whitney se usaron en la 

acumulacio n de AMPc (versus FK, *p<0.007), para la fosforilacio n de ERK1/2 (versus basal, 

*p<0.007) y para la determinacio n de los puntos rojos/ce lulas con puntos rojos (versus el control 

negativo, *p<0.05). 
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4.1.4. La expresión del complejo heteromérico A1R-CB1R se ve incrementada 

en astrocitos activados 
Los receptores de adenosina A1 y de cannabinoides CB1 no se expresan tan solo a nivel de 

neuronas, sino que tambie n se encuentran en ce lulas gliales. Por lo que se propuso la 

identificacio n de la expresio n del complejo A1R-CB1R en astrocitos en reposo. Como se 

observa en la Figura 24A, se detectaron unos 5 puntos rojos por ce lula con puntos en un 

88.15% de astrocitos que presentaron puntos rojos, indicando la expresio n del hetero mero 

A1R-CB1R en astroglí a. Así  mismo, se realizaron ana lisis de la sen alizacio n mediada por el 

hetero mero A1R-CB1R. Mediante la deteccio n de la acumulacio n de AMPc, se observo  que la 

coactivacio n con ambos agonistas, R-PIA y ACEA, producí a una sen al menor a la producida 

por la estimulacio n independiente. Por lo que la activacio n del proto mero CB1R bloquea la 

sen al inducida por A1R y viceversa (Figura 24C). Este feno meno, como se ha mencionado 

anteriormente, denominado crosstalk negativo podrí a resultar en una u til caracterí stica del 

complejo A1R-CB1R para su deteccio n a nivel tisular. Tambie n se observo  un efecto de 

crossantagonismo bidireccional. En el caso del ana lisis de la ví a de las MAPK, de nuevo se 

observo  el efecto de crosstalk negativo y de crossantagonismo inducido por el Rimonabant, 

antagonista de CB1R, sobre la activacio n del A1R mediante R-PIA (Figura 24E). Adema s, el 

antagonista de A1R, DPCPX, no fue capaz de bloquear el efecto inducido por ACEA. Teniendo 

en cuenta el proceso neuroinflamatorio asociado a la progresio n de la esclerosis mu ltiple 

(MS) y con el objetivo de profundizar en el estudio de la expresio n del complejo en 

condiciones patolo gicas, se repitieron los ana lisis previos en astroglí a activada mediante el 

tratamiento con LPS durante 48 horas (0.1% (v/v)). De manera interesante, la expresio n del 

complejo en astroglí a activada se vio aumentada en comparacio n con la astroglí a en reposo, 

detectando mediante PLA 10 puntos rojos por ce lulas con puntos en un 65.10% de los 

astrocitos analizados (Figura 24A). Tras el ana lisis de los niveles de AMPc, se observo  que la 

activacio n de CB1R inducia un efecto mayor en astroglí a activada que en las ce lulas en 

reposo. Probablemente, debido a la sobreexpresio n de estos receptores en astroglí a 

activada. De todos modos, se observaron en esta ví a de sen alizacio n, los feno menos de 

crosstalk negativo y crossantagonismo (Figura 24D). En la ví a de la fosforilacio n de las 

MAPK se detecto  un efecto no aditivo al coactivar las ce lulas gliales y un feno meno de 

crossantagonismo bidireccional (Figura 24F). Sugiriendo, en conjunto, un potencial como 

diana terape utica del complejo A1R-CB1R en patologí as en las que la astroglí a es activada y 

representa un factor clave para la respuesta inflamatoria del tejido.  
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Figura 24. Expresión y señalización del complejo heteromérico A1R-CB1R en cultivos 

primarios de astroglía de rata. A La expresio n del complejo A1R-CB1R se detecto  en cultivos 

primario de astrocitos de rata en reposo y activados (tratamiento con LPS 0.1% (v/v) durante 48 

horas previas al experimento) mediante ensayos de ligacio n por proximidad usando anticuerpos 

primarios especí ficos de conejo contra A1R y de rato n contra CB1R. En el control negativo el 
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anticuerpo contra CB1R no fue an adido. Los nu cleos se marcaron con Hoechst (azul). Escala: 50 µm. 

B Cuantificacio n de los puntos rojos por ce lula con puntos para determinar la expresio n diferencial 

del complejo A1R-CB1R en astrocitos. El ana lisis se computo  usando el software Duolink Imagetool. 

Los porcentajes representan las ce lulas con puntos respecto las ce lulas totales del AMPc. Los datos 

se representan como promedio ±SEM (n=10). C-F Ensayos de sen alizacio n donde los astrocitos 

fueron pretratados con los antagonistas selectivos (DPCPX (10 nM) o Rimonabant (1 µM) para A1R o 

CB1R, respectivamente) y subsecuentemente tratados con los agonistas selectivos (R-PIA (100 nM) 

y/o ACEA (100 nM) para A1R y CB1R, respectivamente). C-D La determinacio n de los niveles de AMPc 

citoso lico se realizaron en astrocitos en reposo y activados (tratamiento con LPS 0.1% (v/v) 48 horas 

previas al experimento) tras la estimulacio n con Forskolina (500 nM). Los datos se normalizaron 

respecto al efecto de la Forskolina. Los datos se representan como promedio ±SEM de seis 

experimentos independientes en cuadriplicados. E-F La fosforilacio n de ERK1/2 se determino  

mediante el uso del kit AlphaScreen®SureFire® kit (Perkin Elmer) en astrocitos en reposo y 

activados (tratamiento con LPS 0.1% (v/v) 48 horas previas al experimento). Los datos se 

representan como promedio ±SEM de cinco experimentos independientes en triplicados para la 

fosforilacio n de ERK1/2. Pruebas no parame tricas Mann-Whitney se computaron para la 

acumulacio n de AMPc (versus la FK), fosforilacio n de ERK1/2 (versus el basal, *p<0.007) y para los 

valores de PLA (versus astrocitos en reposo, *p<0.05). 

 

4.1.5. La expresión del complejo A1R-CB1R incrementa en el área cortical de 

ratones tratados con cuprizona 
Finalmente, se determino  la expresio n del complejo A1R-CB1R en un modelo de rato n de 

esclerosis mu ltiple. El modelo consiste en ratones alimentados durante tres (C3) o seis (C6) 
semanas con pienso molido esta ndar conteniendo un 0.25% (p/p) de CPZ 

(bis(ciclohexanona)-oxaldihidrazona) o bien solo pienso esta ndar (U3) a modo de grupo 

vehí culo. Se detecto , en las secciones de los animales no tratados unos 5 puntos rojos por 

ce lula con un total del 42.30% de ce lulas presentando puntos rojos (Figura 25A,B). 

Resultados similares se observaron en animales C3, en los que se detectaron unos 7 puntos 

rojos por ce lula con un total del 61.62% de ce lulas presentando puntos rojos. Pero, en 

animales alimentados con CPZ durante 6 semanas (C6), se observo  un aumento significativo 

de la cantidad de complejos (Figura 25) con 14 puntos rojos por ce lula con un total de 

71.87% de ce lulas presentando puntos rojos. El control negativo, realizado en ausencia del 

anticuerpo primario especí fico de CB1R, mostro  como se esperaba, un descenso de los 

puntos rojos por ce lula con puntos. Presentando unos 2 puntos rojos por ce lula en un 

12.21% de ce lulas presentando puntos. Estos resultados, apuntan al potencial terape utico 

del complejo A1R-CB1R como posible diana a considerar en al tratamiento de la esclerosis 

mu ltiple. 
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Figura 25. Expresión del complejo A1R-CB1R en secciones corticales de ratones tratados con 

cuprizona. A La formacio n del complejo heterome rico A1R-CB1R en a reas corticales de cerebros de 

ratones no tratados (U3) o tratados con cuprizona (durante 3 (C3) o seis (C6) semanas) se realizo  

mediante ensayos de ligacio n por proximidad (PLA). Se utilizaron anticuerpos primarios de conejo 

contra A1R y de rato n contra CB1R. En el control negativo no se an adio  el anticuerpo especí fico contra 

CB1R. Los nu cleos se marcaron con Hoechst (azul). Escala: 20 µm. B Cuantificacio n de la expresio n 

diferencial del hetero mero A1R-CB1R en a reas corticales de ratones U3, C3 y C6. Se utilizo  el software 

Duolink ImageTool. Los porcentajes representan las ce lulas con puntos respecto el total de ce lulas en 

el campo analizado. Los datos se representan como promedio ±SEM (n=10). El ana lisis estadí stico se 

desarrollo  con pruebas no parame tricas Mann-Whitney (versus la condicio n C6, *p<0.05). 

 

4.2. Implicaciones del heterómero A1R-A2AR en la Esclerosis 

múltiple 

4.2.1. La activación del A2AR bloquea la señalización del A1R en la vía del AMPc 

en células CHO transfectadas 
De manera previa a la demostracio n de la interaccio n especí fica entre los receptores de 

adenosina A1 y A2A, nos centramos en analizar la expresio n de ambas proteí nas a nivel del 

mismo compartimento celular. Para ello, ce lulas CHO fueron transfectadas con el ADNc de 

A1R fusionado a la proteí na Rluc y el ADNc de A2AR fusionado a la proteí na fluorescente YFP. 

La expresio n del A1R se detecto  mediante el uso de un anticuerpo primario especí fico contra 

Rluc y el consiguiente anticuerpo secundario fusionado a Cy3. La expresio n del A2AR se 

detecto  mediante la propia fluorescencia de la proteí na YFP. Como se muestra en amarillo 

(Figura 26A) los receptores colocalizan a nivel de la membrana plasma tica. Para la 

determinacio n de la interaccio n entre ambos receptores, se llevo  a cabo un ensayo de BRET 

en ce lulas CHO transfectadas con concentraciones constantes de A1R-Rluc y crecientes de 

A2A-YFP. La curva de saturacio n de BRET obtenida demuestra la interaccio n fí sica entre 

ambos receptores, y evidencia la formacio n de complejos heterome ricos A1R-A2AR en ce lulas 

CHO transfectadas (Figura 26B). Como control negativo se utilizaron concentraciones 

constantes del receptor 5-HT2B fusionado a Rluc y crecientes de A2AR-YFP, obteniendo una 
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sen al lineal inespecí fica que indica la ausencia de interaccio n entre dichos receptores 

(Figura 26C). 

Una vez determinada la interaccio n entre el A1R y el A2AR en ce lulas CHO transfectadas, se 

propuso la determinacio n de la sen alizacio n especí fica del hetero mero. Dado que el receptor 

A1 se acopla a proteí na Gi, la determinacio n del AMPc intracelular se realizo  en presencia de 

Forskolina (500 nM). El receptor A2A se acopla a proteí na Gs, por lo que su funcionalidad se 

analizo  en ausencia de Forskolina. Así , en ce lulas CHO transfectadas se observo  que la 

activacio n del receptor A1 no inducí a una bajada de los niveles del AMPc augmentados por 

el tratamiento con Forskolina. Es decir, la presencia del receptor A2A bloque la sen alizacio n 

del receptor A1 cuando forman complejos heterome ricos (Figura 26D). Confirmado al 

detectar que el bloqueo del receptor A2A mediante su antagonista selectivo posibilito  la 

activacio n del receptor A1.  

Otra ví a que activan ambos receptores, A1 y A2A, es la ví a de fosforilacio n de MAPK. En este 

sentido, se transfectaron ce lulas CHO con ambos receptores y se analizo  la fosforilacio n de 

ERK 1/2. Se observo  un aumento significativo de la fosforilacio n de ERK1/2 ante la 

activacio n con los agonistas selectivos de ambos receptores individualmente (Figura 26F). 

En el caso del tratamiento conjunto con ambos agonistas, se observo  un efecto no aditivo, es 

decir, inferior a la suma de las activaciones individuales de ambos receptores de adenosina. 

Adema s, la activacio n del receptor A1 fue bloqueada no solo ante el tratamiento con su 

propio antagonista selectivo, DPCPX, sino tambie n con el antagonista selectivo de A2AR, 

SCH58621, y viceversa. Indicando un crossantagonismo bidireccional en la ví a de las MAPK.
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Figura 26. Formación y caracterización funcional de los complejos A1R-A2AR en células CHO 

transfectadas. A Ensayo inmunocitoquí mico en ce lulas CHO transfectadas con los ADNc 

correspondientes a A1R-Rluc y A2AR-YFP (0.5 µg cada uno). El A2AR-YFP fue detectado por la propia 

fluorescencia de la proteí na YFP (verde) y, el A1R-Rluc fue detectado mediante el uso de un anticuerpo 

primario de rato n contra Rluc, y un anticuerpo secundario contra rato n conjugado a Cy3 (rojo). La 

colocalizacio n se observa en amarillo. Los nu cleos fueron marcados con Hoechst (azul). Escala: 10 

µm. B Ensayo de BRET en ce lulas CHO transfectadas con concentraciones constantes del ADNc de 

A1R-Rluc (0.2 µg) y concentraciones crecientes de ADNc de A2AR-YFP (0.1-1.2 µg). C Control negativo 

de BRET. Ce lulas CHO se transfectaron con cantidades constantes de ADNc para 5-HT2BR-Rluc (0.2 

µg) y concentraciones crecientes de ADNc para A2AR-YFP (0.1-1.2 µg). Los valores corresponden al 

promedio ±SEM de 6 experimentos independientes realizados por duplicado. D-F Ce lulas CHO fueron 

transfectadas con los ADNc correspondientes a A1R (1 µg) y A2AR (1 µg) y pretratadas con los 

antagonistas selectivos DPCPX (10 nM) o SCH58621 (1 µM), para A1R y A2AR, respectivamente con la 

consecuente activacio n con los agonistas selectivos CPA (100 nM) y/o PSB777 (100nM) para A1R y 

A2AR, respectivamente. D,E La determinacio n de AMPc se realizo  en ce lulas estimuladas con 

Forskolina (500 nM) (D) o vehí culo (E) mediante el kit Lance Ultra AMPc (PerkinElmer). Los valores 

corresponden al promedio ±SEM de 8 experimentos independientes realizados en triplicados en los 

ensayos de funcionalidad. Pruebas no parame tricas Mann-Whitney se usaron en el estudio de 

acumulacio n de AMPc (versus FK, *p<0.01)(D) o (versus Basal, *p<0.01) (E) o (versus PSB777 100 

nM, #<0.01). Y, para la fosforilacio n de MAPK (versus basal,*p<0.01) o (versus CPA 100 nM, #<0.01) 

o (versus PSB777 100 nM, $<0.01). 

4.2.2. La expresión de A1R, A2AR y el complejo A1R-A2AR disminuye bajo el 

tratamiento con adenosina 
Una vez observada la interaccio n especí fica entre los receptores A1 y A2A en ce lulas CHO 

transfectadas, decidimos determinar mediante el uso del kit Naveni™TriFlex Cell no tan solo 

la heteromerizacio n in situ de los receptores (verde), sino tambie n las cantidades totales 

relativas tanto del A1R (magenta) como del A2AR (amarillo) en ce lulas C6. Se utilizo  la lí nea 

celular C6, de glioblastoma de rata, ya que expresa los receptores A1 y A2A de forma endo gena 

(Figura 27A,B,D). Se realizo  un ensayo de ligacio n por proximidad en ce lulas C6 no 

transfretadas en presencia de diferentes tratamientos con adenosina (ADO), agonista 

endo geno no selectivo de los receptores A1R y A2AR. En las ce lulas tratadas con una mayor 

concentracio n de adenosina (ADO 10 µM) se observa una disminucio n tanto del marcaje 

verde como de los marcajes magenta y amarillo (Figura19A), correspondiendo con una 

disminucio n de la formacio n del hetero mero, así  como de los receptores A1 y A2A, 

respectivamente (Figura 27C). Sugiriendo que la estimulacio n con adenosina promueve la 

internalizacio n de los receptores A1 y A2A presentes en membrana, así  como, del hetero mero 

A1R-A2AR. Tambie n se realizo  este mismo ensayo en ce lulas C6 tratadas con cafeí na (CAFFE), 

antagonista no selectivo del A1R y el A2AR. En el caso de las ce lulas tratadas con elevadas 

concentraciones de cafeí na (10 µM y 100 µM) , se observo  un aumento significativo de los 

marcajes magenta y amarillo, correspondiendo a los niveles totales relativos de ambos 

receptores A1 y A2A respecto a las ce lulas tratadas con vehí culo (Figura 27D). De manera 

interesante, este aumento no se detecto  en la formacio n del hetero mero A1R-A2AR (marcaje 

verde) (Figura 27A,E). Resultados congruentes con la retencio n de los receptores de 

adenosina a nivel de membrana plasma tica ante el bloqueo de dichos receptores descrita 

con anterioridad (Cristo va o-Ferreira et al., 2013).  
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Figura 27. Expresión de A1R, A2AR y el heterómero A1R-A2AR en células C6. A,D Las cantidades 

totales de A1R (magenta), A2AR (amarillo) y la formacio n del hetero mero A1R-A2AR (verde) se 

detectaron mediante ensayos de ligacio n por proximidad con el kit Naveni™TriFlex Cell (Navinci) en 

ce lulas C6. Se utilizaron anticuerpos primarios especí ficos de conejo contra A1R y de rato n contra 

A2AR. Cuando se indica, las ce lulas fueron tratadas durante 48 horas con concentraciones crecientes 

de adenosina (100 nM, 1 µM o 10 µM); o con concentraciones crecientes del antagonista no selectivo 

cafeí na (1 µM, 10 µM o 100 µM). Se tomaron como control ce lulas tratadas con vehí culo. Los nu cleos 

celulares fueron marcados con Hoechst (azul). Escala: 20µm. C Cuantificacio n de los puntos amarillos 

por ce lula con puntos (correspondientes a la expresio n de A2AR), puntos magenta por ce lula con 

puntos (correspondientes a la expresio n de A1R) y puntos verdes por ce lula con puntos 

(correspondientes a la expresio n del hetero mero A1R-A2AR) en ce lulas C6. El ana lisis se condujo 

mediante el uso del software Duolink imageTool. Los datos se representan como promedio ±SEM 

(n=8). Se realizaron pruebas 2way ANOVA (versus el tratamiento con vehí culo, *p<0.05). B Diagrama 

del ensayo con Naveni™TriFlex Cell (Navinci). 

 

4.2.3. La expresión del complejo A1R-A2AR aumenta en astrocitos activados 
Tras el ana lisis del complejo heterome rico A1R-A2AR en ce lulas CHO transfectadas y ce lulas 

C6, se procedio  a determinar, por primera vez, mediante ensayos de PLA, la formacio n del 
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complejo en cultivos primarios de astrocitos de rata. El ensayo se realizo  en ce lulas en 

reposo y en ce lulas activadas mediante un tratamiento con LPS (0.1% (v/v)). Como se 

observa en la Figura 28A, en los astrocitos en reposo se detecta la formacio n del hetero mero 

A1R-A2AR (unos 2 puntos rojos por ce lula) con un augmento significativo de puntos por 

ce lula respecto al control negativo (apenas 1 punto rojo por ce lula), donde el experimento 

de PLA se realizo  en ausencia del anticuerpo primario especí fico contra-A2AR (Figura 28A). 

Adema s, en los cultivos primarios de astrocitos activados con LPS se observo  un aumento 

significativo de puntos rojos sobre los nu cleos marcados con Hoechst (cerca de 4 puntos 

rojos por ce lula)) respecto a los astrocitos en reposo (unos 2 puntos rojos por ce lula). 

Sugiriendo un potencial rol del hetero mero A1R-A2AR en procesos de activacio n astroglial.  

 

Figura 28. Expresión del heterómero A1R-A2AR en cultivos primarios de astrocitos de rata. A 

Ensayo de PLA para detectar la formacio n del hetero mero A1R-A2AR usando anticuerpos primarios 

especí ficos de conejo contra A1R y de rato n contra A2AR. El control negativo se realizo  en ausencia del 

anticuerpo primario especí fico contra-A2AR. Los nu cleos fueron marcados con Hoechst (azul). Escala: 

50 µm. B Cuantificacio n de los puntos rojos por ce lulas con puntos para determinar la expresio n 

diferencial del complejo A1R-A2AR en cultivos primarios de astrocitos en reposo o activados con LPS 

(0.1% (v/v)). El ana lisis se condujo mediante el uso del software Duolink ImageTool. Los datos se 

representan como promedio ±SEM (n=10). Pruebas no parame tricas Mann-Whitney se computaron 

para los valores de PLA (versus control negativo, *p<0.05). 

 

4.2.4. El tratamiento con el agonista de A1R aumenta la inmunoreactividad de 

GFAP en astrocitos activados  
Con el objetivo de profundizar en el ana lisis de la implicacio n de los receptores A1 y A2A en 

la activacio n de los astrocitos, procedimos a realizar ensayos de inmunocitoquí mica en 



81 
 

presencia de los agonistas especí ficos de los receptores A1 y A2A. Estos ensayos se basaron 

en el estudio de la deteccio n de la proteí na fibrilar ací dica de la glí a (GFAP), ampliamente 

usada como marcador de la activacio n de astrocitos tras un agravio al sistema nervioso 

central. La deteccio n de GFAP se realizo  en cultivos primarios de astrocitos en reposo y 

activados mediante el tratamiento con LPS (0.1% (v/v)) durante 48 horas previas al 

experimento. 

Como era de esperar, se detecto  una mayor sen al de GFAP en los astrocitos activados (con 

LPS 0.1%(v/v)) en comparacio n con las ce lulas tratadas en reposo. Al tratar los cultivos 

primarios de astrocitos, en reposo o activados, con los agonistas selectivos de A1R, CPA o de 

A2AR PSB777 o vehí culo, se detecto  un aumento significativo de la sen al de GFAP ante el 

tratamiento con el agonista de A1R, CPA. Resultado que sugiere una relacio n estrecha entre 

la activacio n de la astroglí a y la funcionalidad del A1R. Este efecto no se observo  ante el 

tratamiento con PSB777, agonista especí fico de A2AR o en las ce lulas tratadas con vehí culo. 

 

Figura 29. Determinación de la inmunoreactividad de GFAP en cultivos primarios de 

astrocitos. A Inmunocitoquí mica para detectar la GFAP mediante el uso de un anticuerpo primario 

de cabra especí fico contra GFAP y un anticuerpo secundario contra cabra conjugado a Cy3 (en rojo). 
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Los cultivos primarios de astrocitos en reposo o activados con LPS (0.1%(v/v)) fueron tratados con 

los agonistas selectivos de A1R y A2AR, CPA (100 nM) y PSB777 (100 nM), respectivamente (24 horas 

antes del experimento). B Cuantificacio n de la intensidad de fluorescencia detectada normalizada por 

el nu mero de ce lulas presentes en el campo analizado. Los datos se representan como promedio 

±SEM (n=10). Se llevaron a cabo pruebas estadí sticas two-way ANOVA, seguidas de un test de 

Bonferroni, comparando dentro de cada grupo de tratamiento los valores del subgrupo de astrocitos 

activados (LPS 0.1% (v/v)) contra el subgrupo en reposo (p*<0.05).Y, comparando dentro del 

subgrupo de astrocitos activados (LPS 0.1% (v/v)) los distintos tratamientos (p#<0.05). 

 

4.2.5. Caracterización de la funcionalidad del heterómero A1R-A2AR en cultivos 

primarios de astrocitos 
Para un ana lisis ma s profundo de la implicacio n del hetero mero A1R-A2AR en astrocitos, se 

procedio  a evaluar la sen alizacio n mediada por el complejo heterome rico A1R-A2AR en 

cultivos primarios de astrocitos de rata en reposo y activados (con LPS 0,1% (v/v)). Dado 

que el receptor A1 se acopla a proteí na Gi, la determinacio n de la acumulacio n de AMPc se 

realizo  en ce lulas estimuladas con Forskolina. Así , el receptor A2A que se acopla a proteí na 

Gs, el AMPc fue analizado en ce lulas estimuladas u nicamente con los agonistas y 

antagonistas selectivos. En cultivos primarios de astrocitos tanto en reposo como activados 

(con LPS 0.1% (v/v) por 48 horas) se observo  que la activacio n de A1R por su agonista 
selectivo disminuí a los niveles de AMPc intracelulares (Figura22A,C). Del mismo modo que 

la activacio n de A2AR con su agonista selectivo, PSB777, aumentaba los niveles de AMPc 

(Figura 30B,D). El tratamiento con ambos agonistas selectivos no afecto  a la sen alizacio n de 

A2AR. Feno meno que se detecto  tanto en astrocitos en reposo como en astrocitos activados 

(Figura 30B,D). Curiosamente, en el caso de los astrocitos en reposo, se observo  que el 

pretratamiento con el antagonista selectivo de A1R incrementaba la sen al mediada por la 

activacio n de A2AR. 

 

En el caso de la ví a de fosforilacio n de MAPK, la activacio n con ambos agonistas selectivos, 

CPA para A1R y PSB777 para A2AR presento  un efecto no aditivo en astrocitos en reposo. 

Adema s, a activacio n del receptor A1 se vio bloqueada por su antagonista selectivo, DPCPX, 

pero tambie n por el antagonista selectivo de A2AR, SCH58621, definiendo un feno meno de 

crossantagonismo. En el caso de los cultivos primarios de astrocitos activados (con LPS 

durante un perí odo de 48 horas) se observo  que el agonista selectivo de A2AR no promoví a 

la fosforilacio n de ERK1/2, sen al que se recupero  en presencia del antagonista de A1R, 

sugiriendo un bloqueo de A2AR al encontrarse heteromerizando con A1R. A la vez, la 

activacio n de A1R fue bloqueada por su antagonista selectivo, DPCPX, pero tambie n por el 

antagonista de A2AR, indicando un feno meno de crossantagonismo en cultivos de astrocitos 

activados. 
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Figura 30. Señalización mediada por el complejo heteromérico A1R-A2AR en cultivos primarios 

de astrocitos. A-F Cultivos primarios de astrocitos de rata en reposo o tratados con LPS (0.1% (v/v)) 

durante un perí odo de 48 horas, fueron pretratados con los antagonistas selectivos para A1R o A2AR, 

DPCPX (10 nM) o SCH58621 (1 µM), respectivamente, con la subsiguiente activacio n con los agonistas 

selectivos CPA (100 nM) y/o PSB777 (100 nM) de A1R y A2AR, respectivamente. A-D Para la 

determinacio n de los niveles de AMPc intracelulares, los cultivos primarios de astrocitos fueron 

estimulados con Forskolina (500 nM) o vehí culo. Los datos se representan como promedio ±SEM de 

6 a 8 experimentos independientes realizados en triplicados. Los datos se analizaron mediante 

pruebas estadí sticas no parame tricas Mann-Whitney. En la acumulacio n de AMPc (versus basal, 
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*p<0.01) o (versus CPA 100 nM, #p<0.01) (A,C) o (PSB777 100 nM, #p<0.01) (B,D). Y, en la 

fosforilacio n de MAPK (versus basal, *p<0.01) o (versus CPA 100 nM, #p<0.01) o (versus PSB777 100 

nM, $p<0.01). 

 

4.2.6. La expresión del complejo A1R-A2AR aumenta en el área cortical de 

ratones tratados con cuprizona 
Una vez caracterizada la funcionalidad del hetero mero A1R-A2AR en astrocitos, nos 

planteamos determinar la expresio n del hetero mero en un modelo de rato n de esclerosis 

mu ltiple, donde la astroglí a se encuentra activada. Este modelo consiste en ratones 

alimentados durante tres (C3) o seis (C6) semanas con pienso molido esta ndar conteniendo 

un 0.25% (p/p) de CPZ (bis(ciclohexanona)-oxaldihidrazona) o bien solo pienso esta ndar 

(U3) a modo de grupo vehí culo. Se detecto , como se observa en la Figura 31, en secciones de 

los animales no tratados (U3) un 48.20% de ce lulas que presentaban puntos, con unos 3 

puntos rojos por ce lula con puntos. Este resultado demuestra la expresio n del complejo A1R-

A2AR en secciones de rato n. Un aumento significativo del hetero mero se detecto  en los 

animales tratados con CPZ durante 3 semanas: un 63.38% de ce lulas presentaron puntos 

con alrededor de 4 puntos rojos por ce lulas con puntos. En los animales tratados durante 

seis semanas con CPZ (C6), el valor fue de 84.72% de ce lulas con puntos respecto al total de 

ce lulas con unos 7 puntos rojos por ce lula con puntos. Esta condicio n tambie n presentaba 

un aumento significativo del complejo respecto a la condicio n U3 y la condicio n C3. El 

control negativo, realizado en ausencia del anticuerpo primario especí fico contra A1R 

mostro , como se esperaba, un descenso de los puntos rojos por ce lula con puntos. Estos 

resultados apuntan al potencial del complejo A1R-A2AR como posible diana a considerar en 

el estudio de la esclerosis mu ltiple.  

 

Figura 31. Expresión del complejo A1R-A2AR en secciones corticales de ratones modelo de EM. 

A La formacio n del complejo heterome rico A1R-A2AR en a reas corticales de cerebros de ratones no 

tratados (U3) o tratados con cuprizona (durante tres (C3) o seis (C6) semanas) se realizo  mediante 

ensayos de ligacio n por proximidad (PLA). Se utilizaron anticuerpos primarios de conejo contra A1R 

y de rato n contra A2AR. En el control negativo no se an adio  el anticuerpo especí fico contra A1R. Los 

nu cleos se marcaron con Hoechst (azul). Escala: 20 µm. B La cuantificacio n para determinar la 

expresio n diferencial del hetero mero A1R-A2AR en a reas corticales de ratones U3, C3 y C6 se llevo  a 

cabo usando el software Duolink ImageTool. Los porcentajes indican las ce lulas con puntos respecto 
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las ce lulas totales del campo analizado. Los datos se representan como promedio ±SEM (n=10). Se 

realizaron pruebas no parame tricas Mann-Whitney (versus U3) (*p<0.05). 

4.3. Expresión del heterómero de los receptores de adenosina A2A-

A3 en diferentes regiones cerebrales 

4.3.1. Expresión diferencial del heterómero A2AR-A3R en cultivos primarios de 

neuronas de corteza, estriado e hipocampo 
Teniendo en cuenta la expresio n diferencial de los receptores de adenosina en las distintas 

regiones cerebrales, así  como la previa descripcio n de una variacio n en dicha expresio n en 

pacientes con EA, nos planteamos analizar la formacio n del complejo A2AR-A3R en diferentes 

a reas cerebrales. Con el objetivo de determinar si existe una expresio n diferencial del 

hetero mero se llevo  a cabo la deteccio n de la formacio n del complejo heterome rico A2AR-

A3R mediante ensayos de ligacio n por proximidad (PLA) en cultivos primarios de neuronas 

de corteza frontal, estriado e hipocampo de rato n. Como se observa en la Figura 32, la 

expresio n del complejo A2AR-A3R fue significativamente mayor en la regio n del estriado 

respecto a las regiones del hipocampo y la corteza frontal. Estos resultados correlacionan 

una mayor presencia del hetero mero A2AR-A3R en regiones cerebrales con una mayor 

expresio n del receptor A2A. 

 

Figura 32. Expresión del heterómero A2AR-A3R en cultivos primarios de neuronas de fetos de 

ratones C57BL/6J hembra. A Deteccio n de los hetero meros A2AR-A3R mediante ensayos de ligacio n 

por proximidad (PLA) en cultivos primarios de neuronas corticales, estriatales e hipocampales 

aisladas de feto de rato n. Se usaron anticuerpos especí ficos de rato n contra el receptor A2A y de conejo 

contra el receptor A3. En el control negativo no se an adio  el anticuerpo especí fico contra A3R. Los 

nu cleos fueron marcados con Hoechst (azul). Escala: 10 µm B Cuantificacio n de los puntos rojos por 

ce lula. El ana lisis se realizo  mediante el uso del plug-in Andy’s algorithm del software Fiji. Pruebas t-

test no pareadas se realizaron para la comparacio n del nu mero de puntos rojos por ce lula de las 

diferentes regiones cerebrales (*p<0.05, ***p<0.001). Esta figura ha sido extraí da del artí culo (Lillo 

et al., 2022). 

4.3.2. Caracterización de la funcionalidad del heterómero A2AR-A3R en cultivos 

primarios de neuronas corticales, estriatales e hipocampales  
Tras demostrar la expresio n diferencial del hetero mero A2AR-A3R entre neuronas del 

estriado, hipocampo y corteza frontal, se planteo  analizar si las diferencias en expresio n 

conllevarí an diferencias a nivel funcional. Como se ha descrito con anterioridad, la 

formacio n del hetero mero A2AR-A3R conlleva un bloqueo de la funcio n dependiente de A3R, 

el cual se ve invertido en presencia de antagonistas de A2AR (Lillo et al, 2020). Dado que el 

receptor A2A acopla proteí na Gs y el receptor A3 acopla proteí na Gi, la determinacio n de los 

niveles de AMPc se realizo  en condiciones con y sin estimulacio n con Forskolina. En cultivos 

primarios de neuronas de estriado, en las que se ha observado una mayor expresio n del 

hetero mero, el agonista de A2AR, PSB777, incremento  los niveles de AMPc citoso lico. Este 
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incremento fue bloqueado solo ante el pretratamiento con el antagonista selectivo de A2AR, 

SCH58261. En estas mismas neuronas, el agonista del A3R 2-Cl-IB-MECA redujo los niveles 

de AMPc inducidos por el tratamiento con PSB777 (Figura 33A). Ni en cultivos primarios de 

neuronas corticales ni hipocampales, el tratamiento con agonistas supuso un incremento 

significativo en los niveles de AMPc (Figura 33B-C). 

En cultivos primarios de neuronas corticales estimuladas con Forskolina 500 nM (FK), el 

agonista de A3R, 2-CL-IB-MECA disminuyo  los niveles de AMPc solo en presencia del 

antagonista selectivo de A2AR (Figura 33D). Estos resultados son consistentes con los 

resultados obtenidos previamente en sistemas hetero logos de expresio n (Lillo et al., 2020a), 

es decir, la activacio n de A3R no conlleva el acoplamiento de Gi cuando e ste se encuentra 

formando complejos heterome ricos con A2AR. En el caso de las neuronas hipocampales, el 

agonista de A3R si fue capaz de disminuir los niveles de AMPc citoso lico, debido, 

probablemente, a la proporcio n del A3R que no forma hetero meros con el A2AR. Aun así , el 

efecto del agonista de A3R se vio incrementado ante el tratamiento con al antagonista de 

A2AR (Figura 33E). Resultados similares se obtuvieron en neuronas de corteza frontal, 

aunque el descensos inducido por el 2-Cl-IB-MECA solo era significativo en presencia de 

SCH58621, el antagonista de A2AR (Figura 33F). 

 

Figura 33. Señalización del heterómero A2AR-A3R en cultivos primarios de neuronas 

estriatales, hipocampales y corticales de fetos de ratones C57BL/6J hembra. A-F Cultivos 

primarios de neuronas fueron pretratadas con los antagonistas selectivos SCH58621 (1 µM) o PSB10 

(1 µM) para A2AR y A1R, respectivamente, con el subsiguiente tratamiento con los agonistas selectivos 

PSB777 (100 nM) y/o 2-Cl-IB-MECA (100 nM) para A2AR y A1R, respectivamente. Los niveles de AMPc 

se detectaron tras la estimulacio n con Forskolina (500 nM) o vehí culo mediante el kit Lance Ultra 

AMPc (PerkinElmer). Los resultados han sido expresados en porcentaje respecto al basal (A-C) o 

respecto a la FK (D-F). Los datos se representan como promedio ±SEM de seis experimentos 

independientes realizados en triplicados. Pruebas One-way ANOVA seguidas de un test de Bonferroni 

fueron realizadas versus basal (A-C) o versus FK (D-F) (*p<0.05,**p<0.01, ***p<0.001,****p<0.0001). 

Esta figura ha sido extraí da del artí culo (Lillo et al., 2022). 
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4.4. El complejo heteromérico NMDAR-CB1R como posible diana 

terapéutica en la Enfermedad de Alzheimer 

4.4.1. En el heterómero CB1R-NMDAR, la activación de CB1R bloquea la 

señalización dependiente de NMDAR en células HEK-293T transfectadas 
Previamente a determinar la capacidad del receptor CB1 para formar hetero meros con el 

receptor de NMDA, se analizo  la expresio n de ambos receptores en el mismo compartimento 

celular. Para ello, ce lulas HEK-293T fueron transfectadas con las proteí nas de fusio n CB1R-

YFP y NR1-Rluc junto a NR2B para la constitucio n del receptor NMDAR. La expresio n de 

CB1R se detecto  mediante la fluorescencia propia de la proteí na YFP (en verde) y la de 

NMDAR fue detectada mediante el uso de un anticuerpo primario de rato n contra Rluc y un 

anticuerpo secundario contra rato n conjugado a Cy3 (en rojo)(Figura 34A). La 
colocalizacio n de ambos receptores a nivel de membrana plasma tica se observa en amarillo 

(Figura 34A). Dado que la colocalizacio n no implica una interaccio n fí sica, se realizaron 

ensayos de transferencia de energí a bioluminiscente (BRET). En estos, ce lulas HEK-293T 

fueron transfectadas con concentraciones constantes del ADNc correspondiente a NR1-Rluc 

y NR2B y concentraciones crecientes del ADNc CB1R-YFP. Se obtuvo una curva de saturacio n 

de BRET que indica la interaccio n fí sica entre ambos receptores y por lo tanto la formacio n 

de hetero meros CB1R-NMDAR (Figura 34B). Como control negativo se repitio  el mismo 

ensayo en ce lulas transfectadas con cantidades constante de D1R-Rluc y cantidades 

crecientes de CB1R-YFP (Figura 34B). Obteniendo una sen al lineal que indica la falta de 

interaccio n entre dichos receptores. 

Una vez demostrada la formacio n del complejo heterome rico CB1R-NMDAR, nos planteamos 

analizar la funcionalidad de esta nueva unidad. Dado que CB1R es un GPCR que acopla 

proteí na Gi, descendiendo los niveles de AMPc intracelulares, en primer lugar, se analizo  esta 

ví a de sen alizacio n. La activacio n de ce lulas HEK-293T que expresaban CB1R y NMDA con el 

agonista selectivo de CB1R, ACEA; produjo el descenso esperado (aproximadamente de un 

40%) de los niveles de AMPc tras la estimulacio n con Forskolina (Figura 34D). Como se 

esperaba, la estimulacio n con NMDA no produjo ningu n efecto, dado que NMDAR no altera 

la sen alizacio n dependiente de esta ví a. La coactivacio n con ambos agonistas, ACEA y NMDA, 

produjo una sen al similar a la observada en el tratamiento independiente con ACEA. 

Curiosamente, la sen al inducida por CB1R se vio bloqueada no tan solo por su antagonista 

selectivo Rimonabant, sino tambie n por el antagonista selectivo de NMDAR, MK-801. Este 

feno meno se denomina crossantagonismo y podrí a ser u til pata detectar la expresio n del 

complejo CB1R-NMDAR en tejido nativo.  

Por otro lado, dado que la activacio n de NMDAR promueve la ví a de las MAPK, se decidio  

analizar la fosforilacio n de ERK1/2 en ce lulas HEK-293T transfectadas con los ADNc para 

CB1R y NMDAR. Se observo  que la activacio n mediante los agonistas selectivos de ambos 

receptores dio lugar a una sen al significativa (Figura 34E). En el caso del tratamiento 

conjunto con ambos agonistas, se observo  un efecto no aditivo, es decir, inferior a la suma 

de los efectos inducidos por la activacio n de los receptores individualmente. De manera 

interesante, el efecto inducido por el NMDA fue bloqueado el tratamiento con MK-108, pero 

tambie n con Rimonabant, y viceversa. Por lo que se observo  un feno meno de 

crossantagonismo bidireccional en la ví a de las MAPK. 

Puesto que NMDAR es un canal ionotro pico que induce la movilizacio n del ion calcio tras su 

activacio n, se planteo  el ana lisis de la acumulacio n de calcio en ce lulas HEK-293T que 

expresaban CB1R y NMDAR tras la activacio n con sus ligandos selectivos. De manera 

interesante, la activacio n de CB1R bloqueo  parcialmente la sen al inducida por NMDA (Figura 
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34E). Este efecto se denomina crosstalk negativo. De nuevo, se observo  un feno meno de 

crossantagonismo en esta ví a de sen alizacio n. Como se esperaba, el agonista selectivo ACEA, 

como tratamiento independiente, no produjo ningu n efecto. 

La finalizacio n de la sen al mediada por los GPCR suele darse con la internalizacio n del 

receptor mediante el reclutamiento de β-Arrestinas. Para determinar si la regulacio n 

negativa observada ejercida por CB1R sobre NMDAR se debí a a la internalizacio n del 

complejo, se llevaron a cabo ensayos de reclutamiento de β-Arrestinas. Se observo  que la 

activacio n del NMDAR potenciaba significativamente el reclutamiento de β-Arrestinas 

inducido por CB1R. Lo cual demuestra que la actividad de NMDAR favorece la internalizacio n 

de CB1R, así  como disminuye su sen alizacio n.  
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Figura 34. CB1R y NMDAR forman complejos heteroméricos en células HEK-293T 

transfectadas. A Ensayo de inmunocitoquí mica realizado en ce lulas HEK-293T transfectadas con 

CB1R-YFP (0,5 µg de ADNc), el cual se detecto  por la propia fluorescencia de la proteí na YFP (en 

verde), NR2B (0,5 µg de ADNc) y NR1-Rluc (1 µg de ADNc), el cual se detecto  mediante la incubacio n 

con un anticuerpo primario de rato n contra Rluc y un anticuerpo secundario contra rato n conjugado 

a Cy3 (en rojo). Los nu cleos se marcaron con Hoechst (en azul). La colocalizacio n se observa en 

amarillo. Escala: 10 µm. B Ensayos de BRET en ce lulas HEK-293T transfectadas con cantidades 

constantes de los ADNc correspondientes a NR1-Rluc (0,7 µg) y NR2B (0,3 µg) o D1R-Rluc para el 

control negativo y cantidades crecientes del ADNc correspondiente a CB1R-YFP (0,2-1 µg). C,D Ce lulas 

HEK-293T fueron transfectadas con los ADNc correspondientes a CB1R (0,3 µg), NR1 (0,5 µg) y NR2B 

(0,5 µg) y pretratadas con los antagonistas selectivos (Rimonabant (o SR141617) para CB1R o MK-

801 para NMDAR). Con la consecuente activacio n mediante los agonistas selectivos (ACEA para CB1R 

y/o NMDA para NMDAR). C las ce lulas HEK-293T fueron estimuladas con Forskolina (500 nM) para 

la determinacio n de los niveles de AMPc intracelulares. E La determinacio n de la liberacio n de calcio 

se realizo  en ce lulas HEK-293T transfectadas con los ADNc correspondientes a CB1R (0,3 µg), NR1 

(0,5 µg), NR2B (0,5 µg) y al sensor de calcio GCaMP6 (0,5 µg), pretratadas con los antagonistas 

selectivos Rimonabant (o SR141617) para CB1R o MK-801 para NMDAR, con la consiguiente 

activacio n con los agonistas selectivos. F El reclutamiento de β-arrestinas se evaluo  en ce lulas HEK-

293T que expresaban las proteí nas CB1R-YFP (1 µg de ADNc), NR1 (0,5 µg de ADNc) y NR2B (0,5 µg 

de ADNc y β-Arrestina II-Rluc (0,5 µg de ADNc), pretratadas con los antagonistas selectivos, seguida 

de la activacio n con los agonistas selectivos. Los datos se representan como promedio ±SEM de seis 

experimentos independientes en triplicados en el caso de BRET y de seis a ocho experimentos 

independientes en triplicados en los ensayos de sen alizacio n. Se llevaron a cabo pruebas One-way 

ANOVA seguidas de un test de Bonferroni (*p<0.05,***p<0.001) versus FK en AMPc, versus la 

condicio n basal en la fosforilacio n de MAPK o versus la condicio n con ACEA en el reclutamiento de β-

arrestinas. 

 

4.4.2. La activación de NMDAR bloquea la señalización de CB1R en cultivos 

primarios de neuronas de corteza 
Para detectar la formacio n del complejo CB1R-NMDAR, se desarrollo  la te cnica de PLA en 

cultivos primarios de neuronas corticales y se detecto  la formacio n de clu steres rojos sobre 

nu cleos marcados con Hoechst (Figura 35A). Se detectaron unos 2,5 puntos por ce lula con 

puntos, siendo >20% de neuronas las que presentaban puntos. Este resultado evidencia la 

expresio n del complejo CB1R-NMDAR en neuronas corticales de rato n. De manera 

interesante, el pretratamientos de las ce lulas con Aβ (500 nM) durante 48 horas indujo un 

incremento en el nu mero de neuronas que expresaban puntos, así  como en el nu mero de 

puntos por ce lula (>40% de ce lulas presentaban puntos, con 4 puntos por ce lula con 

puntos). El control negativo se realizo  en cultivos primarios no tratados con al anticuerpo 

contra CB1R, con u nicamente un 3% de ce lulas presentando puntos. Estos resultados 

demuestran la expresio n del complejo CB1R-NMDAR en neuronas corticales, con un 

incremento significativo tras el tratamiento con Aβ. 

En los ana lisis de la ví a de sen alizacio n del AMPc se observo  que la activacio n con el agonista 

de CB1R, ACEA, fue bloqueada por la activacio n de NMDAR. Tambie n se observo  un 

feno meno de crossantagonismo, ya que el antagonista selectivo de NMDAR, MK-801, 

bloqueaba la activacio n de CB1R. En las ce lulas tratadas con Aβ (500 nM) durante 48 horas, 

se observo  que la inhibicio n de CB1R por la activacio n de NMDAR desaparecí a. Resultado 

que podrí a ser explicado por el incremento en la expresio n de CB1R en el tratamiento con 

Aβ. 

En el caso de la ví a de las MAPK, se observo  de nuevo que la activacio n de NMDAR bloqueaba 

la funcio n de CB1R. De la misma manera que la activacio n de CB1R bloqueaba la de NMDAR. 
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Tambie n se detecto  el feno meno de crossantagonismo, en este caso bidireccional, ya que el 

antagonistas selectivo de CB1R, Rimonabant (o SR141617) bloqueaba la sen al de NMDAR. 

En el pretratamiento con Aβ (500 nM) durante 48 horas, la coactivacio n de ambos 

receptores mostro  un efecto no aditivo en cultivos primarios de neuronas corticales.  

De manera conjunta, estos resultados indican un bloqueo entre los receptores CB1 y NMDA 

en neuronas corticales, que se ve alterado ante el tratamiento con Aβ.  

 

 

Figura 35. Funcionalidad del heterómero CB1R-NMDAR en cultivos primarios de neuronas 

tratadas con Aβ. A Los ensayos de PLA se realizaron en cultivos primarios de neuronas corticales de 

ratones C57BL/6 tratados o no con el pe ptido Aβ (500 nM) durante 48 horas. El control negativo se 

realizo  en ausencia del anticuerpo especí fico contra CB1R. Los nu cleos se marcaron con Hoechst 

(azul). Los hetero meros se observaron como puntos rojos en ima genes tomadas con el microscopio 

confocal (secciones superpuestas). Escala: 30 µm. B Cuantificacio n del nu meros de puntos rojos por 

ce lula (r). Los porcentajes representan el nu mero de ce lulas que presentan puntos. Los datos se 

muestran como promedio ±SEM (n=6). Pruebas One-way ANOVA seguidas de un test de Bonferroni 

fueron llevadas a cabo (**<p0.01,***p<0.001 versus negative control). C-F Cultivos primarios de 

neuronas corticales de ratones C57BL/6 tratados (D,F) o no (C,E) con el pe ptido Aβ fueron 

estimuladas con los antagonistas selectivos (Rimonabant (o SR141617) para CB1R o MK-801 para 
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NMDAR), y seguidamente activados con los agonistas selectivos ACEA, para CB1R, y/ o NMDA, para 

NMDAR. C,D El ana lisis de la acumulacio n de AMPc se realizo  tras la estimulacio n con Forskolina (500 

nM). E,F La fosforilacio n de MAPK se realizo  mediante el uso del kit AlphaScreen SureFire 

(PerkinElmer). Los datos se muestran como promedio ±SEM de 8 a 12 experimentos independientes 

realizados en triplicado. Pruebas One-way ANOVA seguidas de un test de Bonferroni se llevaron a 

cabo (*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001; versus la FK en los ensayos de AMPc o versus el tratamiento con 

vehí culo en la fosforilacio n de MAPK). 
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5.RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Las enfermedades neurodegenerativas son aquellas que cursan con una pe rdida de funcio n 

y la muerte de las ce lulas nerviosas del sistema nervioso central (SNC) o perife rico. El 

principal factor de riesgo para el desarrollo de gran parte de este tipo de enfermedades es 

la edad. Por lo que el aumento de la esperanza de vida global viene de la mano con el 

aumento de la prevalencia de las enfermedades neurodegenerativas (World Health 

Organization, 2020). La enfermedad de Alzheimer (EA) es la ma s prevalente actualmente, y 

al igual que el resto de las enfermedades neurodegenerativas, no tiene cura ni tratamientos 

efectivos en etapas tardí as. Teniendo esto en cuenta, es crucial la deteccio n temprana de este 

tipo de trastornos y el ana lisis de posibles nuevas dianas terape uticas. Sumando los 

individuos en etapas tempranas de la EA y etapas ma s avanzadas, se estima que en 2023 hay 

unos 416 millones de individuos a nivel mundial afectados por la EA (Gustavsson et al., 

2023). Las enfermedades que cursan con un proceso neurodegenerativo no se limitan a 

individuos de edad elevada. La esclerosis mu ltiple (EM), considerada un enfermedad de 

origen autoinmune, pero que tambie n se engloba en la definicio n de enfermedad 

neurodegenerativa, se diagnostica en edades comprendidas entre los 20 y 40 an os. La 

progresio n de la EM se caracteriza por la aparicio n de relapsos, durante los cuales se da una 

activacio n exacerbada del sistema inmune que se asocia a un proceso neuroinflamatorio. 

Este proceso neuroinflamatorio agrava los sí ntomas de la EM y otras enfermedades 

neurodegenerativas promoviendo la muerte neuronal. 

La adenosina, a nivel del sistema nervioso central, presenta funciones clave en la 

neuroinflamacio n, ya que modula la activacio n de los componentes celulares residentes 

principales del sistema inmune: microglí a y astroglí a. La actividad de la adenosina en el SNC 

depende principalmente de su unio n a los receptores de adenosina A1 y A2A,  ambos GPCR 

de la clase A. La activacio n del receptor A1 se asocia cla sicamente con efectos inhibitorios, y 

se considera un agente neuroprotector. Mientras que, la activacio n del receptor A2A se asocia 

a efectos proinflamatorios (Martí  Navia et al., 2020). 

El sistema endocannabinoide es otro sistema que desempen a un rol importante en la 

modulacio n de la respuesta ante una lesio n en el SNC. La activacio n del receptor de 

cannabinoides CB1 se conoce mundialmente por su efecto analge sico. El cual es resultado de 

la accio n de CB1R en mu ltiples ví as, como por ejemplo es la inhibicio n de la liberacio n de 

GABA en la me dula espinal (Bajic et al., 2018; Katona & Freund, 2008). Adema s, la activacio n 

de CB1R presenta al igual que el A1R, un rol neuroprotector en condiciones patolo gicas, 

siendo capaz de modular la respuesta inmune promoviendo la accio n antinflamatoria 

mediada por la microglí a (Lou et al., 2018; Tanaka et al., 2020) generando un gran intere s 

en el estudio de enfermedades neuropsiquia tricas. 

Carriba demostro  que el receptor CB1 es capaz de formar complejos con el receptor de 

adenosina A2A en ce lulas transfectadas y estriado de rata (Carriba et al., 2007a). Se ha 

descrito que los agonistas del CB1R mediante su unio n al hetero mero A2AR-CB1R 

presina ptico son capaces de inhibir la liberacio n de glutamato. Ma s concretamente, la 

activacio n de CB1R inhibe la accio n constitutiva de A2AR, que facilita la liberacio n to nica de 

glutamato, reduciendo el impacto excitoto xico de la acumulacio n de este neurotransmisor 

en el espacio extracelular (Ferre  et al., 2023). 

El estudio del sistema adenosine rgico y del sistema endocannabinoide se considera una 

diana terape utica relevante en diversas enfermedades neurodegenerativas, dada la 

modulacio n sobre el proceso neuroinflamatorio que se les otorga (De Meij et al., 2021; Di 

Virgilio et al., 2020; Zoppi et al., 2011).Por un lado, la accio n del receptor A1 ha mostrado 
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efectos neuroprotectores en mu ltiples afectaciones neurodegenerativas. La administracio n 

del agonista selectivo de A1R, CCPA, en el modelo animal de EM, EAE, muestra un efecto 

inmunosupresor en la astroglí a, que conduce a mitigar la progresio n de la enfermedad(G. 

Liu et al., 2018). Del mismo modo, este agonista ejerce un efecto neuroprotector en un 

modelo de hipoxia cro nica intermitente(Y. Zhang et al., 2020). De hecho, la sobreexpresio n 

del receptor A1 en neuronas limita la expansio n de las lesiones en pacientes con encefalitis 

(Luan et al., 2017). Por lo que respecta al receptor A2A, su bloqueo ha demostrado grandes 

efectos terape uticos en enfermedades como la EP, un ejemplo es el comercializado principio 

activo istradefilina. En modelos de la EA, el efecto neuroprotector producido por el 

tratamiento con cafeí na se asocia a su funcio n antago nica sobre A2AR (Faivre et al., 2018); 

así  como se han observado efectos protectores en modelos de taupatí as al eliminar 

gene ticamente o bloquear mediante antagonistas selectivos el receptor A2A (Laurent et al., 

2016; Viana da Silva et al., 2016). Por otro lado, el receptor de cannabinoides CB1 tambie n 

destaca por su modulacio n de la neuroinflamacio n. Animales KO para la expresio n de CB1 

en neuronas GABAe rgicas han demostrado que la falta de CB1R promueve la activacio n de 

microglí a y astrocitos en ausencia de un estí mulo nocivo, promoviendo un estado 

neuroinflamatorio (Ativie et al., 2018; Bilkei-Gorzo et al., 2018). Teniendo en cuenta la 

capacidad de oligomerizar de los receptores de adenosina y cannabinoides, y la relevancia 

de la actividad de dichos receptores en enfermedades que afectan al SNC, se planteo  como 

uno de los objetivos de esta Tesis doctoral el estudio de la capacidad del receptor A1 para 

formar complejos heterome ricos con el receptor de cannabinoides CB1 y la sen alizacio n 

intracelular de esta nueva unidad funcional.  

El estudio plasmado en el apartado 4.1 se inicio  valorando la posible formacio n del 

hetero mero A1R-CB1R en un sistema hetero logo de expresio n. La cual se demostro  por 
primera vez mediante ensayos de transferencia de energí a BRET. En ce lulas HEK-293T 

tambie n se caracterizo  la sen alizacio n del complejo A1R-CB1R. Se observo  un crosstalk 

negativo en la ví a de la acumulacio n de AMPc y en el reclutamiento de β-arrestinas. Así  como 

un crossantagonismo bidireccional, en el que el tratamiento con el antagonista selectivo de 

A1R, DPCPX, fue capaz de bloquear la activacio n de CB1R, y el antagonista selectivo de CB1R, 

Rimonabant, fue capaz de bloquear la activacio n de A1R. En la ví a de la fosforilacio n de 

MAPK, se observo  un efecto no aditivo, donde la estimulacio n con ambos agonistas 

selectivos resulto  en una sen al igual a la sen al obtenida ante la activacio n individual de A1R. 

Manteniendo el feno meno de crossantagonismo bidireccional. Representando una huella 

caracterí stica del hetero mero para su identificacio n en tejido nativo.  

A continuacio n, se demostro  la formacio n del complejo A1R-CB1R en cultivos primarios de 

neuronas corticales de rato n mediante ensayos de PLA. Así  mismo, se determino  la 

sen alizacio n del hetero mero en estos cultivos de neuronas, observando un efecto no aditivo 

ante la coactivacio n de ambos receptores, tanto en la ví a de acumulacio n de AMPc como en 

la de fosforilacio n de las MAPK. Igual que en el sistema hetero logo, se observo  un feno meno 

de crossantagonismo bidireccional. Finalmente, mediante ensayos de PLA se demostro  la 

formacio n de hetero meros A1R-CB1R en cultivos primarios de astrocitos de rata, con un 

aumento significativo del nu mero de complejos, y de ce lulas que expresaban complejos, en 

astrocitos activados mediante el tratamiento con LPS 0.1% (v/v) durante 48 horas. En 

cultivos primarios de astrocitos, al igual que en el sistema hetero logo, se observo  un 

feno meno de crosstalk negativo en la ví a de acumulacio n de AMPc, y un efecto no aditivo en 

la fosforilacio n de las MAPK. Los resultados obtenidos en el hetero mero A1R-CB1R muestran 

importantes diferencias a los descritos por el complejo A2AR-CB1R. En el caso del complejo 

A2AR-CB1R, se observa una dependencia de la actividad de CB1R a la activacio n de A2AR.  Esta 

regulacio n funcional la asocian Carriba et al. al no acoplamiento por parte de CB1R a la 
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proteí na Gi en ausencia de la activacio n previa o simulta nea de A2AR en el hetero mero 

(Carriba et al., 2007b). En el caso del nuevo hetero mero descrito A1R-CB1R, al estar frente a 

dos receptores que acoplan proteí na Gi, el mecanismo de regulacio n podrí a ser distinto 

(Ko falvi et al., 2020; Sarasola et al., 2022), por lo que partiendo de estos resultados, ana lisis 

ma s extensos son necesarios.  

Con el objetivo de aproximarnos al contexto fisiolo gico de la enfermedad de esclerosis 

mu ltiple, en la cual se han descrito la accio n neuroprotectora de ambos receptores de 

intere s: A1R y CB1R. Favoreciendo procesos tan relevantes en la EM como la remielinizacio n 

y la autotolerancia, respectivamente (Arevalo-Martin et al., 2012; Cherchi et al., 2021), 

utilizamos un modelo de rato n tratado con cuprizona, validado como modelo de EM, que se 

caracteriza por presentar desmielinizacio n y  neuroinflamacio n. Mediante ensayos de PLA, 

se demostro  la formacio n del complejo A1R-CB1R en secciones de corteza de animales 

tratados con cuprizona. Adema s, se observo  un aumento en el nu mero de hetero meros, y en 

el nu mero de ce lulas que los expresan, en los animales tratados durante 6 semanas en 

comparacio n con los animales tratados durante 3 semanas o no tratados. Sugiriendo una 

relacio n entre la formacio n del complejo A1R-CB1R y la severidad de la enfermedad. 

Teniendo en cuenta que: (1) se ha descrito la disminucio n de los niveles de A1R a nivel 

cerebral en pacientes de EM y modelos animales de EM (Johnston et al., 2001; Tsutsui et al., 

2004), (2) el aumento de la formacio n del hetero mero A1R-CB1R en condiciones ma s severas 

en el modelo de cuprizona, y (3) el bloqueo en la actividad de A1R al formar hetero meros 

con CB1R; la formacio n del hetero mero A1R-CB1R puede contribuir promoviendo la 

gravedad de la progresio n de la EM en el modelo animal tratado con cuprizona.  

 

Funcionalmente, por tanto, la formacio n de oligo meros se an ade a los mu ltiples mecanismos 

que modulan los GPCR. Pudiendo afectar a su expresio n en membrana, su acoplamiento a 

proteí na G o la afinidad de los proto meros por sus ligandos (Navarro et al., 2016). 

Recientemente, en el a mbito de estudio de la interaccio n de los GPCR se ha propuesto el 

modelo GEMMA, de sus iniciales en ingle s GPCR-effector macromolecular membrane 

assembly, el cual definen Ferre  y et al. como un complejo de sen alizacio n preensamblado 

compuesto por una combinacio n particular de GPCR, proteí nas G, efectores y otras proteí nas 

asociadas a membrana que se localiza en la membrana plasma tica (Ferre  et al., 2022). Este 

concepto, por tanto, discute el modelo cla sico basado en el ensamblaje inducido por ligando. 

Sugiriendo que el ligando es capaz de unirse de manera diferencial a GEMMA especí ficos, 

preensamblados y constituidos por una combinacio n concreta de GPCR y proteí na G. En 

lí nea con este concepto, previamente, diferentes autores habí an hipotetizado la importancia 

en condiciones fisiopatolo gicas de la estequiometria en la formacio n de oligo meros de GCPR 

(Borroto-Escuela & Fuxe, 2019; Ferre  & Ciruela, 2019). Es decir, la proporcio n de un 

receptor que se encuentra en la membrana de manera independiente o formando 

homo meros o hetero meros. Por ejemplo, en el sí ndrome de las piernas inquietas, se ha 

descrito la disminucio n de la expresio n de A1R, que conlleva un aumento en la liberacio n de 

glutamato a nivel cortical y estriatal. Este efecto se sugiere es debido a la supuesta reduccio n 

de la formacio n del hetero mero A1R-A2AR, que promueve la actividad de A2AR y por tanto se 

encontrara  en membrana formando homo meros o hetero meros con otros receptores, como 

el CB1R (Ko falvi et al., 2020).  

Las te cnicas ma s comunes para la determinacio n de la oligomerizacio n de GCPR, presentan 

ciertas limitaciones a la hora de evaluar la estequiometrí a de los receptores. Muchas 

permiten la cuantificacio n de los complejos de intere s, pero no indican la proporcio n del 

nu mero de receptores o proto meros que forman parte de los complejos. En los u ltimos an os, 
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se esta n desarrollando nuevas te cnicas que nos permiten superar esta limitacio n (Navinci 

diagnostics, 2023; Raykova et al., 2022). Por lo que, nos hemos planteado como uno de los 

objetivo de esta Tesis doctoral el estudio de la te cnica Naveni™TriFlex Cell en la formacio n 

del hetero mero A1R-A2AR. Una nueva te cnica de ligacio n por proximidad que permite la 

cuantificacio n de los receptores A1R y A2AR que forman o no parte del hetero mero A1R-A2AR. 

En primer lugar, se reevaluo  la formacio n del hetero mero A1R-A2AR en un modelo hetero logo 

de expresio n. Se determino , en ce lulas CHO transfectadas, la colocalizacio n de los receptores 

A1 y A2A mediante inmunocitoquí mica, así  como la interaccio n especí fica de estos para 

formar el complejo A1R-A2AR mediante la te cnica de BRET. En lo que respecta a la 

sen alizacio n dependiente del hetero mero A1R-A2AR, en ce lulas CHO transfectadas, se 

evaluaron dos ví as de sen alizacio n: la acumulacio n de AMPc intracelular y la fosforilacio n 

de MAPK. En la primera se observo  un bloqueo de la activacio n de A1R, la cual se recupero  

en presencia del antagonista de A2AR. Indicando un bloqueo del receptor A1 cuando forma 

hetero meros con el receptor A2AR. En la ví a de la fosforilacio n de MAPK, se observo  un efecto 

no aditivo ante la coactivacio n de ambos receptores y un feno meno de crossantagonismo, 

en el cual el tratamiento con el antagonista de A1R, DPCPX, fue capaz de bloquear la 

activacio n de A2AR, y viceversa. Estos resultados sugieren una sen alizacio n sesgada por la 

ví a dependiente la acumulacio n de AMPc, en ce lulas CHO. Es decir, los agonistas utilizados 

presentan un sesgo favoreciendo la actividad de la ví a dependiente de Gi, en detrimento de 

la dependiente de Gγβ. 

A continuacio n, se evaluo  mediante la te cnica Naveni™TriFlex Cell (Navinci diagnostics, 

2023) la proporcio n de los receptores A1 y A2A que se encontraban o no formando el 

hetero mero A1R-A2AR en la lí nea celular C6. En un inicio se optimizo  la te cnica para el tipo 

de muestra utilizado. Se evaluaron, mediante tres marcadores fluorescentes: la expresio n 

total de A1R, la expresio n total de A2AR y la interaccio n de ambos formando el complejo A1R-

A2AR. La cuantificacio n se realizo  en las ce lulas C6 que expresan los receptores de manera 

endo gena bajo tratamientos en concentraciones crecientes de adenosina, ligando endo geno 

y agonista inespecí fico de A1R y A2AR, o bien de cafeí na, antagonista inespecí fico de A1R y 

A2AR. Por un lado, la concentracio n ma s elevada de adenosina (10 µM) provoco  una 

disminucio n significativa de la expresio n de los receptores A1 y A2A, así  como de la formacio n 

del hetero mero A1R-A2AR. Sugiriendo que la activacio n de los receptores por parte de la 

adenosina promueve la internalizacio n de estos. Este resultado es coherente con el sistema 

de desensibilizacio n homo loga, que se caracteriza por la internalizacio n de los receptores 

inducida por la unio n de un agonista (Klaasse et al., 2008). Teniendo en cuenta el incremento 

de la adenosina extracelular ante una lesio n en el SNC (Pasquini et al., 2020), estos 

resultados aportan informacio n sobre un posible proceso de compensacio n, para mitigar la 

accio n exacerbada de los receptores de adenosina A1 y A2A, que son los que presentan una 

mayor afinidad por este ligando endo geno. Por otro lado, y de manera opuesta a lo 

observado en los tratamientos con adenosina, las ce lulas tratadas con cafeí na presentaban 

una mayor expresio n de los receptores A1 y A2A. En el caso de los tratamientos con cafeí na a 

10 µM y 100 µM, se observo  un aumento significativo de la cantidad total de A1R y A2AR en 

comparacio n con el vehí culo. De manera interesante, este aumento no afecto  a la formacio n 

del hetero mero A1R-A2AR, que se mantuvo igual entre los tratamientos. Resultados 

consecuentes con estudios previos que han descrito como la estimulacio n con agonistas 

selectivos de A1R o A2AR son capaces de promover la internalizacio n del hetero mero. Así  

mismo, se ha descrito que el bloqueo mediante antagonistas selectivos de A1R o A2AR es 

suficiente como para retener ambos receptores en membrana (Cristo va o-Ferreira et al., 

2013). Estos datos junto a nuestros resultados resultan prometedores para el 

entendimiento de la formacio n del hetero mero A1R-A2AR, sugiriendo que in vitro el aumento 
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de la expresio n en membrana de los receptores A1R y A2AR no implica un aumento en la 

formacio n del hetero mero A1R-A2AR. 

La formacio n del complejo heterome rico A1R-A2AR se describio  con anterioridad en cultivos 

primarios de astrocitos (Lanznaster et al., 2019; Moreno et al., 2018). Este complejo puede 

unir en astrocitos ambas proteí nas Gs y Gi, mostrando funciones opuestas, regulando el 

transporte de GABA en astrocitos (Cristo va o-Ferreira et al., 2013). Teniendo en cuenta el 

papel relevante de los astrocitos en la fisiopatologí a de la EM, nos planteamos evaluar la 

formacio n y la funcionalidad del complejo A1R-A2AR en cultivos primarios de astrocitos y en 

cortes de animales modelo de EM. Así , se demostro  por primavera vez mediante la te cnica 

de PLA la formacio n del complejo A1R-A2AR en cultivos primarios de astrocitos de rata. 

Observando un aumento significativo del nu mero de complejos por ce lula en los astrocitos 

activados con LPS 0.1% (v/v) durante 48 horas. Indicando un aumento de la formacio n del 

complejo A1R-A2AR en condiciones lesivas, consistente con el aumento de la expresio n de 

A2AR tras una lesio n cerebral en neuronas y glia (He et al., 2020).  Para evaluar la implicacio n 

de la activacio n de los receptores A1 y A2A en la reactividad de la astroglí a, se determino  

mediante inmunocitoquí mica la expresio n de la proteí na GFAP, indicador cla sico de 

activacio n astroglial. En cultivos primarios de astrocitos de rata tratados con los agonistas 

selectivos de ambos receptores, CPA para A1R y PSB777 para A2AR, se observo  en primer 

lugar y de manera esperada, un aumento significativo de la sen al de GFAP en la astroglí a 

activada en comparacio n a las ce lulas en reposo. Por lo que respecta al tratamiento con los 

ligandos selectivos, observamos que el tratamiento con el agonista selectivo de A1R, CPA, 

induce un aumento significativo de la sen al de GFAP en astrocitos activados. Indicando que 

la activacio n del receptor A1R en astroglí a promueve su estado activado. Otros autores han 

descrito con anterioridad este efecto mediado por el agonista selectivos de A1R CCPA. La 
inyeccio n de manera intraperitoneal e intracerebral del CCPA en ratas ha demostrado la 

capacidad de imitar los efectos de la activacio n de astrocitos (Y. Li et al., 2020).  

La determinacio n de la acumulacio n de AMPc en cultivos primarios de astrocitos de rata en 

reposo mostro  un efecto no aditivo ante la coestimulacio n con ambos agonistas selectivos. 

Curiosamente, el tratamiento con el antagonista de A1R potencio  el efecto de la activacio n 

de A2AR, sugiriendo un bloqueo parcial de la actividad de A2AR al formar hetero meros con 

A1R en este tipo celular. Este efecto no se detecto  en astrocitos activados, en los cuales se 

observo  el efecto no aditivo ante la coactivacio n de ambos receptores. En el caso de la 

fosforilacio n de MAPK, se observo  en astrocitos en reposo un efecto no aditivo ante la 

coestimulacio n con ambos agonistas selectivos de A1R y A2AR. Adema s, el pretratamiento 

con el antagonista selectivo de A1R bloqueo  la activacio n de A2AR, indicando un feno meno 

de crossantagonismo. Estos feno menos tambie n se observaron en astrocitos activados. De 

manera inesperada, en astrocitos activados el agonista de A2AR, PSB777, no promovio  la 

fosforilacio n de ERK1/2. Serí a de esperar que, en astrocitos activados, en los que se ha 

descrito el aumento de expresio n de A2AR se observara una igual o mayor sen al ante la 

activacio n mediada por PSB777. Este efecto se ha descrito previamente en lí neas estables 

expresando el hetero mero A1R-A2AR, do nde la formacio n del complejo A1R-A2AR disminuye 

la eficiencia y la potencia del agonista selectivo de A2AR: CGS21680, demostrando un 

mecanismo aloste rico de tipo II (Ferre  et al., 2022; Sarasola et al., 2022). 

Con el objetivo de una aproximacio n fisiopatolo gica a la enfermedad de la EM, se utilizaron 

cortes de corteza de ratones del modelo de cuprizona. Estos animales fueron alimentados 

con cuprizona (0.25% p/p) o vehí culo durante diversas semanas. La expresio n en tejido de 

los complejos A1R-A2AR se determino  mediante ensayos de PLA. Los animales tratados con 

cuprizona durante 3 semanas (C3) o 6 semanas (C6) mostraron un incremento significativo 
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de la cantidad de hetero meros A1R-A2AR, así  como del nu mero de ce lulas que los expresan, 

en comparacio n con los animales vehí culo (U3). Sugiriendo un rol relevante del hetero mero 

formado por los receptores A1 y A2A en la progresio n de la EM. El potencial terape utico en la 

EM de los receptores A1 y A2A se ha investigado en diferentes estadios de desarrollo de la 

enfermedad. Y, en ambos casos se sugiere una ventana de accio n limitada. En el caso del A1R, 

su activacio n temprana presenta efectos neuroprotectores, limitando la respuesta inmune 

(Tsutsui et al., 2008a). Por otro lado, el bloqueo del receptor A2AR presenta un efecto 

beneficioso,  si se administra una vez iniciada la fase sintoma tica de la enfermedad (Loram 

et al., 2015). Por lo que la modulacio n del hetero mero A1R-A2AR podrí a suponer un nuevo 

mecanismo de accio n relevante en el tratamiento de la EM. 

 

Teniendo en cuenta el potencial de la modulacio n del receptor A2A, el estudio de este 

receptor como diana terape utica se ha visto incrementado. Especialmente tras el e xito de la 

salida al mercado de la istradefilina, antagonista selectivo de A2AR como tratamiento 

adyuvante para la enfermedad de Parkinson. Los antagonistas de A2AR son tambie n 

candidatos prometedores para combatir la enfermedad de Alzheimer y como compuestos 

seguros (Canas, Porciu ncula, et al., 2009; S.-H. Choi et al., 2018; Gonçalves et al., 2019; 

Temido-Ferreira et al., 2020; Viana da Silva et al., 2016). De hecho, estudios realizados en 

modelos animales transge nicos han mostrado una accio n neuroprotectora y/o una 

recuperacio n en el de ficit cognitivo asociado al progreso de la EA. La investigacio n de la EA 

se ha centrado principalmente en neuronas, revelando dos aspectos caracterí sticos 

principales de la enfermedad de Alzheimer: depo sitos extracelulares de la proteí na amiloide 

y depo sitos intracelulares de la proteí na tau hiperfosforilada. Los antagonistas de A2AR 

pueden ejercer un efecto neuroprotector previniendo el efecto nocivo del pe ptido beta-

amiloide (Aβ), como se ha mostrado en neuronas y terminales nerviosos aislados (Canas et 

al., 2009; Dall’Igna et al., 2003). Aunque el papel del A3R en el SNC ha recibido menos 

atencio n que otros receptores de adenosina, en 2002 Stones sugirio  que la administracio n 

cro nica de agonistas de A3R puede proteger las neuronas contra el dan o tisular. Por lo tanto, 

el bloqueo de A2AR, o la activacio n de A3R en neuronas parece ejercer un efecto 

neuroprotector en situaciones patolo gicas (Stone, 2002). La descripcio n el hetero mero 

A2AR-A3R y del crosstalk negativo caracterí stico de su funcionalidad presenta una 

explicacio n del efecto protector de los antagonistas de A2AR en neuronas que expresan el 

hetero mero A2AR-A3R (Lillo et al., 2020; Lillo et al., 2022). De hecho, en el caso del complejo 

heterome rico, los antagonistas de A2AR no tan solo bloquean la accio n de este, adema s 

tambie n promueven la activacio n de A3R por la adenosina endo gena, por lo que, agonistas 

exo genos de A3R no serí an necesarios para la promocio n del efecto neuroprotector de A3R. 

De esta manera, en esta Tesis se establecio  como objetivo determinar la expresio n del 

complejo heterome rico A2AR-A3R en cultivos primarios de neuronas estriatales, corticales e 

hipocampales, así  como la implicacio n a nivel de sen alizacio n. 

Mediante ensayos de PLA se determino  la formacio n de complejos A2AR-A3R en cultivos 

primarios de neuronas de tres regiones cerebrales: estriado, hipocampo y corteza 

prefrontal. Se detecto  un aumento significativo de la expresio n de A2AR-A3R en el estriado, 

en comparacio n con las regiones hipocampal y cortical. Estos resultados son congruentes 

con la expresio n de A2AR, la cual es mayor en estriado (M. Wang et al., 2022). Por lo que 

respecta a la sen alizacio n, se evaluo  la ví a de acumulacio n de AMPc ante la estimulacio n con 

Forskolina, para evaluar las reducciones inducidas por la accio n de la proteí na Gi que acopla 

A3R; o respecto al valor basal, para evaluar los incrementos de AMPc, ante la accio n de la 

proteí na Gs que acopla A2AR. Se observo , en cultivos primarios de neuronal estriatales, como 
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la activacio n de A3R por su agonista selectivo tan solo mostraba sen al en presencia del 

antagonista selectivo de A2AR. Confirmando en esta regio n cerebral que el A3R pierde su 

funcionalidad al formar hetero meros con A2AR (Lillo et al., 2020b). Mostrando un 

alosterismo similar al descrito para el complejo A2AR-CB1R, basado en la accio n antagonista 

entre Gs y Gi (Sarasola et al., 2022).  En el caso de los cultivos primarios de neuronas de 

hipocampo y corteza frontal, el agonista especí fico de A3R, 2-Cl-IBMECA, fue capaz de 

disminuir los niveles de AMPc, aunque solo resulto  significativo en neuronas hipocampales. 

Resultado consistente con la expresio n y proporcio n de receptores A2A que se encuentran 

formando hetero meros con el A3R en estas regiones. Sin embargo, en ambas regiones, la 

sen al inducida por la activacio n de A3R fue promovida en presencia del antagonista selectivo 

de A2AR, PSB10.  

 

El feno meno de excitotoxicidad es uno de los procesos ma s comunes en enfermedades 

neurodegenerativas, así  como uno de los ma s relevantes para la progresio n de e stas 

(Candelario-Jalil et al, 2022; Pluta et al., 2023). La excitotoxicidad causada por la 

acumulacio n de glutamato extracelular ha sido estudiada con profundidad en la EA (R. Wang 

& Reddy, 2017; Yu et al., 2023). Por ello, uno de los tratamientos actuales aprobados para el 

tratamiento de la EA es la memantina, antagonista no competitivo del receptor NMDA. La 

activacio n anormal de los NMDAR favorece este feno meno de excitotoxicidad y con ello la 

muerte neuronal y el progreso de la enfermedad y sus sí ntomas cognitivos. El receptor 

NMDA es un canal io nico que pertenece a los receptores ionotro picos de glutamato, siendo 

clave para la actividad excitatoria cerebral. La capacidad de este receptor para formar 

complejos con receptores GPCR ha sido descrita con anterioridad y ha cobrado gran intere s 

en el estudio de enfermedades neuropsiquia tricas, ofreciendo nuevas dianas terape uticas 

con el objetivo de paliar el proceso neurodegenerativo (Rafael Franco et al., 2020; Rivas-

Santisteban et al., 2021). El rol neuroprotector que ejercen los receptores de cannabinoides 

y sus ligandos tambie n ha sido estudiado en el contexto fisiopatolo gico de la EA. El agonista 

de CB1R, ACEA, ha demostrado efectos antinflamatorios en el modelo de APP/PS1, así  como 

otros agonistas de CB1R, y tambie n de CB2R, han demostrado ser efectivos agentes 

neuroprotectores promoviendo la eliminacio n de Aβ y previniendo el avance de de ficits 

cognitivos asociados a la progresio n de la EA (Cao et al., 2014; Khodadadi et al., 2021; 

Patricio-Martí nez et al., 2019; Velikova et al., 2020). Así  mismo, la activacio n de los 

receptores de cannabinoides CB1R y CB2R ha sido descrita como beneficiosa previniendo la 

accio n to xica derivada de la actividad anormal de los NMDAR (Liu et al., 2009; Molina-

Holgado et al., 2003). De hecho, en estudios previos se ha demostrado en ce lulas 

transfectadas la interaccio n entre el receptor CB1 y el receptor NMDA (Sa nchez-Bla zquez et 

al., 2013). Teniendo en cuenta estos precedentes, se determino  como u ltimo objetivo de esta 

Tesis doctoral la determinacio n de la formacio n de complejos CB1R-NMDAR y su 

funcionalidad en modelos de expresio n hetero loga y cultivos primarios de neuronas 

tratadas con el pe ptido β-amiloide (Aβ) para evaluar su posible implicacio n en la EA. 

En primer lugar, se demostro  la colocalizacio n en membrana plasma tica y la formacio n de 

complejos CB1R-NMDAR en ce lulas HEK-293T transfectadas. Para el ana lisis funcional del 

complejo heterome rico, se evaluaron cuatro ví as de sen alizacio n diferentes. En la 

acumulacio n de AMPc intracelular se observo  un feno meno de crossantagonismo, en el cual 

el antagonista de NMDAR, MK-801, fue capaz de bloquear la accio n del agonista selectivo de 

CB1R, ACEA.  En la fosforilacio n de MAPK la coestimulacio n de ambos receptores mostro  

efectos no aditivos, siendo la sen al de la activacio n de ambos igual a la del receptor CB1R 

individualmente. Tambie n en esta ví a se observo  un crossantagonismo. Por lo que respecta 
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a la determinacio n de liberacio n de calcio, se observo  un feno meno de crosstalk negativo, 

do nde la activacio n del receptor CB1 bloqueo  parcialmente la accio n de NMDAR. Y de nuevo, 

un feno meno de crossantagonismo ante el tratamiento con los antagonistas selectivos. Este 

bloqueo parcial que ejerce el receptor CB1 sobre la sen al medida por NMDAR, ha sido 

observado tambie n en el complejo heterome rico formado por CB2R y el receptor NMDA 

(Rivas-Santisteban et al., 2021). Por u ltimo, se evaluo  el reclutamiento de β-arrestinas, con 

el objetivo de valorar si la modulacio n negativa que ejerce el CB1R sobre el NMDAR depende 

de la internalizacio n del complejo. Los resultados demostraron que la activacio n de NMDAR 

favorece el reclutamiento de β-arrestinas inducido por CB1R. En esta ví a, de nuevo, se 

observo  un feno meno de crossantagonismo, el cual podrí a facilitar la deteccio n del 

hetero mero CB1R-NMDAR en contextos fisiolo gicos al ser una caracterí stica conservada de 

la formacio n del complejo. Estos resultados son consistentes con previos estudios que 

describen que el bloqueo de NMDAR, mediante el uso de antagonistas selectivos, reduce el 

efecto analge sico de agonistas de CB1R e impide su correcta internalizacio n (Sa nchez-

Bla zquez et al., 2013). 

 

Por tanto, nuestros resultados se suman a los estudios que demuestran una interaccio n 

directa entre el sistema cannabinoide y la regulacio n del receptor NMDA (Rivas-Santisteban 

et al., 2021). Resultando de gran intere s en el estudio de posibles dianas terape utica en 

enfermedades neurodegenerativas como la EA. Una de las principales caracterí sticas de la 

EA es la formacio n de agregados de proteí na Aβ mal plegada. Los cuales se acumulan en el 

espacio extracelular, generando una respuesta inmune exacerbada e impidiendo el correcto 

funcionamiento de las sinapsis neuronales. Adema s, se ha descrito en mu ltiples estudios la 

capacidad de los oligo meros de Aβ para promover la desregulacio n de la homeostasis del 

Ca2+ citoso lico promoviendo así  la accio n de NMDAR ,el proceso de excitotoxicidad y la 

consecuente progresio n de la EA (Arbel-Ornath et al., 2017; Cascella & Cecchi, 2021; Fani et 

al., 2021). En cultivos primarios de neuronas y en el modelo animal APPSw de la EA se ha 

descrito como la internalizacio n de NMDAR ejerce un efecto neuroprotector ante la accio n 

nociva de los oligo meros de Aβ (Bigi et al., 2023). La internalizacio n del receptor NMDA 

depende de la accio n de distintos adaptadores de clatrina. En terminales presina pticos, 

pero, al igual que los GPCR, destaca la funcio n de la β-arrestina II para su desensibilizacio n 

(G. Chen et al., 2016; Roche et al., 2001). An adiendo un nuevo mecanismo de accio n 

relevante para la modulacio n del receptor NMDA. Para determinar la posible implicacio n del 

hetero mero CB1R-NMDAR a nivel del sistema nervioso, y aproximarnos al contexto 

patolo gico de la EA, se utilizaron cultivos primarios de neuronas corticales de rato n tratadas 

con el pe ptido Aβ. 

Mediante ensayos de PLA se demostro  la formacio n del complejo CB1R-NMDAR en cultivos 

primarios de neuronas corticales. Adema s, el tratamiento con Aβ durante 48 horas provoco  

un aumento significativo del nu mero de hetero meros, así  como de ce lulas que los expresan. 

Sugiriendo que el hetero mero CB1R-NMDAR presenta un rol relevante en la respuesta a la 

accio n de los agregados Aβ propios de la EA. A nivel funcional se caracterizo  la ví a de 

acumulacio n de AMPc intracelular y la fosforilacio n de MAPK. En primer lugar, se observo , 

en la acumulacio n de AMPc, un bloqueo de la actividad de CB1R al activar el NMDAR con su 

agonista selectivo, NMDA. Sin embargo, este efecto no se observo  cuando los cultivos fueron 

tratados con Aβ. Adema s, en los cultivos tratados y no tratados con Aβ se detecto  un 

feno meno de crossantagonismo bidireccional. Estos resultados demuestran que el complejo 

CB1R-NMDAR presenta una sen alizacio n diferencial ante el proceso fisiopatolo gico de la EA. 

Esta diferencia podrí a explicarse debido al aumento de la expresio n de CB1R. Consistente 
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con el aumento en la actividad de CB1R observada en etapas tempranas del desarrollo de la 

EA (Manuel et al., 2014).  Por lo que respecta a la fosforilacio n de MAPK, en cultivos 

primarios de neuronas corticales se observo  un crosstalk negativo ante la estimulacio n de 

ambos receptores que se convirtio  en un efecto no aditivo cuando las neuronas fueron 

tratadas con Aβ. Tambie n se detecto  un feno meno de crossantagonismo bidireccional en las 

ce lulas tratadas con Aβ y vehí culo. Para una evaluacio n profunda del potencial del 

hetero mero CB1R-NMDAR como diana en el estudio de la EA, son necesarios experimentos 

en modelos animales de la enfermedad, valorando la expresio n y sen alizacio n del complejo 

bajo el contexto patolo gico. Estos son unos resultados muy prometedores, que junto al 

conocimiento que ya se tiene sobre la accio n de los receptores cannabinoides en la 

modulacio n del receptor NMDA, abren una nueva ventana al uso terape utico de 

cannabinoides.  El complejo CB2R-NMDAR, por ejemplo, presenta un aumento de expresio n 

en neuronas y microglí a en animales modelo APPSw/Ind, representando un potencial 

mecanismo de modulacio n negativa del receptor NMDA en la EA (Rivas-Santisteban et al., 

2021).  

La formacio n de complejos heterome ricos ha desempen ado un papel crucial en el 

entendimiento integrado de diversos mecanismos observados in vivo, los cuales no podí an 

ser explicados bajo el contexto de la accio n individual de los GPCR, así  como otros 

receptores, como en el caso del canal ionotro pico NMDAR. La regulacio n aloste rica que 

implica la heteromerizacio n otorga a estos complejos un gran potencial como dianas 

terape uticas, especialmente en enfermedades que cursan con un proceso 

neurodegenerativo y que presentan neuroinflamacio n localizada o extendida. Dos ejemplos 

de estas enfermedades son la esclerosis mu ltiple y la enfermedad de Alzheimer, 

protagonistas de esta Tesis doctoral. Por tanto, los GPCR y su capacidad para interaccionar 
entre sí  o con otros receptores o proteí nas, ofrece nuevas dianas terape uticas en el 

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Hecho demostrado por un vasto 

compendio de estudios e investigaciones, a los cuales se suman los resultados obtenidos en 

esta Tesis doctoral.  
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Figura 36. Resumen gra fico de resultados. 
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6.CONCLUSIONES 
1. Los receptores A1 y CB1 forman complejos heterome ricos en ce lulas HEK-293T 

transfectadas, en cultivos primarios de neuronas corticales y de ce lulas de astroglí a.  

2. En ce lulas HEK-293T transfectadas y en cultivos primarios de astroglí a la sen alizacio n 

mediada por A1R-CB1R presenta un crosstalk negativo y un feno meno de crossantagonismo.  

En cultivos primarios de neuronas corticales el complejo A1R-CB1R muestra un efecto no 

aditivo y crossantagonismo.  

3. La expresio n del complejo A1R-CB1R incrementa en las zonas corticales de animales 

tratados con cuprizona. 

4. La expresio n en membrana de A1R, de A2AR y del hetero mero A1R-A2AR disminuye tras 

tratar una lí nea celular de glioblastoma con adenosina. El tratamiento con cafeí na 

incrementa la expresio n en membrana de A1R y de A2AR sin afectar la del hetero mero A1R-

A2AR.  

5. La expresio n del hetero mero A1R-A2AR aumenta en cultivos primarios de ce lulas 

astrogliales activadas en comparacio n con astrocitos en reposo y en a reas corticales de 

animales tratados con cuprizona. 

6. La expresio n del hetero mero A2AR-A3R es mayor en cultivos primarios de neuronas del 

cuerpo estriado que en cultivos primarios de neuronas corticales o hipocampales.  

7. En cultivos primarios de neuronas estriatales, hipocampales y corticales, la activacio n del 

A3R se bloquea cuando se forman complejos con A2AR; la sen alizacio n ví a el receptor A3 se 

recupera en presencia de un antagonista selectivo del receptor A2A. 

8. Los receptores CB1 y NMDA forman hetero meros en ce lulas transfectadas y en cultivos 

primarios de neuronas corticales. En ce lulas transfectadas y cultivos primarios neuronales, 

la activacio n del CB1R bloquea la funcio n del NMDAR y se observa un feno meno de 

crossantagonismo.  

9. La expresio n del complejo heterome rico CB1R-NMDAR aumenta significativamente en 

neuronas corticales primarias tratadas con Aβ. 
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