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II.RESUMEN 

 

El ATP es una molécula natural cuya liberación descontrolada puede elevar su 

concentración extracelular a rango mM y promover la estimulación de 

receptores purinérgicos. Se sabe que esta estimulación tiene efectos 

citotóxicos sobre las neuronas dopaminérgicas, aunque se desconocen los 

eventos moleculares a los que implica. La muerte de estas neuronas está 

íntimamente relacionada con la Enfermedad de Parkinson, ya que conlleva una 

disminución de la síntesis de dopamina y consecuente aparición de los 

síntomas típicos de esta enfermedad. Además de la función citotóxica, el ATP 

puede a través de los receptores purinérgicos inducir la activación de pequeñas 

GTPasas. Éstas, funcionan a modo de interruptores moleculares constituyendo 

un punto de encuentro en las complejas vías que controlan prácticamente la 

totalidad de procesos celulares, tanto fisiológicos como patológicos. 

 

Debido al papel de los receptores purinérgicos en la viabilidad de las neuronas 

dopaminérgicas, este proyecto se ha centrado en el estudio de los 

acontecimientos intracelulares que acompañan a la estimulación purinérgica en 

este tipo de neuronas, centrándose en la señalización y regulación de las 

pequeñas GTPasas de la superfamilia Ras.  

 

Este trabajo revela algunos de los protagonistas de la señalización celular 

mediada por receptores purinérgicos en neuronas dopaminérgicas, como son 

las GTPasas Ras y Rap1, el GEF regulador RasGRF, las cinasas PKC, PI3K y 

ERK1/2, y la tirosina fosfatasa PTPRβ. Además, muestra que el calcio 

internalizado a través de dichos receptores, juega un importante papel como 

regulador de la actividad de Ras y ERK1/2 y la viabilidad neuronal. 

 

El estudio de las bases moleculares de estas neuronas es esencial para 

comprender los efectos funcionales de distintos estímulos, más aún, 

considerando la  importancia de estas células en el desarrollo de la EP. En este 

sentido, nuestro trabajo aporta nuevas ideas entorno a dichas respuestas, 

identificando nuevas moléculas y vías de señalización intracelulares. 
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III. INTRODUCCIÓN 

 

1. Neuronas dopaminérgicas y Enfermedad de Parkinson 

 

La enfermedad de Parkinson (EP) es, después del Alzheimer, el segundo 

trastorno neurodegenerativo más frecuente en las personas de la tercera edad 

(Wirdefeldt et al., 2011). Se trata de una enfermedad crónica y progresiva que 

afecta a la capacidad motora, provoca temblor en reposo, bradicinesia, rigidez 

y alteraciones en la marcha (Bain, 2007; Edwards M., 2008a, 2008b; Jankovic, 

2008; Rodriguez-Oroz et al., 2009; Massano and Bhatia, 2012). Además de 

estos síntomas motores, los enfermos pueden padecer también otros efectos 

como perturbaciones cognitivas, sensitivas, del humor, del habla y del sueño 

(Poewe, 2008; Chaudhuri and Schapira, 2009; Gallagher et al., 2010; Massano 

and Bhatia, 2012). Descrita por primera vez por James Parkinson en 1817, la 

EP implica una muerte progresiva de las neuronas dopaminérgicas localizadas 

en la substantia nigra pars compacta (SNc) del mesencéfalo ventral (VTA).  

 

Las neuronas dopaminérgicas son un conjunto de neuronas independientes 

que comparten solamente la capacidad de sintetizar el neurotransmisor 

dopamina. Anatómica y funcionalmente distintas, estas células se localizan en 

el sistema nervioso central. Las neuronas dopaminérgicas, fueron por primera 

vez identificadas y localizadas en el encéfalo, utilizando el método de 

histofluorescencia Falck-Hillarp, consistente en la visualización de monoaminas 

fluorescentes tras un tratamiento con formaldehido (Falck et al., 1982). 

Podemos encontrar neuronas dopaminérgicas en el diencéfalo y bulbo olfatorio, 

aunque el 90 % de ellas se encuentran localizadas en el mesencéfalo 

(Björklund, 1984). Esta estructura encefálica contiene varias vías neurales 

como se muestra en la Figura 1.  
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Figura 1. Representación de las vías dopaminérgicas en cerebro humano. Figura 
adaptada de Chinta y Andersen, 2005. 
 
 

La vía neural probablemente más estudiada es probablemente la que se 

identifica con el sistema nigroestrial. El sistema nigroestrial se origina en la 

zona compacta de la substantia nigra (SNc) y extiende sus fibras hasta el 

caudado-putamen (también llamado estriado dorsal). Este sistema se encarga 

de controlar los movimientos motores voluntarios. Los sistemas mesolímbico y 

mesocorticales se encuentran igualmente en el mesencéfalo, y son 

responsables de los comportamientos emocionales. Debido al gran 

solapamiento de las neuronas dopaminérgicas de estos dos sistemas, 

habitualmente se refiere a ellos como sistema mesocorticolímbico (Wise, 2004). 

Estos dos sistemas tienen como punto de inicio común el área tegmental 

ventral (VTA), aunque difieren en la dirección de sus prolongaciones. Mientras 

que las células proyectadas hacia el núcleo accumbens y tubérculo olfatorio, y 

en menor medida hacia el septum, amígdala e hipocampo, pertenecen al 

sistema mesolímbico, las proyecciones al cortex prefrontal, cingulado y 

perirrinial corresponden al sistema dopaminérgico mesocortical. En cuanto a su 

origen, la mayoría de las neuronas dopaminérgicas se desarrollan a partir de 

un único grupo de células embrionarias provenientes de la unión mesencéfalo-

diencéfalo, y se proyectan después a las diferentes secciones del lóbulo frontal. 

 

La sintomatología típica de la EP comienza a ser patente cuando se produce la 

muerte de más del 50 % de las neuronas dopaminérgicas (Marsden, 1990; 

Ross et al., 2004) y consecuentemente una reducción superior al 80% de los 

niveles de dopamina en el estriado (Marsden, 1990; Dauer and Przedborski, 
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2003). El tratamiento prescrito con mayor frecuencia para la EP es L-Dopa, un 

precursor natural del metabolismo de la dopamina. Al contrario que la 

dopamina, la L-Dopa es capaz de traspasar la barrera hematoencefálica, y una 

vez presente en el encéfalo, será transformada en dopamina para reemplazar 

la pérdida de dicho neurotransmisor en el mesencéfalo (Cotzias et al., 1967). 

No obstante, este tratamiento tiene varios efectos secundarios (náuseas, 

vómitos y alteración de la presión arterial) y a pesar de controlar los síntomas, 

no acaba con la muerte celular en curso, por lo que finalmente resulta ineficaz 

una vez se ha producido la pérdida de una parte extensa de las neuronas 

dopaminérgicas. 

 

Conocer las causas etiológicas de la EP es importante para el diseño de 

nuevos tratamientos, por lo que muchos grupos de investigación han centrado 

sus estudios en el origen de esta enfermedad. Se han propuesto varios 

factores como causantes de la degeneración neuronal en la EP: las toxinas 

medioambientales, el estrés oxidativo, los factores genéticos y las disfunciones 

mitocondriales y del proteasoma (Dawson and Dawson, 2003). No obstante, 

también se postula un posible principio neuro-inflamatorio como origen de la 

muerte neuronal (Morale et al., 2006). Se ha descrito que una inflamación 

sistémica provoca la liberación de grandes cantidades de ATP al medio 

extracelular (Gourine et al., 2007), lo que apunta hacia una posible implicación 

del ATP y sus receptores purinérgicos como precursores de la 

neurodegeneración. 

 

2. Señalización purinérgica: ATP y receptores purinérgicos 

 

2.1. Introducción a la señalización purinérgica 

 

Las células, mediante mecanismos complejos, son capaces de sintetizar ATP, 

un derivado de la base púrica adenosina, muy importante en la biología celular. 

El ATP se ha considerado la principal molécula del metabolismo energético. Sin 

embargo, el papel del  ATP no se restringe al interior celular, ya que puede 

también ser liberado al medio extracelular y a través de la estimulación de 



Introducción 
 
 

14 

receptores específicos participar en procesos biológicos como la contracción 

muscular, neurotransmisión, secreción exocrina y endocrina, respuesta inmune, 

inflamación, agregación plaquetaria, dolor y modulación de la función cardíaca 

(Bodin and Burnstock, 2001). 

 

Las primeras evidencias que indicaban la participación de las purinas como 

precursores de la señalización celular se remontan al año 1929, cuando Drury y 

Szent-Gyorgyi mostraron que los compuestos de adenina extraídos de músculo 

cardíaco de mamíferos producían diversos efectos biológicos como la 

dilatación arterial o la disminución de la presión sanguínea (Drury and Szent-

Gyorgyi, 1929). No fue hasta los años 50 cuando se asociaron los compuestos 

de adenina con el sistema nervioso. Así, el grupo de Holton describió que el 

ATP era el  responsable de la actividad vasodilatadora tras la estimulación de 

los nervios sensoriales en el conejo (Holton and Holton, 1953, 1954; Holton, 

1959). Una década más tarde, se observaron en el sistema nervioso autónomo, 

respuestas postsinápticas en presencia de antagonistas colinérgicos y 

adrenérgicos, lo que sugería la presencia de nervios distintos a los colinérgicos 

y adrenérgicos (Burnstock et al., 1963, 1964). Burnstock sugirió que dicha 

respuesta estaba mediada por ATP, y propuso el término “purinérgico” para 

referirse a esos nervios que sin ser colinérgicos ni adrenérgicos, utilizaban ATP 

para transmitir una señal (Burnstock, 1972). Aunque inicialmente dichos 

términos no fueron aceptados fácilmente, la comunidad científica terminó 

incorporándolos tras las múltiples evidencias que apoyaban esta hipótesis 

dilucidada en años posteriores. 

 

2.2. Acumulación y liberación de ATP 

 

En células de mamífero en reposo, la concentración de ATP en el citosol oscila 

entre 3 y 10 mM, mientras que su concentración extracelular es submicromolar 

(20-100 nM) (Falzoni et al., 2013). Esta diferencia de concentración se 

mantiene gracias a la escasa permeabilidad de la bicapa lipídica al ATP, y a la 

presencia en el exterior celular de ectonucleotidasas capaces de hidrolizarlo 

(Zimmermann, 2000). No obstante, la liberación de escasamente el 0.1 % del 
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total del ATP intracelular es suficiente para activar los receptores 

extracelulares, con lo que una mínima liberación del ATP intracelular puede 

iniciar una señal celular (Gordon, 1986; Ralevic and Burnstock, 1998; Taylor et 

al., 1998; Schwiebert, 1999; Schwiebert and Kishore, 2001).  

 

En células neuronales y plaquetas, el ATP se libera mediante la exocitosis de 

gránulos que almacenan este nucleótido en el interior celular. Otros tipos 

celulares como las células endoteliales, musculares o gliales son igualmente 

capaces de liberar ATP en respuesta a un estrés mecánico, hipoxia, 

inflamación o ciertos agonistas como bradicinina, acetilcolina, serotonina, ADP, 

UTP, carbacol u oxotremorina (Yang et al., 1994; Bodin and Burnstock, 2001; 

Sui et al., 2014). Sin embargo, el mecanismo utilizado por estas células parece 

ser independiente de la exocitosis. Existe una gran controversia en cuanto a los 

detalles de este mecanismo. Mientras unos grupos defienden una liberación de 

ATP mediada por proteínas transportadoras de la familia ABC (ATP-Binding 

Cassette) (Abraham et al., 1993; Reisin et al., 1994; Schwiebert et al., 1995), 

otros proponen la participación de canales iónicos dependientes de voltaje o 

moléculas como las conexinas (Buettner et al., 2000; Coco et al., 2003; Zhao et 

al., 2005; Bahima et al., 2006; Eltzschig et al., 2006). Una tercera hipótesis, 

implica a las panexinas, moléculas que al igual que las conexinas son capaces 

de formar hemicanales mediante los cuales se facilitaría la externalización del 

ATP (Barbe et al., 2006; Dahl and Locovei, 2006; Locovei et al., 2006) (Figura 

2).  

 

2.3. Metabolismo del ATP extracelular 

 

El mecanismo para la inactivación o disminución de una señal mediada por un 

estímulo externo, incluye la desensitización o reducción del número de 

receptores, o la eliminación de dicho estímulo. El ATP liberado al medio 

extracelular se metaboliza rápidamente mediante la actividad de las 

ectonucleotidasas, convirtiéndose en ADP, AMP y finalmente en adenosina 

(Figura 2). Las ectonucleotidasas, son enzimas unidas a la membrana cuyo 

centro catalítico está orientado hacia el exterior celular. No obstante, existe 



Introducción 
 
 

16 

también la forma soluble llamada exonucleotidasa. Para su correcta actividad, 

estas enzimas requieren la presencia de cationes divalentes como Ca+2 y Mg+2 

así como un pH alcalino. Las ectonucleotidasas presentan una gran distribución 

tisular, y suelen actuar de manera secuencial, lo que permite la formación de 

moléculas intermediarias capaces de unir otros receptores (Zimmermann, 

2000). 

 

 
 
Figura 2. Liberación y metabolismo del ATP. 
 
 

2.4. Receptores purinérgicos 

 

Las purinas pueden funcionar como iniciadores de una señalización celular en 

diferentes tejidos y modelos celulares. En cualquier caso, esta señalización 

estaría mediada por receptores específicos de membrana conocidos como 

receptores purinérgicos o purinoceptores. En 1978, Burnstock estableció las 

bases para clasificar estos receptores en dos grandes grupos: receptores P1 y 

receptores P2.  

 

Los P1 son receptores con siete dominios transmembrana específicos para la 

unión de adenosina (Figura 3). A este tipo de receptores se les denomina 

receptores metabotrópicos o receptores acoplados a proteínas G 

heterotriméricas (GPCRs), y son capaces de modular la actividad adenilato 
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ciclasa (AC). Se han clonado cuatro subtipos de receptores P1 (A1, A2A, A2B, 

A3) (Ralevic and Burnstock, 1998). 

 

Los receptores P2 por el contrario, son receptores específicos para nucleótidos 

di- y trifosfato, cuya estimulación está ligada a la síntesis de prostaglandinas. 

Estos receptores se dividieron en un principio en los subtipos P2Y y P2X 

siguiendo sus propiedades farmacológicas (Burnstock and Kennedy, 1985). 

Posteriormente, aparecieron otros subtipos de receptores P2 (P2T, P2Z, P2U y 

P2D), cuya respuesta a nucleótidos y agonistas era diferente a la de los P2Y y 

P2X (Gordon, 1986; O'Connor et al., 1991; Murgia et al., 1993; Pintor and 

Miras-Portugal, 1995). Sin embargo, en la actualidad, y según recoge el Comité 

Internacional para la Nomenclatura de los Receptores NC-IUPHAR 

(International Union of Basic and Clinical Pharmacology Committee on 

Receptor Nomenclature and Drug Classification), la clasificación de los 

receptores P2 se realiza en base a sus propiedades moleculares, distinguiendo 

así la familia de los P2Y como purinoceptores acoplados a proteínas G, y la de 

los P2X como canales iónicos activados por ligando (Figura 3). 

 

 
Figura 3. Clases de receptores purinérgicos (P1, P2Y y P2X). 
 
 

2.4.1. Receptores P2Y 

 

Estos receptores pertenecen a la familia de los receptores asociados a 

proteínas G (GPCRs), habiéndose clonado y caracterizado hasta el momento 

ocho subtipos de P2Y: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14 
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(Burnstock and Knight, 2004). En un primer momento, se clasificaron otros 

receptores en este grupo, que después resultaron tener otros ligandos 

principales, y de ahí los saltos en la numeración de subtipos. En base a su 

estructura, los P2Y se pueden clasificar en dos subgrupos, uno de los cuales 

incluye los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, y el otro los P2Y12, 

P2Y13 y P2Y14. Similares en tamaño, los receptores P2Y contienen entre 328 

(P2Y6) y 377 (P2Y4) amino ácidos, con una masa molecular de 41-53 KDa. 

Siguiendo la estructura típica de los receptores GPCRs, presentan siete 

dominios transmembrana unidos por tres bucles extracelulares y tres 

intracelulares. El extremo N-terminal localizado en la región extracelular incluye 

secuencias de N-glicosilación, esenciales para la transducción de la señal, 

aunque no para la unión del ligando (Zhong et al., 2004). Las regiones 

extracelulares también poseen cuatro residuos de cisteína formando dos 

puentes disulfuro, lo que les da estabilidad a las proteínas (Hoffmann et al., 

1999; Ding et al., 2003). Por otro lado, el extremo C-terminal está orientado al 

citosol, y contiene varios sitios de fosforilación para proteína cinasas C (PKCs). 

 

Durante mucho tiempo se ha creído que los receptores GPCRs actuaban como 

monómeros. Sin embargo, investigaciones llevadas a cabo en la pasada 

década mostraron la capacidad de este tipo de receptores para formar homo- o 

heterodímeros (Bouvier, 2001; Devi, 2001; Javitch, 2004). Dependiendo del tipo 

de receptor, la unión del ligando puede promover la asociación o la disociación 

de los monómeros. Este cambio conformacional modifica las propiedades 

farmacológicas, la señalización y la internalización de receptor (Rocheville et 

al., 2000). 

 

Desde un punto de vista farmacológico, los receptores P2Y se pueden clasificar 

en tres grupos: 1) receptores activados por nucleótidos de adenina, los cuales 

responden principalmente a ADP y ATP (P2Y1, P2Y12, P2Y13 de roedores y 

humano y P2Y14 humano); 2) receptores activados por nucleótidos de uracilo, 

que responden a UDP y UTP (P2Y4 y P2Y6); y 3) receptores de especificidad 

mixta (P2Y2, de roedores y humanos y P2Y4 de roedores). Los únicos ligandos 

capaces de activar el receptor P2Y14 tanto de roedores como humanos son 
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azúcares activados como el UDP-glucosa, UDP-galactosa, ácido UDP-

glucurónico o UDP-N-acetilglucosamina, no pudiéndose activar por ningún otro 

nucleótido, nucleósido o dinucleótido (Chambers et al., 2000; Freeman et al., 

2001). 

 

La estimulación de los receptores P2Y induce la activación de proteínas G 

heterotriméricas, disociando la subunidad Gα del dímero Gβγ. 

Consecuentemente, una fosfolipasa C (PLC) localizada en la membrana podrá 

activarse provocando un incremento de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y la 

liberación de Ca+2 de los depósitos intracelulares iniciando así la señalización 

celular que puede tener consecuencias diferentes dependiendo del tipo celular 

donde se exprese el receptor. Algunos de los subtipos de P2Y regulan también 

la adenilato ciclasa (Figura 3). 

 

2.4.2. Receptores P2X 

 

Los receptores ionotrópicos P2X son canales iónicos con permeabilidad 

selectiva para cationes pequeños (Ca2+, Na+ y K+), activados por la unión 

directa del ATP extracelular (North, 2002). Este tipo de receptores presenta una 

amplia distribución tisular. Además, algunos tejidos expresan varios subtipos de 

receptores P2X. A pesar de haberse encontrado expresados en el sistema 

endocrino, plaquetas y células del sistema inmune, los P2X se expresan 

principalmente en células excitables como las células gliales y neuronas del 

tejido nervioso o células de músculo liso (Ralevic and Burnstock, 1998; Rubio 

and Soto, 2001; North, 2002). 

 

Hasta el momento se han clonado siete subtipos de receptores P2X (P2X1-7) y 

se encuentran codificados por siete genes diferentes (Burnstock and Knight, 

2004). Sus tamaños oscilan entre los 388 aminoácidos del P2X4 y los 595 

aminoácidos del P2X7. Los P2X presentan una homología de secuencia del 30-

50%, siendo el P2X4 el más parecido al resto de miembros P2X y el P2X7 el 

menos. Todos los miembros de esta familia contienen los extremos N- y C-

terminales orientados al citosol con dos regiones transmembrana unidas por un 
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gran bucle extracelular. Este bucle contiene 10 residuos de cisteínas altamente 

conservadas que, al igual que ocurre en los receptores P2Y, forman puentes 

disulfuro para darle estabilidad a la proteína. Asimismo, presenta varias 

secuencias consenso de glicosilación (Asn-X-Ser/Thr), esenciales para la 

localización de la proteína en la superficie celular. El bucle extracelular, junto 

con ambas regiones transmembranales media la unión del ligando. Mientras 

que el extremo N-terminal está bastante conservado, el C-terminal es la región 

más variable de los receptores, pudiendo ser el responsable de las 

propiedades específicas de cada P2X (North, 2002; Burnstock and Knight, 

2004). 

 

Para actuar como paso de los iones, los receptores P2X han de formar 

multímeros, necesitándose un mínimo de tres subunidades (Egan and Khakh, 

2004). Dependiendo de las subunidades se formarán homó- o heterómeros. Se 

han establecido heterómeros para los receptores P2X1/2, P2X1/3, P2X1/4, P2X1/5, 

P2X1/6, P2X2/3, P2X2/5, P2X2/6, P2X3/5, P2X4/5, P2X4/6, P2X4/7, y P2X5/6, y 

homómeros funcionales para todos los P2X a excepción del P2X6 (Saul et al., 

2013). 

 

Como agonistas de los receptores P2X se utilizan comúnmente análogos de 

nucleótidos tales como 2-MeSATP, polifosfatos de diadenosina y trifosfatos de 

otros nucleótidos. No obstante, los agonistas ATPγS y αβ-meATP son más 

útiles para experimentos con tejidos nativos ya que son metabólicamente más 

estables (Saul et al., 2013) (Figura 4).  
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Figura 4. Estructura de los agonistas más comunes para los receptores P2X. 
Figura adaptada de Donnelly-Roberts y Jarvis, 2007. 
 
 

El compuesto de naftilurea suramina y el derivado de piridoxalfosfato PPADS 

(Figura 5), son los primeros antagonistas conocidos para los P2X y aún los más 

utilizados. Debido a la inespecificidad de la suramina, capaz de inhibir también 

otros receptores purinérgicos y proteínas G, se han desarrollado unos 

derivados de suramina con funciones más específicas conocidos como 

compuestos NF. Así, el compuesto NF449 por ejemplo es selectivo para el 

receptor P2X1, mientras que el NF770 lo es para el P2X2. El PPADS es también 

un compuesto más específico para los receptores P2X que la suramina, pero 

actúa de manera no-competitiva. Para solventar ese problema se han 

desarrollado compuestos derivados del piridoxalfosfato denominados MRS. El 

MRS2220 es selectivo para el P2X1, el MRS2257 para el P2X1 y P2X3 y el 

MRS2159 lo es para el P2X1, P2X3 y P2X7. En los últimos 20 años se han 

hecho grandes esfuerzos para lograr antagonistas no nucleotídicos y 

específicos, sobre todo para los receptores P2X3 y P2X7, ya que entre los 

receptores P2X, estos dos han surgido como las dianas farmacológicas más 

relevantes. Actualmente, se dispone en el mercado de antagonistas como el 

RO-51, RO-3, TC-P262, AF353 (RO-4) y A-317491, selectivos para el P2X3 y 

P2X2/3 y el A-438079, A-740003, A-804598, A-839977, AZ 11645373 y AZ 

10606120 (Figura 5), específicos para el receptor P2X7 (Saul et al., 2013). No 

obstante, no han de olvidarse las especificidades de especie, sobre todo en el 
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caso del P2X7. El KN62 y BBG por ejemplo (Figura 5), son antagonistas 

ampliamente utilizados, que sin embargo presentan una especificidad única 

para el P2X7 humano y rata respectivamente (Donnelly-Roberts et al., 2009). 

 

 
 
Figura 5. Estructura de los antagonistas más comunes para los receptores P2X. 
Figura adaptada de Donnelly-Roberts y Jarvis, 2007. 
 
 

Gracias a su función como canales iónicos, la estimulación de los receptores 

P2X promueve un incremento de los niveles de calcio intracelulares, así como 

la despolarización de la membrana plasmática. Esta despolarización puede a 

su vez regular otros conductos dependientes de voltaje como los canales de 

calcio dependientes de voltaje (VGCCs). Debido a su función como segundo 

mensajero, la entrada de calcio a través de los P2X y/o VGCCs puede activar 

otras vías en el citosol, amplificando así la señal procedente del exterior celular. 

La estimulación de estos receptores provoca una respuesta más rápida que la 

de los P2Y, pudiendo actuar en milisegundos, ya que no requiere la producción 

ni difusión de mensajeros secundarios. Esta rapidez de respuesta les confiere 

un papel importante en la transmisión neuronal y contracción muscular (North, 

2002). 
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2.4.2.1. Receptor P2X7 

 

El receptor P2X7 es uno de los siete subtipos de receptores P2X, con 

características únicas en su grupo. Este receptor se expresa en una gran 

variedad de linajes celulares como neuronas, glía, macrófagos, linfocitos, 

células dendríticas, fibroblastos y células endoteliales (Adinolfi et al., 2005). 

Estudios realizados en 1979 ya indicaban que el ATP extracelular era capaz de 

inducir cambios morfológicos en células del sistema inmune (Cockcroft and 

Gomperts, 1979). Un año más tarde, los mismos autores sugerían que dichos 

efectos estaban mediados por la activación de un receptor al que entonces lo 

denominaron “receptor de ATP” (Cockcroft and Gomperts, 1980). Ese mismo 

receptor, que posteriormente se demostró que causaba una permeabilización 

reversible de la membrana plasmática, se denominó también “receptor de ATP 

permeable” y más adelante P2Z (Gordon, 1986). No fue hasta el año 1996, que 

tras llegar a clonarse, se denominó  P2X7 debido a su gran similitud con el 

resto de receptores P2X (Surprenant et al., 1996). 

 

Cuando se expone este receptor a concentraciones milimolares de ATP en su 

forma disociada (ATP4-), el P2X7 abre en cuestión de milisegundos un canal 

permeable a pequeños cationes (Ca2+, Na+, K+) (Figura 6) (North, 2002). No 

obstante, una exposición repetida o prolongada, provoca la formación de un 

poro no selectivo permeable a moléculas de hasta 900 Da (Figura 6) siendo 

para ello esencial el extremo C-terminal del receptor, considerablemente más 

largo que el de los otros receptores P2X (Surprenant et al., 1996; Rassendren 

et al., 1997; Hu et al., 1998). La formación de este poro requiere la señalización 

corriente abajo inducida por el P2X7, y la participación del 95 % del extremo C-

terminal, mientras que una pequeña porción de esta cola es suficiente para su 

actividad como canal iónico (Smart et al., 2003; Donnelly-Roberts et al., 2004; 

Faria et al., 2005).  
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Figura 6. Formación del canal iónico y poro del receptor P2X7. Paso de iones a 
través del canal y moléculas grandes a través del poro formado por el P2X7. 
 
 

Una de las funciones más conocidas de este receptor es su papel en la 

respuesta inmune. Se sabe que la estimulación del receptor P2X7 provoca la 

liberación de citocinas inflamatorias tales como la IL-1β, IL-6 and TNF-α 

(Suzuki et al., 2004). La secreción de estos factores pro-inflamatorios surge 

como resultado de toda una cadena de reacciones que ocurren en la estructura 

multimolecular llamada inflamasoma (Martinon et al., 2002). Estas moléculas 

liberadas promueven la activación microglial, la cual media la apoptosis de las 

neuronas afectadas debido a que secretan factores tóxicos como el NO y 

posteriormente fagocitan los restos celulares (Hanisch and Kettenmann, 2007; 

Ransohoff and Perry, 2009; Kettenmann et al., 2011).  

 

A pesar de su importante papel en la respuesta inmune, dependiendo del tipo 

celular, el receptor P2X7 puede actuar como inductor de muchas otras vías de 

señalización tales como la activación de las fosfolipasas A2 (PLA2) y D (PLD), 

cinasas activadas por mitógenos (MAPK) y el factor nuclear B (NF B) (North, 

2002). 

 

En 2001, el grupo de Suprenant descubrió que el receptor P2X7 interaccionaba 

con un complejo proteico constituido por 11 componentes: la proteína de la 
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matriz extracelular laminina α3, las proteínas membranales integrina β2 y el 

receptor tirosina fosfatasa β (PTPRβ), y las proteínas intracelulares α-actinina 

4, β-actina, supervilina, las proteínas de choque térmico Hsp90, Hsc71 y 

Hsp70, la fosfatidilinositol 4-hidroxicinasa (PI4K), y la proteína asociada a 

membrana guanilato cinasa P55 (MAGUK) (Kim et al., 2001). Estas 

interacciones podrían permitir al receptor P2X7 actuar como conector entre el 

medio extracelular, el citoesqueleto y las vías de señalización intracelulares. 

Además, dos de las once proteínas citadas, la PTPRβ y Hsp90 se han 

propuesto como moduladoras funcionales del receptor P2X7 (Kim et al., 2001; 

Adinolfi et al., 2003). 

 

2.4.2.1.1. PTPRβ: una fosfatasa del SNC asociada al receptor P2X7 

 

La PTPRβ es una tirosina fosfatasa cuya expresión está restringida al sistema 

nervioso central (Levy et al., 1993; Foehr et al., 2006), y su función es la de 

regular el estado de fosforilación de sus proteínas efectoras: β-catenina (Meng 

et al., 2000), β-aducina (Pariser et al., 2005b; Pariser et al., 2005c), Fyn 

(Pariser et al., 2005a), las subunidades α y β de canales de sodio (Ratcliffe et 

al., 2000), GIT1/Cat1 (Kawachi et al., 2001) y p190 RhoGAP (Tamura et al., 

2006). Además, se ha observado que la PTPRβ actúa también sobre el 

receptor purinérgico P2X7 (Kim et al., 2001). La PTPRβ es capaz de regular la 

supervivencia de neuronas dopaminérgicas así como la proliferación y 

diferenciación de sus progenitoras (Herradon and Ezquerra, 2009).  

 

Esta fosfatasa presenta tres isoformas generadas por splicing alternativo: la 

isoforma transmembrana corta, la transmembrana larga y la isoforma secretada 

(Figura 7). Todas ellas contienen una región N-terminal extracelular con una 

alta similitud a la enzima anhidrasa carbónica (CAH), seguida de repeticiones 

de fibronectina de tipo III (FNIII) y una posterior región separadora libre de 

cisteínas. La isoforma transmembrana larga y la secretada presentan además 

en su región extracelular, un inserto de 860 aminoácidos que contiene cadenas 

de glicosaminoglicanos. Finalmente, las isoformas transmembranales conectan 

su región extracelular con dos dominios tirosina fosfatasa C-terminales 
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ubicados en el citoplasma celular (Krueger and Saito, 1992; Barnea et al., 

1993; Levy et al., 1993; Maurel et al., 1994; Sakurai et al., 1996). La expresión 

de las isoformas transmembranales se concentra en las zonas del SNC en 

desarrollo, mientras que la isoforma secretada es ubicua en el cerebro. Esto 

sugiere que las células que producen una mayor cantidad de la isoforma 

secretada son las células más maduras que han emigrado del neuroepitelio 

(Canoll et al., 1993).  

 

  
 
Figura 7. Isoformas de la fosfatasa PTPRβ. Las tres isoformas contienen una región 
anhidrasa carbónica (CAH), repeticiones de fibronectina de tipo III (FNIII) y una región 
separadora. La isoforma larga y la secretada contienen además un inserto con 
glicosaminoglicanos y ambas isoformas transmembranales poseen dominios tirosina 
fosfatasa (PTPasa) en su región citosólica. 
 
 

La PTPRβ a nivel intracelular es capaz de asociarse a proteínas con dominios 

PDZ (Adamsky et al., 2003). Las proteínas con dominios PDZ han sido 

consideradas elementos clave en la organización de complejos proteicos en la 

membrana plasmática (Fanning and Anderson, 1999). Estas proteínas ejercen 

funciones dispares como pueden ser la localización de proteínas en la zonula 

occludens (Gonzalez-Mariscal et al., 2000), agrupación de receptores 

transmembranales (Sheng and Pak, 2000) y reclutamiento de proteínas 

citosólicas para generar complejos de señalización celular (Scott and Zuker, 

1998). Muchas de estas proteínas se han encontrado como elementos de un 
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complejo multiprotéico. La familia de las cinasas MAGUK (membrane-

associated-guanylate kinase) son proteínas de andamiaje que contienen varios 

dominios PDZ, además de dominios SH3 y un dominio guanilato cinasa 

inactivo. Todos estos dominios confieren una propiedad de interacción 

proteína-proteína que permiten a las proteínas MAGUK reclutar proteínas de 

señalización y controlar el ensamblaje de complejos multiprotéicos (Nix et al., 

2000; Harris and Lim, 2001; McGee et al., 2001). Así, las proteínas MAGUK 

son capaces de aproximar a la PTPRβ sus proteínas efectoras, tal y como lo 

hace MAGI-3. MAGI-3 es una proteína MAGUK asociada a la PTPRβ que, sin 

ella verse afectada en cuanto a fosforilación se refiere, presenta a la fosfatasa 

PTPRβ una proteína para que la defosforile (Adamsky et al., 2003). Las 

proteínas MAGUK también podrían estar actuando como conectoras entre la 

PTPRβ y el receptor P2X7, ya que estas tres proteínas han sido identificadas 

como miembros del mismo complejo proteico (Kim et al., 2001). 

  

En cuanto a su región extracelular, se ha descrito la unión de varias proteínas a 

las diferentes regiones de la PTPRβ. Así, se conoce la interacción de proteínas 

implicadas en la adhesión celular, como pueden ser la contactina o diferentes 

CAMs (cell adhesion molecules), con el dominio CAH de la PTPRβ (Milev et al., 

1994; Sakurai et al., 1996; Peles et al., 1998). También se ha descrito la unión 

de la proteína tenascina-C, implicada en adhesión además de migración y 

proliferación celular, a la región FNIII de la fosfatasa (Barnea et al., 1994; 

Grumet et al., 1994; Adamsky et al., 2001). Las citocinas  pleiotropina (PTN) y 

midkina (MK) interaccionan con los glicosaminoglicanos de la PTPRβ (Figura 7, 

región I) (Maeda et al., 1996; Maeda et al., 1999; Meng et al., 2000). 

 

PTN y MK son los dos únicos miembros de la familia de las midkinas 

(Kadomatsu and Muramatsu, 2004), cuya expresión aunque constitutiva, es 

mayor en las fases embrionarias, estando en células adultas limitada a 

neuronas y células gliales en desarrollo (Silos-Santiago et al., 1996).   

 

La PTN y la MK comparten varios receptores, entre los que se encuentra la 

fosfatasa PTPRβ. Se sabe que la PTN induce un cambio conformacional en la 
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PTPRβ que provoca su dimerización. Este cambio incapacita la unión de la 

fosfatasa a su sustrato y por tanto, la imposibilidad de defosforilarlo (Meng et 

al., 2000; Fukada et al., 2006). Diversos estudios apoyan la redundancia tanto 

estructural como funcional de la PTN y la MK (Kadomatsu et al., 2013), lo que 

sugiere un posible mecanismo de acción de MK sobre la PTPRβ similar al 

descrito para PTN.  

 

Otra proteína regulada por PTN/MK es la cinasa del linfoma anaplásico 

(Anaplastic Lynphoma Kinase, ALK), aunque su mecanismo de regulación es 

aún controvertido. Algunos autores postulan que PTN es capaz de regular la 

actividad de ALK únicamente mediante la inhibición de la PTPRβ (Moog-Lutz et 

al., 2005; Mathivet et al., 2007; Perez-Pinera et al., 2007; Deuel, 2013), 

mientras que otros defienden que las midkinas son además capaces de activar 

ALK mediante una interacción directa (Stoica et al., 2001; Bowden et al., 2002; 

Powers et al., 2002; Stoica et al., 2002; Wellstein, 2012; Herradon and Perez-

Garcia, 2014).  

 

A nivel funcional, es ampliamente conocido el papel que desempeñan la PTN y 

la MK en el crecimiento (Kadomatsu et al., 1988; Dugas et al., 2008; 

Muramatsu, 2010), diferenciación (Kadomatsu et al., 1988; Jung et al., 2004; 

Ishikawa et al., 2009; Luo et al., 2012) y supervivencia neuronal (Kadomatsu et 

al., 1988; Kikuchi et al., 1993; Gramage et al., 2008; Prediger et al., 2011), 

viéndose además sobreexpresados en las zonas de daño y reparación 

neuronal (Mi et al., 2007; Ishikawa et al., 2009; Jin et al., 2009; Muramatsu, 

2010; Martin et al., 2011). Debido a la reproducción de algunas de estas 

funciones en neuronas dopaminérgicas, las citocinas PTN y MK han sido 

relacionadas y estudiadas como proteínas implicadas en la enfermedad de 

Parkinson (EP). Se ha sugerido una función reparadora del daño para la PTN, 

tras haber observado altos niveles de dicha citocina en la substantia nigra de 

pacientes y modelos animales de EP tratados con L-Dopa (Ferrario et al., 2004; 

Marchionini et al., 2007). Una disminución en la expresión de PTN y/o MK 

conlleva una pérdida de neuronas dopaminérgicas y consecuentemente, una 

reducción en la síntesis de dopamina (Jung et al., 2004; Prediger et al., 2011). 
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Se ha documentado que bajos niveles de expresión de PTN y/o MK acarrean 

déficits tanto olfativos como de memoria, aunque sin implicar graves efectos en 

las funciones motoras, coincidiendo con los síntomas de la EP en sus estadios 

más tempranos (Prediger et al., 2011; Herradon and Perez-Garcia, 2014). 

Estas citocinas surgen como posibles tratamientos para la EP ya que, estudios 

realizados en los últimos años, revelan que la sobreexpresión de PTN hasta 

alcanzar los niveles de expresión presentes durante el desarrollo, favorecen la 

neuroprotección en modelos neurotóxicos de la EP (Taravini et al., 2011; 

Gombash et al., 2012). 

 

2.5. Señalización purinérgica y GTPasas de la superfamilia Ras  

 

Los receptores purinérgicos son proteínas integrales de membrana que 

funcionan como enlace entre el exterior y el interior celular. Así, la estimulación 

extracelular de estos receptores provoca la activación de diversos 

intermediarios moleculares y  rutas de señalización. Por ejemplo, los receptores 

purinérgicos P2X3 y P2Y1 son capaces de incrementar la concentración de 

calcio intracelular y activar las proteínas cinasas C (PKCs) para mediar en la 

activación de la GTPasa Ras (Sellers et al., 2001; Choi et al., 2003; Chen et al., 

2012). El receptor P2X7 también es capaz de inducir la activación de Ras tanto 

en  macrófagos RAW 264.7 (Aga et al., 2004; Skaper et al., 2009) como en 

microglía (Friedle et al., 2011).  

 

3. GTPasas de la superfamilia Ras  

 

3.1. Introducción a las pequeñas GTPasas 

 

Las pequeñas GTPasas o proteínas G monoméricas, tienen un peso molecular 

comprendido entre 20 y 40 KDa. Presentan actividad hidrolasa intrínseca que 

junto con sus moléculas reguladoras y efectoras participan como elementos de 

control esenciales en las rutas de señalización que regulan la fisiología celular. 

Debido a su importancia en la señalización celular, queremos a continuación 
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dedicar un apartado a estas GTPasas para describir sus características así 

como su regulación. 

 

La investigación sobre estas proteínas se inició en 1964, cuando Harvey 

observó que un virus preparado a partir de sarcoma murino producía una 

rápida formación de tumores en rata (Harvey, 1964). El oncogén viral 

responsable de este efecto se denominó Harvey ras, de rat sarcoma, también 

conocido como H-ras. Este oncogén resultó ser una versión alterada del gen 

que codificaba enzimas con capacidad intrínseca de unión a nucleótidos y 

actividad GTPasa (Scolnick et al., 1979; Gibbs et al., 1984). Posteriormente, se 

identificaron otros tres retroviruses que contenían los oncogenes ras: el virus 

de sarcoma murino (MSV) Kirsten, MSV-BALB y MSV-Rasheed (Kirsten and 

Mayer, 1967; Peters et al., 1974; Rasheed et al., 1978). Los estudios alrededor 

de estas GTPasas continuaron, y una década más tarde ya se conocían entre 

40 y 50 proteínas similares a Ras, las cuales controlaban diferentes aspectos 

del crecimiento y comportamiento celular (Boguski and McCormick, 1993). 

Actualmente, existen más de 150 proteínas humanas pertenecientes a esta 

superfamilia (Wennerberg et al., 2005), con ortólogos evolutivamente 

conservados en Drosophila, C. elegans, S. cerevisiae, S. pombe, Dictyostelium 

y plantas (Colicelli, 2004).  

 

Los miembros de la superfamilia Ras se clasifican, en base a su analogía de 

secuencia y función, en cinco grandes familias: Ras, Rho, Rab, Arf y Ran 

(Figura 8). Cada una de estas familias está especializada en la regulación de 

una o varias funciones: Ras está implicada en el crecimiento, metabolismo y 

proliferación celular; Rho en el citoesqueleto, y coopera con la familia Ras en la 

regulación del ciclo celular y la expresión génica, así como en procesos de 

transformación; Rab está especializada en el tráfico vesicular y de membrana; 

Arf participa en la biogénesis vesicular, transporte intracelular y remodelación 

de la actina; y finalmente la familia Ran regula el transporte 

nucleocitoplasmático durante las fases G1, S y G2 del ciclo celular y la 

organización de los microtúbulos durante la fase de mitosis (Wennerberg et al., 

2005) (Figura 8).  
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Figura 8. Clasificación y funciones de las GTPasas de la superfamilia Ras. Figura 
adaptada de Wennerberg et al., 2005. 
 
 

3.2. Estructura y regulación 

 

Las pequeñas GTPasas actúan como interruptores moleculares regulados por 

su unión a GDP/GTP. Para ello, todos los miembros de este grupo contienen 

un conjunto de cajas G conservadas: caja G1, GXXXXGKS/T; caja G2, T; caja 

G3, DXXGQ/H/T; caja G4, T/NKXD; y caja G5, C/SAK/L/T. Estas cajas poseen 

motivos de unión a GDP/GTP que en su conjunto conforman un dominio G de 

aproximadamente 20 KDa (Figura 9), también presentes en otras GTPasas 

como la subunidad Gα (Bourne et al., 1991).  
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Figura 9. Dominios funcionales y estructura tridimensional de las GTPasas.  
 
 

La actividad de las GTPasas depende de su estado de unión a las moléculas 

GDP o GTP. En su conformación unida a GDP, la proteína es inactiva e 

incapaz de transmitir ninguna señal a sus moléculas efectoras. Para su 

activación, las GTPasas requieren de un intercambio del GDP por GTP, que a 

su vez provocará una pequeña modificación conformacional en las regiones 

llamadas switch I y switch II de la proteína (Figura 9) (Herrmann, 2003). Esta 

nueva conformación confiere a la GTPasa una mayor afinidad por sus 

moléculas efectoras (Bishop and Hall, 2000; Repasky et al., 2004). Sin 

embargo, para que se de la unión de la GTPasa a su proteína efectora, ha de 

haber también un acercamiento físico entre ellas. Aunque existen algunas 

excepciones (Rit, RhoBTB, Miro, Sar1, Ran y Rerg), la gran mayoría de las 

GTPasas sufren modificaciones post-transduccionales (farnesilaciones, geranil-

geranilaciones y palmitoilaciones) en su extremo C-terminal que permiten su 

anclaje en la membrana plasmática, donde actúan sobre sus proteínas 

efectoras, conduciendo así la transmisión de la señal corriente abajo (Magee et 

al., 1992; Glomset and Farnsworth, 1994; Casey and Seabra, 1996).  

 

No obstante, el ciclo de activación/desactivación de las GTPasas requiere de la 

acción de proteínas reguladoras (Figura 10). Estas proteínas son capaces de 

discernir el estado de activación de las GTPasas mediante el reconocimiento 

de la configuración de las regiones switch I y switch II. Así, los factores 

intercambiadores de nucleótidos de guanina o GEFs reconocen y actúan sobre 

la GTPasas inactivas promoviendo el cambio de GDP por GTP, mientras que 

las proteínas activadoras de las GTPasas o GAPs, tras reconocer el estado 
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activo de las GTPasas, se asocian a ellas induciendo la actividad GTPasa 

intrínseca de las mismas, lo que produce su regreso al estado unido a GDP o 

inactivo (Bos et al., 2007). Existe además un tercer grupo de proteínas 

reguladoras para algunas GTPasas, llamadas proteínas inhibidoras de la 

disociación de nucleótidos de guanina o GDIs. Estos reguladores se unen a las 

modificaciones post-transduccionales de las GTPasas secuestrándolas en el 

citosol. Mediante este mecanismo, las GDIs evitan por un lado el anclaje de las 

GTPasas a la membrana y su unión a los efectores, y por otro la unión de 

GEFs activadores a las GTPasas. (Colicelli, 2004; Cherfils and Zeghouf, 2013). 

Las proteínas reguladoras, además de ser componentes esenciales para la 

activación/desactivación de las GTPasas, son protagonistas de las respuestas 

específicas de señales, ya que cada regulador está a su vez controlado por 

distintos elementos corriente arriba.  

 

 
 
Figura 10. Ciclo de activación/desactivación de las GTPasas. 
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3.3. Familia Ras 

 

El nombre de esta familia procede de los miembros fundadores de la misma, 

las oncoproteínas del sarcoma de rata (rat sarcoma). Debido al importante 

papel de estas GTPasas en la oncogénesis humana, existen multitud de 

proyectos científicos centrados en el estudio de las proteínas Ras. Sin 

embargo, la señalización celular de Ras es un campo de difícil estudio, ya que 

estas proteínas se activan en respuesta a diversos estímulos extracelulares, y 

tras activarse, se asocian a múltiples efectores catalíticamente muy diversos, 

promoviendo así una gran variedad de respuestas celulares. Los miembros de 

esta familia son responsables de varias rutas de señalización que finalmente 

controlan la expresión génica, regulando procesos como la proliferación, 

diferenciación y supervivencia celular. 

 

Además de las cuatro proteínas Ras (H-Ras, N-Ras, K-Ras4A y K-Ras4B), esta 

familia incluye otros miembros como son las proteínas R-Ras (R-Ras, R-

Ras2/TC21, R-Ras3/M-Ras), Ral (Ral-A y Ral-B), Rap (Rap1A, Rap1B, Rap2A 

y Rap2B), Rheb, Rin y Rit.  

 

La vía de señalización de Ras mejor caracterizada es aquella promovida por el 

factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor, EGF). Tras unirse a 

su receptor, se promueve la dimerización y autofosforilación en residuos 

tirosina citoplasmáticos de éste. Esta fosforilación sirve como sitio de unión 

para la proteína adaptadora Grb2, que a su vez interacciona con el GEF SOS. 

La unión Grb2-SOS induce el reclutamiento de este GEF en la membrana, 

donde actuará como activador de Ras (Boguski and McCormick, 1993; Li et al., 

1993). Una vez activada, Ras se asocia a su proteína efectora Raf, 

promoviendo su translocación hacia la membrana plasmática. Allí, se dan 

procesos adicionales de fosforilación de Raf que permiten su total activación. 

Una vez activada, Raf promueve la activación por fosforilación de la cinasa de 

especificidad dual MEK1/2, que a su vez induce la fosforilación y activación de 

las proteínas cinasas activadas por mitógenos (mitogen-activated protein 

kinases, MAPK) ERK1/2. Estas MAPKs activadas se translocan al núcleo, 
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dónde fosforilan ciertos factores de transcripción, induciendo cambios en la 

expresión génica (Chong et al., 2003). A esta vía de señalización se la presenta 

habitualmente como la ruta simple y lineal que enlaza la señalización en la 

superficie celular con el núcleo. Sin embargo, la realidad incluye una gran 

variedad de proteínas adaptadoras y moduladoras que hacen que la conexión 

del exterior e interior celular esté regida por mecanismos mucho más 

complejos.  

 

Debido a su gran homología de secuencia, junto con su capacidad compartida 

de transformación y activación de la cascada de ERK, se creyó en un principio, 

que las cuatro proteínas Ras (H-Ras, N-Ras, K-Ras4A y K-Ras4B) cumplían 

las mismas funciones en la regulación de la fisiología celular. Sin embargo, 

según se avanzaba en el estudio de estas GTPasas, se fueron descubriendo 

diferencias que sugerían funciones no redundantes de estas proteínas Ras. 

Actualmente, se sabe por ejemplo, que K-Ras pero no H-Ras ni N-Ras, es 

necesaria en el desarrollo murino (Umanoff et al., 1995; Johnson et al., 1997).  

 

Como se ha mencionado anteriormente, la modificación post-transduccional es 

un proceso esencial en la activación de las GTPasas. En el caso de las 

proteínas Ras, estas modificaciones consisten en la farnesilación del motivo C-

terminal CAAX (donde A es un amino ácido alifático y X es metionina o serina), 

posterior proteólisis del AAX y carboximetilación final (Dai et al., 1998; Romano 

et al., 1998; Schmidt et al., 1998; Reuther and Der, 2000; Hancock, 2003). No 

obstante, existen diferencias en las modificaciones post-transduccionales de 

los distintos miembros de la familia Ras, ya que los inhibidores de la 

farnesilación afectan a H-Ras pero no a N-Ras ni K-Ras (Cox and Der, 1997; 

Oliff, 1999; Appels et al., 2005). Además, se ha observado que H-Ras, N-Ras y 

K-Ras4A atraviesan el aparato de Golgi y se palmitoilan antes de anclarse en la 

membrana, mientras que K-Ras4B se transporta directamente del retículo 

endoplasmático a la membrana sin pasar por el Golgi, y será su secuencia C-

terminal rica en prolinas en lugar de la palmitoilación, la que actuará como 

señal de inicio de la proteólisis (Hancock et al., 1990; Choy et al., 1999; 

Hancock, 2003). Las diferencias de secuencia del extremo C-terminal también 
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confieren a las proteínas una variabilidad en la localización en la membrana, 

asociándolas a diferentes áreas de la misma (Roy et al., 1999; Hancock, 2003), 

lo que permite la especificidad de cada isoforma de Ras con sus proteínas 

efectoras. Así, se ha observado que K-Ras recluta a Raf y la activa de manera 

más eficiente que H-Ras, mientras que ésta es mejor activadora de la fosfatidil 

inositol 3-hidroxicinasa (PI3K) que la primera (Yan et al., 1998; Rajalingam et 

al., 2007). 

 

Una de las subfamilias dentro de la familia Ras con mayor asociación a las 

proteínas Ras clásicas (H-Ras, N-Ras, K-Ras4A y K-Ras4B) es la subfamilia 

Rap. Su miembro más destacado, Rap1, se aisló en 1989 como una proteína 

análoga a Ras (Kitayama et al., 1989). Existe una estrecha relación entre Rap1 

y las proteínas Ras. Ambas GTPasas comparten la serin treonin cinasa Raf 

como efectora, y se ha propuesto una función antagónica de Rap1 sobre Ras 

por competición en la unión a sus moléculas efectoras (Kitayama et al., 1989; 

Bos, 1998). No obstante, existen algunas diferencias entre ellas. Mientras Ras 

se ubica principalmente en la membrana plasmática, Rap1 está habitualmente 

localizada en membranas intracelulares de orgánulos como Golgi, vesículas 

endocíticas, y lisosomas (Pizon et al., 1994; de Rooij et al., 1999; Bivona et al., 

2004). Además, existen proteínas efectoras como Krit1, capaces de unirse 

estrechamente a Rap1 pero no a Ras (Serebriiskii et al., 1997). Esta 

especificidad de efectores y localización intracelular, junto con la existencia de 

una gran variedad de estímulos activadores de Rap1, hacen que esta GTPasa 

tenga funciones únicas que la diferencian de los otros miembros de Ras.  

 

En función del tipo celular, existen varios estímulos capaces de activar a Rap1. 

En fibroblastos por ejemplo, se activa tras el tratamiento con factores de 

crecimiento como PDGF, EGF, endotelina, ácido lisofosfatídico y bombesina 

(Zwartkruis et al., 1998; Posern et al., 2000; Song et al., 2002; Ohba et al., 

2003), mientras que en plaquetas se activa por la trombina (Franke et al., 1997; 

Franke et al., 2000), en neutrófilos por quimiocinas y citocinas (Reedquist and 

Bos, 1998; He et al., 2011) y en linfocitos T y B por activación del TCR/BCR 

respectivamente (McLeod et al., 1998; Katagiri et al., 2004). Como ocurre con 
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el resto de las GTPasas, la unión entre el estímulo externo y la activación de 

Rap1 está mediada por las proteínas reguladoras GEFs. 

 

3.3.1. RasGEFs: proteínas activadoras de GTPasas Ras 

 

Los intercambiadores de nucleótidos funcionan como activadores de las 

GTPasas promoviendo el intercambio de GDP por GTP. El mecanismo 

mediante el cual los GEFs actúan sobre las GTPasas es doble. Por un lado, se 

unen a la GTPasa en su forma inactiva, desestabilizando su unión al GDP y 

provocando su disociación. Por otro lado, una vez que el dominio G de la 

GTPasa queda libre, los GEFs mantienen la estabilidad de la GTPasa. La 

presencia del GTP en el citoplasma es mayor que la del GDP, por lo que se 

favorece la entrada del GTP en el sitio de unión al nucleótido que se ha 

liberado en la GTPasa. La incorporación del GTP provoca la disociación del 

GEF de la GTPasa, permitiendo su activación molecular mediante el cambio 

conformacional de las regiones switch I y II, y favoreciendo de esta manera la 

asociación a sus proteínas efectoras (Schmidt and Hall, 2002).  

 

En las células encontramos una gran variedad de GTPasas que requieren la 

presencia de un amplio número de GEFs reguladores para asegurar la 

especificidad de la señal. Por ello, existen GEFs específicos para cada una de 

las familias de las GTPasas, si bien es cierto que algunos GEFs excepcionales 

pueden actuar sobre miembros de diferentes familias. 

 

El primer GEF descubierto fue precisamente un GEF específico de Ras. Este 

GEF, CDC25p, actuaba por encima de Ras en la cascada de señalización de la 

levadura Saccharomices cerevisiae (Broek et al., 1987). Tras él, se identificaron 

varias proteínas en levadura que compartían una gran homología con CDC25p 

(Boguski and McCormick, 1993). Hoy en día se conocen varias familias con 

actividad GEF sobre Ras en mamíferos: SOS, RasGRP (originalmente 

denominada Cal-DAG-GEF) y RasGRF (Figura 11) (Boguski and McCormick, 

1993; Ebinu et al., 1998; Kawasaki et al., 1998; Quilliam et al., 2002). Todas 

ellas se caracterizan por compartir un dominio catalítico o de homología a 
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CDC25, compuesto por aproximadamente 250 residuos y que generalmente 

aparece en combinación con el dominio de unión a Ras, REM. Estos dos 

dominios son esenciales para la acción reguladora de esos GEFs sobre Ras. 

Los estudios de cristalografía de SOS muestran un modelo de interacción con 

Ras extrapolable al resto de los GEFs. Según este modelo, el dominio REM del 

GEF se asocia al switch I de Ras, tras lo cual el dominio catalítico CDC25 

interacciona con el switch II, lo que conlleva la disociación del GDP de la 

GTPasa (Boriack-Sjodin et al., 1998). 

 

 
 
Figura 11. Factores intercambiadores de Ras (SOS, RasGRP y RasGRF) y sus 
principales dominios estructurales. CDC25, dominio de homología a Cdc25; DH, 
dominio de homología a Dbl; HF, dominio de unión a histonas; PH, dominio de 
homología a Pleckstrina; PR, dominio rico en prolinas; REM, dominio de intercambio 
de Ras (Ras Exchange Motif); EF, dominio de unión a calcio (EF hands); C1, dominio 
de unión a DAG; CC, dominio con estructura superhelicoidal o doble-α-helicoidal; IQ, 
dominio de unión a calmodulina (Ilimaquinone domain). Tamaño de las proteínas 
dibujado a escala en base a SOS1, RasGRf1 y RasGRP1. Figura adaptada de 
Fernández-Medarde and Santos, 2011 y Jun et al., 2013. 
 
 

El resto de dominios presentes a lo largo de su secuencia permiten la 

interacción de estos GEFs con otras proteínas o lípidos para la regulación 

espacio-temporal de la activación de Ras mediada por diferentes estímulos 

externos. De esta manera, la familia SOS (SOS1 y SOS2) está involucrada en 

la activación de Ras mediada por tirosina cinasas estimuladas con factores de 

crecimiento, y las proteínas RasGRP (RasGRP1-4) controlan los mecanismos 

regulados por calcio y diacilglicerol (DAG) mediante la unión de la actividad de 

Ras a los receptores acoplados a proteínas G y posterior activación de PLC 

(Schlessinger, 1993; Ebinu et al., 1998; Buday and Downward, 2008). Por 

último, los RasGRF (RasGRF1 y RasGRF2) son los reguladores más 

importantes en la señalización neuronal (Cen et al., 1992; Shou et al., 1992; 

Fam et al., 1997). Estos, permiten la activación de Ras en estas células tras 
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darse un incremento intracelular de calcio y cAMP, mediado por la unión de 

ciertos neurotransmisores a sus receptores (Farnsworth et al., 1995; Tian and 

Feig, 2006; Fasano et al., 2009). 

 

3.3.1.1. RasGRF: un RasGEF neuronal 

 

RasGRF1, también conocido como 140-GRF1 por sus 140 KDa de peso 

molecular, es una proteína expresada mayoritariamente en neuronas y en 

menor medida en pulmón y páncreas (Cen et al., 1992; Shou et al., 1992; 

Guerrero et al., 1996). Análisis funcionales realizados en ratones RasGRF1 KO 

han demostrado su implicación en diversos procesos como el aprendizaje y 

memoria (Brambilla et al., 1997; Giese et al., 2001), el crecimiento y desarrollo 

(Itier et al., 1998; Fernandez-Medarde et al., 2002), la homeostasis de glucosa 

(Font de Mora et al., 2003) y la fotorrecepción (Fernandez-Medarde et al., 

2009; Hysi et al., 2010). RasGRF2 o 135-GRF2 es, al igual que RasGRF1, una 

proteína preferencialmente encefálica (Fam et al., 1997), que además de 

participar en la regulación de la memoria y crecimiento (Fernandez-Medarde et 

al., 2002; Tian and Feig, 2006), juega también un papel en la señalización y 

proliferación de las células T (Ruiz et al., 2007, 2009).    

 

Los genes codificantes para RasGRF1 y RasGRF2 producen varios transcritos 

mediante splicing alternativo. Aunque se han detectado, mediante Northern 

blotting, algunas isoformas pequeñas, los productos génicos más expresados 

en el encéfalo son los mRNAs codificantes para formas largas 140-RasGRF1 y 

135-RasGRF2 (en adelante se referirá a ellos como RasGRF1 y RasGRF2) 

(Schweighoffer et al., 1993; Zippel et al., 1997). Estas dos proteínas han sido 

detectadas en células neuronales pero no en glía (Zippel et al., 1997). Su 

expresión en el encéfalo es ubicua, aunque se han observado diferencias en su 

intensidad de expresión (Wei et al., 1993). 

 

RasGRF1 y RasGRF2 contienen dominios REM y CDC25, esenciales para la 

unión y activación de su proteína efectora Ras. Aunque in vivo son capaces de 

activar a la isoforma H-Ras, no se ha detectado su acción sobre N-Ras ni K-
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Ras4B (Jones and Jackson, 1998). Además de los dominios REM y CDC25, 

existen otros dominios en su secuencia igualmente importantes para su 

regulación (Figura 12). 

 

 
 
Figura 12. Dominios estructurales de RasGRF1 y RasGRF2. PH, dominio de 
homología a Pleckstrina; CC, dominio con estructura superhelicoidal o doble-α-
helicoidal; IQ, dominio de unión a calmodulina (Ilimaquinone domain); DH, dominio de 
homología a Dbl; ITIM, motivo de inhibición basado en tirosina; REM, dominio de 
intercambio de Ras (Ras Exchange Motif); CDB, dominio de ubiquitinación (cyclin 
destruction box); ND, dominio neuronal; PEST, dominio rico en prolina, ácido 
glutámico, serina y treonina; CDC25, dominio de homología a Cdc25. Tamaño de las 
proteínas dibujado a escala. Figura adaptada de Fernández-Medarde, 2010. 
 
 

El motivo IQ por ejemplo, media la activación de RasGRF en respuesta al 

calcio. Este ión, se une a la proteína calmodulina favoreciendo su interacción 

con el motivo IQ de RasGRF. La unión de la calmodulina promueve así la 

función intercambiadora de RasGRF sobre la GTPasa Ras (Farnsworth et al., 

1995; Fam et al., 1997; Fan et al., 1998; de la Puente et al., 2002). Sin 

embargo, otros estudios sugieren que el mecanismo mediante el cual el calcio 

induce la activación de RasGRF implica la translocación del GEF del 

citoplasma a la membrana (Fan et al., 1998). No obstante, parece que el calcio 

induce otros cambios más allá de la simple translocación a la membrana del 

GEF, ya que la forma constitutivamente anclada a la membrana de RasGRF no 

muestra una actividad mayor que la forma salvaje (Gotoh et al., 1997).  

 

El motivo IQ actúa junto con sus dominios upstream CC (coiled-coiled) y PH1 

como una unidad única, regulando la translocalización del RasGRF hacia la 

membrana en respuesta a señales de calcio (Buchsbaum et al., 1996). Este 

módulo también parece tener un posible aunque aún indefinido papel como 

regulador de la expresión génica (Lavagni et al., 2009). Se desconocen 

PH DH PH REM CDC25ND
C

C

I

Q

ITIM

PEST

ITIM CDB

PH DH PH REM CDC25
C

C

I

Q

ITIM CDB

PEST

RasGRF1

RasGRF2



Introducción 
 
 

41 

funciones individuales para el dominio CC de RasGRF. Aunque en ocasiones 

este dominio está involucrado en la oligomerización de las proteínas 

(McWhirter et al., 1993; Whitson et al., 2005), este no es el caso para 

RasGRF1, ya que, como veremos a continuación, su oligomerización se ha 

asociado a otro dominio. El PH1 es el dominio PH localizado próximo al amino 

terminal de RasGRF. Este dominio regula el anclaje de la proteína a la 

membrana mediante su unión al fosfatidilinositol (Harlan et al., 1994; Lemmon 

and Ferguson, 2000; Maffucci and Falasca, 2001). No obstante, no es un 

dominio esencial para la localización de la proteína en la membrana, ya que 

constructos de RasGRF carentes de PH1 no pierden por completo su 

asociación a la membrana (Cen et al., 1993; Blomberg and Nilges, 1997).  

 

El dominio PH2 se encuentra localizado hacia el carboxilo terminal de RasGRF 

y su función es algo contradictorio. Algunos autores defienden su papel 

modulador de la actividad intercambiadora sobre Ras (Cen et al., 1993), 

mientras que otros proponen que la eliminación de esta región no tendría un 

efecto significativo en la actividad sobre dicha GTPasa (Arozarena et al., 2000). 

Esto sugeriría que el dominio PH2 probablemente estaría regulando la unión de 

RasGRF a sus proteínas efectoras pero no actuaría sobre la actividad catalítica 

del GEF (Fernandez-Medarde and Santos, 2011). Sin embargo, este dominio 

PH2 en tándem con el dominio catalítico DH parece que tiene un papel 

regulador sobre la actividad de las GTPasas de la familia Rho (Rossman et al., 

2005), aunque el papel regulador del DH sobre Rac1 solo se ha podido 

observar tras la estimulación de proteínas G (Kiyono et al., 1999) o LPA 

(Innocenti et al., 1999). El dominio DH también se ha descrito como mediador 

de la oligomerización de RasGRF, aunque no se descarta la cooperación de 

otras proteínas en este proceso (Anborgh et al., 1999; Fernandez-Medarde and 

Santos, 2011). 

 

RasGRF también puede regularse mediante modificaciones post-

transduccionales. Así, el motivo PEST, rico en prolina (P), ácido glutámico (E), 

serina (S) y treonina (T), es una región diana para fosforilaciones mediadas por 

PKA (Baouz et al., 2001) y/o CDK5 (Kesavapany et al., 2004; Kesavapany et 
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al., 2006), mientras que los motivos de inhibición ITIM lo son para tirosina 

fosfatasas tales como SHP-1, SHP-2 y SHIP (Sinclair, 2000). Por último, el 

motivo CDB (cyclin destruction box), es una pequeña región susceptible de ser 

ubiquitinada para conducir al factor intercambiador al proteasoma y llevar a 

cabo su degradación. (de Hoog et al., 2001). 

 

Finalmente, el dominio neuronal (ND), se caracteriza por estar presente en la 

isoforma RasGRF1 pero no en RasGRF2. Este dominio es necesario y 

suficiente para la interacción de la proteína con la subunidad NR2B de los 

receptores NMDA, y promueve la activación de la ruta Ras-ERK mediada por la 

activación de dichos receptores (Krapivinsky et al., 2003).  

 

3.3.1.1.1. Regulación de RasGRF1 mediada por calcio/calmodulina 

 

Un incremento de la concentración citosólica de calcio es capaz de inducir la 

activación de RasGRF1 (Cullen and Lockyer, 2002). El aumento del calcio 

intracelular provoca la unión de la calmodulina al motivo IQ de este GEF y la 

consecuente activación del mismo (Farnsworth et al., 1995). Además, este 

motivo coopera con los dominios PH1 y CC para mediar la translocación del 

RasGRF1 a los compartimentos cercanos a sus proteínas efectoras para que 

pueda activarlas (Buchsbaum et al., 1996). Los dominios DH y PH2 también 

son importantes en la transmisión de la señal de calcio corriente abajo, ya que 

los constructos de RasGRF1 con mutaciones en estos dominios, aunque 

mantienen la actividad reguladora sobre Ras, reducen su capacidad activadora 

de ERK (Freshney et al., 1997). La localización intracelular del RasGRF1 es 

también esencial en su actividad mediada por calcio. Así, se ha visto que la 

ionomicina, un ionóforo de calcio, induce una activación de RasGRF1 

mayoritariamente en la membrana plasmática, y en menor medida en el retículo 

endoplasmático (Arozarena et al., 2004). Se postula que esta diferencia puede 

ser debida a la posibilidad de interacción con distintas proteínas en las 

diferentes localizaciones subcelulares (Sim and Scott, 1999; Levchenko et al., 

2000; Marinissen and Gutkind, 2005; Casar et al., 2009). 
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3.3.1.1.2. Regulación de RasGRF1 por fosforilación 

 

Las modificaciones post-transduccionales también son un importante 

mecanismo de regulación de RasGRF1. Este GEF contiene varios sitios de 

fosforilación para distintas cinasas intracelulares, produciendo efectos 

diferentes sobre RasGRF1.  

 

CDK5 es una cinasa que fosforila a RasGRF1 y al igual que este GEF, la 

cinasa también se encuentra expresada mayoritariamente en el encéfalo, 

teniendo un papel relevante en la plasticidad neuronal asociada a memoria y 

aprendizaje (Fischer et al., 2003). La función de CDK5 sobre RasGRF1 sin 

embargo, no es directa, y requiere de la actuación de otra proteína, la p35. Esta 

proteína es la encargada de unirse tanto a CDK5 como a  RasGRF1 y 

promover así la interacción de estas dos proteínas. Mediante la fosforilación del 

residuo Ser731 de RasGRF1, la CDK5 regula la estabilidad del GEF, 

promoviendo su degradación (Kesavapany et al., 2006). 

 

La Ser 916 de RasGRF1 es otra serina susceptible de ser fosforilada. Se ha 

descrito que esta fosforilación se da tanto en las dendritas de neuronas 

corticales, sugiriendo un papel regulador de la plasticidad neuronal (Yang et al., 

2003), como en neuronas del hipocampo en respuesta a señales inductoras de 

LTP (long-term potentiation). Se ha demostrado que la cinasa CaMKI está 

implicada en la fosforilación en Ser 916 de RasGRF1, aunque parece que el 

enzima que fosforila directamente este residuo es la PKA  (Schmitt et al., 

2005).  

 

Además de en residuos de serina, RasGRF1 también se fosforila en tirosinas 

por acción de diversas tirosina cinasas, como por ejemplo los receptores Trk 

(MacDonald et al., 1999). Un estudio más específico ha revelado que es el 

dominio HIKE de la TrkA el responsable de fosforilar el dominio PH1 de 

RasGRF1. Esta modificación post-transduccional de RasGRF1 media en la 

extensión de neuritas inducida por NGF (Robinson et al., 2005). Este proceso 
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implica a H-Ras y ERK, aunque es independiente de las rutas de Rac1 y PI3K 

(Yang and Mattingly, 2006).  

 

RasGRF1 también se fosforila por acción de otras tirosina cinasas citosólicas. 

Así, Src media la fosforilación de RasGRF1 provocando una mayor activación 

de Rac1, pero no de Ras (Kiyono et al., 2000b; Giglione et al., 2001). Sin 

embargo, otro miembro de su misma familia, de tirosina cinasas, Lck, produce 

el efecto contrario, induciendo la actividad GEF de RasGRF1 sobre Ras pero 

no sobre Rac1 (Giglione et al., 2001). La actividad intercambiadora de 

RasGRF1 sobre Ras también aumenta tras la fosforilación mediada por la 

tirosina cinasa ACK1 (Kiyono et al., 2000a). 

 

3.3.2. PKCs como reguladoras de GTPasas Ras 

 

Las PKCs son un grupo de serina/treonina cinasas pertenecientes a la familia 

AGC con un importante papel en la señalización intracelular de varios sistemas 

biológicos (Newton, 2003; Steinberg, 2008). Las diferentes isoformas se han 

clasificado en tres grupos, en función de su homología y capacidad de unir los 

cofactores fosfatidilserina (PS), diacilglicerol (DAG) y calcio (Ca+2) (Figura 13): 

 

1) PKC clásicas o cPKC (α, βI, βII y γ): Requieren para su activación de 

PS, DAG y Ca+2. 

2) PKC noveles o nPKC (ε, δ, η, θ): Requieren para su activación de PS y 

DAG pero no Ca+2.  

3) PKC atípicas o aPKC (λ, ζ): Requieren para su activación de PS pero no 

de DAG ni Ca+2. 
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Figura 13. Dominios estructurales de las subfamilias de las PKCs. C1, dominio de 
unión a DAG; C2, dominio de unión a Ca+2; C3, dominio de unión a ATP; C4, dominio 
de unión al sustrato. Los dominios “like” no son capaces de unir los cofactores 
correspondientes en cada caso. Figura adaptada de Steinberg, 2008. 

 
Ya en el año 1987 se observó que la isoforma K-Ras4B podía fosforilarse en su 

Ser181 en respuesta a la estimulación de la proteína cinasa C (PKC) con el 

éster de forbol PMA, desconociéndose aún si K-Ras4B era un sustrato directo 

de PKC (Ballester et al., 1987). Veinte años después, se detectó una 

translocación de esta GTPasa hacia la membrana mitocondrial también tras la 

estimulación de la PKC, lo que indujo al estudio de la K-Ras4B como posible 

substrato de la cinasa PKC. Los resultados confirmaron que la PKC mediaba la 

fosforilación de K-Ras4B en su Ser181, y que además, esta modificación 

inducía la translocación de la GTPasa hacia la membrana mitocondrial en 

cuestión de minutos y promovía la apoptosis (Philips, 2005; Ashery et al., 2006; 

Silvius et al., 2006). Recientemente, se ha descrito que la fosforilación en 

Ser181 de la K-Ras4B favorece la activación de sus moléculas efectoras Raf1 y 

PI3K (Barcelo et al., 2013). Además, existe una estrecha relación entre la PKC 

y la calmodulina (CaM). Recordemos que esta última media la activación de 

Ras a través de la unión a la GEF activadora de RasGRF (Farnsworth et al., 

1995). Según establecen Alvarez-Moya y colaboradores, la unión de la CaM a 

la GTPasa inhibe la fosforilación mediada por la PKC, y la fosforilación por PKC 

evita la unión de la CaM a K-Ras4B (Alvarez-Moya et al., 2010). 

 

A pesar de no haberse encontrado secuencias consenso para la unión a PKC 

en el resto de proteínas Ras “clásicas” (N-Ras, H-Ras y K-Ras4A), sí que se 

han encontrado en otras GTPasas como son la GTPasa RhoE miembro de la 
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familia Rho (Riento et al., 2005; Madigan et al., 2009) o RalB (Martin et al., 

2012), la cual se fosforila en sus serinas 11 y 198 respectivamente. 
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IV. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

La activación de receptores purinérgicos mediada por ATP provoca la muerte 

de neuronas dopaminérgicas, lo que sugiere una posible relación directa entre 

la señalización purinérgica y la Enfermedad de Parkinson. No obstante, las 

cascadas de señalización que emanan de estos receptores y regulan la 

viabilidad neuronal se encuentran aún sin esclarecer.  

 

Uno de los intermediarios moleculares que aumenta su actividad en respuesta 

a la estimulación purinérgica es Ras, una GTPasa clave en la regulación de 

numerosas rutas de señalización intracelular. Sobre esta base, postulamos la 

hipótesis de que las GTPasas de la superfamilia Ras podrían estar implicadas 

en la señalización mediada por los receptores purinérgicos, pudiendo actuar 

como reguladoras de la biología de las neuronas dopaminérgicas. Por ello, el 

objetivo principal de este trabajo consiste en caracterizar las moléculas 

intermediarias en las rutas de señalización celular mediadas por los receptores 

purinérgicos, centrándonos en las GTPasas de la superfamilia Ras y sus 

moléculas reguladoras y efectoras. Para ello planteamos los siguientes 

objetivos específicos: 

 

1. Determinar e identificar las GTPasas de la superfamilia Ras implicadas 

en dicha respuesta neuronal mediada por receptores purinérgicos. 

2. Caracterizar las proteínas reguladoras y efectoras de las GTPasas 

identificadas en el objetivo 1. 

3. Evaluar la implicación de la PTPRβ, una tirosina fosfatasa asociada al 

receptor P2X7, en la respuesta purinérgica en neuronas dopaminérgicas. 

4. Estudiar la participación del calcio internalizado a través de los 

receptores purinérgicos en los diferentes procesos intracelulares de las 

neuronas dopaminérgicas. 

5. Analizar el papel de las proteínas identificadas como moléculas 

intermediarias de la señalización purinérgica sobre la regulación de la 

viabilidad neuronal. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. MATERIALES 

 

1.1. Reactivos 

 

La relación de  reactivos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 1: 

 
Tabla 1. Principales productos utilizados en este trabajo con sus respectivas 
casas comerciales.  
 

Casa comercial Producto 

Sigma-Aldrich Co. LLC. 

St. Louis, MO. USA 

LB Broth 

LB Agar 

SOC 

Ampicillin 

Kanamycin 

2XYT 

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM) 

Fetal Bovine Serum (FBS) 

L-glutamine 

Penicillin-Streptomycin 

Phosphate Buffer Saline 

Trypsina/EDTA 

Trypan Blue 

Adenosine 5′-triphosphate disodium salt 
hydrate (ATP) 

2′(3′)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosine 5′-
triphosphate triethylammonium salt (BzATP) 

A-740003 

Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N′,N′-tetraacetic acid (EGTA) 

LY-294002 hydrochloride 

GF109203X hydrochloride 
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Sodium orthovanadate (Na3O4V) 

Dimetyl sulfoxide (DMSO)  

β-mercaptoethanol 

Bromophenol blue 

Acrylamide/bisAcrylamide 

Sodium dodecyl sulfate (SDS)  

Ammonium persulfate (APS)  

N,N,N',N'-Tetramethyl-ethanediamine (Temed)  

Tween 20 

Brilliant Blue G 

Ponceau S  

GE Healthcare 

Little Chalfont, UK 
Glutation Sepharose 4B 

Thermo Fisher Scientific Inc. 

Waltam, MA. USA 

BenchMark Pre-Stained Protein Ladder  

Restore Western Blot Stripping Buffer 

 
 

 



Materiales y Métodos 

55 

1.2. Anticuerpos 

 

Los anticuerpos utilizados se detallan en la Tabla 2: 

 
Tabla 2. Anticuerpos utilizados. 
 

Anticuerpos 
Dilución 
WB 

Referencia 

Phospho-p42/44 MAPK (Erk1/2) 
(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) 

1:2000 4370 (Cell Signaling) 

p42/44 MAPK (Erk1/2) (137F5) 1:1000 4695 (Cell Signaling) 

Anti-Ras, clone RAS10 1:1000 05-516 (Upstate, Millipore) 

Rap1 (121): sc-65 1:1000 sc-65 (Santa-Cruz) 

Anti-Rac1, clon 23A8 1:2000 05-389 (Upstate, Millipore) 

RhoA (119): sc-179 1:1000 sc-179 (Santa-Cruz) 

Anti-Cdc42 Immunoblotting kit 1:2000 17-299 (Upstate, Millipore) 

Anti-P2X7 Receptor 1:1000 AB5581 (Chemicon, Millipore) 

Living Colors EGFP Monoclonal 
Antibody 

1:1000 632569 (Clontech) 

ECL Mouse IgG, HRP-linked 
whole Ab (from sheep) 

1:3000 NA931V (GE Healthcare) 

ECL Rabbit IgG, HRP-linked 

F(ab')₂ fragment (from donkey) 
1:3000 NA9340 (GE Healthcare) 
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2. MÉTODOS 

 

2.1. Técnicas de ADN recombinante 

 

2.1.1. Clonación de ADN 

 

2.1.1.1. Reacción en cadena de la Polimerasa (Polimerase Chain Reaction, 

PCR) y mutagénesis dirigida  

 

La mutagénesis dirigida es una técnica que permite la modificación puntual de 

pares de bases de la cadena de ADN (Figura 14). Esto se traduce en la 

generación de proteínas que escapan al control de su regulación bien por una 

pérdida o por una ganancia de función.  

 

 
 
Figura 14. Esquema general del ensayo de mutagénesis dirigida 
 
 

Primeramente, se diseñó el par de cebadores para cada una de las mutaciones 

puntuales deseadas (Tabla 3). Dichos cebadores consisten en una secuencia 

de unos 20 nucleótidos diseñados alrededor del aminoácido que se desea 

mutar. Además, contendrá la variación nucleotídica necesaria para provocar 

dicha mutación. En el diseño de cebadores se tuvo en cuenta la temperatura de 

alineamiento, es decir, la temperatura óptima de interacción del oligonucleótido 

con el ADN molde. Se intentó que cada pareja de cebadores tuvieran una 

temperatura de alineamiento lo más parecida posible. 

 

 Desnaturalización del ADN molde 

 Alineamiento de los cebadores 

 
 Extensión  

 
 Digestión del ADN molde 

 
 Transformación en bacterias del producto de 

PCR  
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Tabla 3. Mutaciones puntuales para la construcción del mutante RasGRF1mutIQ. 
 

  Nombre Secuencia 5´3´ 

1
º 

re
a

c
c
ió

n
 d

e
 P

C
R

 

ADN 
molde 

RasGRF1wt 
GAGTTTCCTTCGCGGATGGCTGT
GCCGGCGAAAGTGGAAGAACATC
ATC 

Cebador 
sentido 

Fw (RasGRF1mut1IQ) GAGTTTCCTTCAGGGATGGCTG 

Cebador 
antisentido 

Rv (RasGRF1mut1IQ) CAGCCATCCCTGAAGGAAACTC 

Producto 
de PCR 

RasGRF1mut1IQ 
GAGTTTCCTTCAGGGATGGCTGT
GCCGGCGAAAGTGGAAGAACATC
ATC 

Aa 
modificado 

R214Q CGC  CAG 

2
º 

re
a

c
c
ió

n
 d

e
 P

C
R

 

ADN 
molde 

RasGRF1mut1IQ 
GAGTTTCCTTCAGGGATGGCTGT
GCCGGCGAAAGTGGAAGAACATC
ATC 

Cebador 
sentido 

Fw (RasGRF1mut2IQ) GGCTGTGCCAGCGAAAGTGG 

Cebador 
antisentido 

Rv (RasGRF1mut2IQ) CCACTTTCGCTGGCACAGCC 

Producto 
de PCR 

RasGRF1mut1+2IQ 
GAGTTTCCTTCAGGGATGGCTGT
GCCAGCGAAAGTGGAAGAACATC
ATC 

Aa 
modificado 

R219Q CGG  CAG 

3
º 

re
a

c
c
ió

n
 d

e
 P

C
R

  

ADN 
molde 

RasGRF1mut1+2IQ 
GAGTTTCCTTCAGGGATGGCTGT
GCCAGCGAAAGTGGAAGAACATC
ATC 

Cebador 
sentido 

Fw (RasGRF1mut3IQ) CGAAAGTGGCAGAACATCATC 

Cebador 
antisentido 

Rv (RasGRF1mut3IQ) GATGATGTTCTGCCACTTTCG 

Producto 
de PCR 

RasGRF1mut IQ 
GAGTTTCCTTCAGGGATGGCTGT
GCCAGCGAAAGTGGCAGAACATC
ATC 

Aa 
modificado 

K223Q AAG  CAG 
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A continuación se prepararon las reacciones en cadena de la Polimerasa 

(Polimerase Chain Reaction, PCR). Para cada mutación puntual se preparó 

una reacción de PCR, proporcionando las condiciones óptimas para la 

polimerasa Pfu Ultra II Fusion HS DNA Polymerase (Agilent Technologies). La 

reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp® PCR 

System 2700 (Applied Biosystem) en un volumen de 50 μl, donde se cargaron 

100 ng de ADN molde, 200 nM de cada cebador, 250 μM de cada uno de los 

cuatro dNTPs, 1X del tampón de reacción y 1 µl de  la polimerasa Pfu Ultra 

(Agilent Technologies). Los ciclos se iniciaron a 95 ºC durante 2 minutos para 

la desnaturalización del ADN molde, seguidos de 30 ciclos de amplificación. 

Cada ciclo de amplificación consistió en 20 segundos de desnaturalización a  

95 ºC; 20 segundos de alineación de los cebadores con el ADN a una 

temperatura de 5 ºC más baja que la Tª de alineamiento de los cebadores y 

finalmente, la amplificación se llevó a cabo a 72 ºC y a 15 segundos por 

kilobase. Cada reacción se acabó con una extensión final de 3 minutos a 72 ºC. 

Con objeto de eliminar el ADN molde de la mezcla de reacción, los productos 

de PCR fueron tratados con 5 unidades de Dpn I (Promega) durante un mínimo 

de 1 hora a 37 ºC. 

 

Tras esta digestión, el producto de la PCR se introdujo en bacterias 

competentes, para finalmente extraerlo y purificarlo del cultivo bacteriano tal y 

como se describe más adelante (apartados 2.1.2.2 y 2.1.3). La verificación de 

la secuencia de ADNc de RasGRF1 mut IQ se llevó a cabo mediante 

secuenciación en los Servicios Generales de Investigación SGIker (UPV/EHU). 

 

2.1.2. Transformación bacteriana 

 

2.1.2.1. Obtención de bacterias competentes 

 

Una colonia aislada de la cepa bacteriana E. coli DH5α se inoculó en 20 ml de 

medio LB Broth (Sigma-Aldrich) y se cultivó en un incubador con agitación 

durante toda la noche a 37ºC. Al día siguiente, 5 ml de dicho cultivo se diluyó 

en medio LB Broth a un volumen final de 250 ml y se dejó crecer durante 

aproximadamente 4 h hasta alcanzar una densidad óptica óptima (OD 0,6-0,8). 
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A continuación, el cultivo bacteriano se centrifugó durante 15 minutos a 4000 

r.p.m. a 4ºC. El precipitado se resuspendió en 50 ml de TFB1 frío (ver apartado 

2.9) y se incubó en hielo durante 30 minutos. Tras una centrifugación de 10 

minutos a 4000 r.p.m, a 4ºC, el nuevo precipitado se resuspendió en 10 ml de 

TFB2 frío (ver apartado 2.9). Las bacterias E. coli DH5α competentes se 

alicuotaron y guardaron a -80ºC. 

 

2.1.2.2. Transformación 

 

Las bacterias competentes E. coli DH5α guardadas a -80ºC se dejaron 

descongelar progresivamente en hielo.  Una vez descongeladas, se les añadió 

unos 100 ng de ADNc y la mezcla se incubó en hielo durante 30 minutos. La 

transformación bacteriana se llevó a cabo mediante choque térmico, el cual 

consistió en colocar el tubo que lleva la mezcla de bacterias y plásmido en un 

baño a 42ºC durante 45 segundos e inmediatamente transferirlo a un baño de 

hielo durante 2 minutos. A continuación, se diluyó la mezcla con  500 µl de 

medio SOC (Sigma-Aldrich) y se incubó en agitación a 200 r.p.m. durante 1 

hora a 37ºC.  Finalmente, el cultivo bacteriano se sembró en places de LB Agar 

(Sigma-Aldrich) que contenían el antibiótico cuya resistencia se encontraba en 

el plásmido introducido (100 μg/ml Ampicilina o 50 μg/ml Kanamicina) y se 

incubaron en una estufa a 37ºC durante toda la noche. 

 

2.1.3. Extracción de ADN de cultivos bacterianos 

 

Una porción de una colonia bacteriana se inoculó en 250 ml de medio LB Broth 

con el antibiótico de resistencia, agitándolo toda la noche a 200 r.p.m. a 37 ºC. 

Tras la centrifugación al día siguiente a 4000 r.p.m. durante 15 minutos a 4ºC, 

el ADN plasmídico se extrajo con un kit (NucleoBond® Xtra Maxi, Macherey-

Nagel) para evitar la contaminación con endotoxinas bacterianas.  

 

Siguiendo las indicaciones del fabricante, el precipitado se resuspendió en 12 

ml de tampón de resuspensión (Buffer RES) tras lo cual se lisaron añadiendo 

12 ml de tampón de lisado (Buffer LYS). El tubo se invirtió 5 veces y se dejó 5 

minutos a temperatura ambiente. El proceso de lisado se detuvo añadiendo 12 
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ml de tampón de neutralización (Buffer NEU). La columna se equilibró 

añadiendo 25 ml de tampón de equilibrado (Buffer EQU), y una vez vacía, se 

cargó con el lisado. A continuación se añadieron 15 ml de tampón de 

equilibrado posteriormente se retiró el filtro de la columna. Se añadieron 25 ml 

de tampón de lavado (Buffer WASH) a la columna, y finalmente el ADN fue 

eluido añadiendo 15 ml de tampón de elución (Buffer ELU). En los casos en los 

que era necesario concentrar el ADN eluido, se añadió 10.5 ml de isopropanol 

y 1.5 ml de 3 M acetato de sodio. La mezcla se centrifugó durante 30 minutos a 

12000 r.p.m. a 4ºC y el precipitado se resuspendió en 5 ml  de 70% etanol. 

Tras otros 5 minutos de centrifugación se dejó secar el precipitado y una vez 

seco se disolvió en agua estéril, y se cuantificó en un NanoDrop (Thermo 

Fisher Scientific). 

 

2.2. Expresión de proteínas recombinantes en bacterias. 

 

2.2.1. Expresión de dominios de unión a GTPasas de las moléculas 

efectoras. 

 

Para determinar el estado de activación de las GTPasas de la superfamilia 

Ras, se utilizaron proteínas de fusión recombinantes portadoras de los 

dominios de unión a GTPasas de las moléculas efectoras (ver Tabla 4). Para la 

producción de las proteínas de fusión, se creció una alícuota de cultivo 

bacteriano en medio 2XYT con el antibiótico de resistencia durante toda la 

noche en un incubador con agitación a 200 r.p.m. y a 37ºC. Al final de la 

incubación el cultivo bacteriano se diluyó diez veces en medio 2XYT con 

antibiótico y se dejó crecer en las mismas condiciones que las descritas 

durante 1 h. Al cabo de este tiempo se añadió al cultivo 1 mM de Isopropyl β-D-

1-tiogalactopiranosido (IPTG, Sigma-Aldrich) durante 4 horas. A continuación, 

las bacterias se centrifugaron durante 15 minutos a 4000 r.p.m a 4ºC y se 

lisaron en tampón de lisis (ver apartado 2.9). Se utilizaron 6 ml de tampón de 

lisis por 500 ml de cultivo manteniéndose el lisado a 4ºC en todo momento. El 

lisado se sometió a cuatro turnos de sonicación (Misonix Inc. Microson™ 

Ultrasonic Cell Disruptor XL Model DU-2000) a 5000 μm de amplitud de onda 

durante 10 segundos cada uno combinados con 10 segundos de reposo. 
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Finalmente, la muestra sonicada se centrifugó durante 10 minutos a 13000 

r.p.m a 4ºC y la fracción soluble que contenía la proteína de fusión se alicuotó y 

guardó a -80ºC durante un tiempo máximo de dos semanas.  

 
Tabla 4. Construcciones de dominios de unión a GTPasas de moléculas 
efectoras. 
 

Construcción Proteína 
recombinante 

Función del dominio Vector 

GST-RBD Raf Ras RBD de unión a Ras pGEX-4T3 

GST-RalGDS RBD Rap1 RBD de unión a Rap1 pGEX-4T3 

GST-CRIB (Pak) Rac1 CRIB de unión a Rac1 pGEX-4T3 

GST-RBD Rhotekin RhoA RBD de unión a RhoA pGEX-4T3 

GST-CRIB WASP Wasp CRIB de unión a Cdc42 pGEX-4T3 

 
 

Para verificar la expresión de la proteína de fusión se sometió una pequeña 

muestra a una electroforesis en SDS-PAGE (ver apartado 2.6). El gel se tiñó 

con Azul Coomassie y se destiñó el gel en presencia de una mezcla de ácido 

acético glacial/metanol (ver apartado 2.9) (Figura 15). 

 

 
 

Figura 15. Inducción de la expresión de proteínas de fusión recombinantes en 
bacterias. Lisados totales migrados en geles de poliacrilamida al 12% (lisados 1, 2, 3) 
o al 10% (lisados 4, 5). Los círculos indican las proteínas de fusión recombinantes 
GST-RalGDS RBD (1), GST-RBD Raf (2), GST-CRIB WASP (3), GST-CRIB Pak (4) y 
GST-RBD Rhotekin(5). 
 

1 2 3 4      5
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2.3. Cultivos celulares y transfecciones transitorias 
 
2.3.1. Cultivos celulares 

 

Se utilizaron las líneas celulares SN4741, una línea neuronal proveniente de la 

substantia nigra de ratón (Son et al., 1999), y HEK 293T, células embrionarias 

de riñón humano (Human Embryonic Kidney). Ambas líneas celulares se 

cultivaron en DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich), 

suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS, Sigma-Aldrich), 2 mM de L-

glutamina (Sigma-Aldrich), 100 unidades/ml de penicilina y 100 ng/ml de 

estreptomicina (Penicillin-Streptomycin, Sigma-Aldrich), a 37ºC, en una 

atmósfera al 5% de CO2 y una humedad relativa del 95%. 

 

2.3.1.1. Siembra 

 

Las dos líneas celulares utilizadas crecieron en monocapa. Para su expansión, 

se lavaron con 1X PBS (Phosphate Buffer Saline, Sigma-Aldrich) equilibrado a 

37ºC y se trataron con Tripsina-EDTA (Trypsin/EDTA, Sigma-Aldrich). Se dejó 

que ésta actuara durante unos minutos a 37ºC, y una vez despegadas y 

desagregadas las células, la tripsina se neutralizó añadiendo dos volúmenes de 

medio completo. Con objeto de contar las células viables, se diluyó un pequeño 

volumen de la suspensión celular en Azul Tripán (Trypan Blue, Sigma-Aldrich) 

previamente diluido en 1X PBS a razón 1:5. Las células viables se 

contabilizaron  en una cámara de Neubauer utilizando un microscopio de luz 

visible (objetivo 10X). Las células se sembraron dependiendo de las 

condiciones experimentales. Los diferentes tipos de experimentos y sus 

condiciones de siembra se reflejan en la Tabla 5. 
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Tabla 5. Condiciones de siembra para cada tipo de experimento. 
 

Experimento Duración 
Línea 
celular 

Tipo de placa 
Nº de células  

(por pocillo/placa) 

Mantenimiento 3-4 días SN4741 100 mm 1x106 

Extracción de 
proteínas  

1 día SN4741 6 pocillos 0.75x106 

Pull Down 1 día SN4741 100 mm 3x106 

MTT 2 días SN4741 96 pocillos 0.03x106 

Mantenimiento 3-4 días HEK293T 100 mm 2x106 

Extracción de 
proteínas  

3 días HEK293T 6 pocillos 0.5x106 

Pull Down 3 días HEK293T 6 pocillos 0.5x106 

 
 

2.3.2. Transfecciones 

 

2.3.2.1. Transfección celular con el reactivo de transfección Xfect  

 

Las células HEK 293T se transfectaron utilizando el reactivo de transfección 

Xfect (Clontech Laboratories). A continuación, se describe brevemente el 

procedimiento seguido referido a un pocillo de una placa de 6 pocillos.  

 

Se diluyeron 5-10 µg de ADN en el tampón de reacción Xfect llevándolo a un 

volumen final de 100 µl. Tras una agitación en vortex de 5 segundos, se 

añadieron 0,3 µl de polímero Xfect por cada 1 µg de ADN y se volvió a agitar 

en vortex durante 10 segundos. La mezcla de transfección se dejó reposar a 

temperatura ambiente durante 10 minutos, con el fin de favorecer la formación 

de las nanopartículas. Finalmente, los 100 µl de reacción se añadieron al 

cultivo celular gota a gota. Tras una incubación de entre 4 horas y toda la 

noche en las condiciones de cultivo (37ºC, 5% CO2, 95% HR), se cambió el 

medio. 48 post-transfección, las células se trataron y se procedió a realizar el 

experimento correspondiente. 
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2.3.2.2. Transfección celular por electroporación  

 

La electroporación fue el método elegido para la transfección de las células 

SN4741, ya que previamente en el grupo se comprobó que éste era el método 

más eficaz de transfección si se comparaba con los agentes de transfección 

Lipofectamina y FuGene 6 o el método de fosfato cálcico.  

 

Las células se tripsinizaron y contaron tal y como se ha descrito previamente. 

Tras una centrifugación se resuspendieron a razón de 8x106 de células por 

cada 200 µl de medio completo enfriado previamente en hielo. Para cada punto 

experimental se añadieron 15 ng de esiRNA (MISSION® esiRNA, Sigma-

Aldrich) a una cubeta de electroporación también enfriada previamente, a la 

cual se añadieron seguidamente los 200 µl de la suspensión celular. Se 

sometió a las células a un único pulso eléctrico de 260V y 950 µF 

(electroporador BIO-RAD) y las cubetas se volvieron a colocar en hielo. 

Posteriormente, las células transfectadas se llevaron a 10 ml de medio de 

crecimiento completo equilibrado a 37ºC en una placa de 100 mm de diámetro. 

Tras 24 horas de incubación en condiciones de crecimiento (37ºC, 5% CO2, 

95% HR), se cambió el medio y se trataron las células para continuar con el 

experimento. 

 

2.3.3. Tratamientos 

 

Las células se trataron siguiendo las condiciones mostradas en la Tabla 6. En 

los casos en los que se utilizó algún inhibidor, las células no se estimularon 

hasta acabar el tiempo de tratamiento correspondiente al inhibidor. Al término 

de los tratamientos se retiró el medio y las células se lavaron con 1X PBS antes 

de ser lisadas. 

 

 

 

 

 

 



Materiales y Métodos 

65 

 
Tabla 6. Drogas y condiciones experimentales utilizadas para el tratamiento de 
las células. 
 

Droga Función 
Tiempo de 
tratamiento 

Concentración 
final 

ATP Agonista de receptores P2X  5 min 500 µM 

BzATP 
Agonista específico del 
receptor P2X7 

10 min 100 µM 

A-740003 
Antagonista específico del 
receptor P2X7 

30 min 100 nM 

EGTA 
Quelante del Ca+2 

extracelular 
30 min 2 mM 

LY-294,002 
hydrochloride 

Inhibidor de PI3K  1 h 20 µM 

GF109203X 
hydrochloride 

Inhibidor de PKC  1 h 1 µM 

Na3O4V 
Inhibidor de tirosina 
fosfatasas 

20 min 1 mM 

 
 

2.4. Extracción total de proteínas 

 

En aquellos casos en los que interesaba analizar el extracto total de proteínas, 

las células se trataron y lavaron como se ha explicado anteriormente, tras lo 

cual se lisaron en tampón RIPA (ver apartado 2.9). Se utilizaron 250 µl de 

tampón para lisar un pocillo de una placa de 6 pocillos. 

 

2.5. Ensayo de precipitación por afinidad (Pull Down) 

 

Las células se trataron según lo descrito, y tras un lavado con 1X PBS, se 

recogieron en 250 µl de tampón de lisis en el caso de aquellas células 

sembradas en placas de 6 pocillos y 500 µl de tampón de lisis para las 

sembradas en placas de 100 mm. Los lisados se dejaron incubar en hielo 

durante 20 minutos tras los cuales se centrifugaron a 13000 r.p.m. a 4ºC 

durante 10 minutos, recuperando el sobrenadante. 80 µl de dicho sobrenadante 
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se guardaron como muestra del lisado total, y el resto se incubó con la resina 

de glutationa-sefarosa previamente unida a los dominios de las proteínas 

efectoras fusionadas con GST. 

 

Para la preparación de la resina unida a los dominios de las proteínas efectoras 

fusionadas con GST, se procedió de la siguiente manera. La resina de 

glutationa-sefarosa (GE Healthcare) se equilibró con tampón de lisado 

centrifugando tres veces a 4000 r.p.m a 4ºC durante 1 minuto. Estos lavados 

son importantes para eliminar el etanol de la suspensión en la que la resina 

viene embebida, ya que éste puede interferir en pasos posteriores. Por cada 

punto de análisis se utilizaron 50 µl de la suspensión. Una vez equilibrada la 

resina, se incubó durante 1 hora a 4ºC en agitación orbital con la proteína 

recombinante que contenía el domino de unión de la proteína efectora 

fusionada con GST. Por cada punto de análisis se utilizaron 25 µg de proteína 

de fusión  recombinante. La proteína de fusión recombinante unida a la resina 

se lavó tres veces como se ha descrito anteriormente y se incubó con los 

lisados celulares durante 45 minutos a 4ºC en agitación orbital. Finalmente, tras 

lavar la resina tres veces más, los complejos proteicos unidos a la resina se 

eluyeron con tampón de carga 2X. 

 
En la Figura 16 se presenta un diagrama general de esta técnica. 
 

 
Figura 16. Diagrama general del ensayo de precipitación por afinidad de las 
GTPasas. 
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2.6. Separación de proteínas desnaturalizadas con SDS por electroforesis 

en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

Las muestras se migraron en geles de poliacrilamida con el fin de separar las 

proteínas según su peso molecular. Estos geles contienen dos fases, una fase 

superior denominada fase de concentración o stacking, donde se concentrará 

la muestra de proteínas, y una inferior  conocida como fase de separación o 

separating, en la cual las proteínas se separarán en función de su tamaño. El 

porcentaje de poliacrilamida de la fase de concentración es siempre constante 

(5%), mientras que el porcentaje de la fase de separación varía dependiendo 

del tamaño de la proteína que se quiera separar: cuanta más pequeña sea la 

proteína mayor concentración de poliacrilamida necesitará el gel. Para la 

preparación del gel ver apartado 2.9. 

  

Se añadió tampón de carga 2X a las muestras, tras lo cual fueron calentadas a 

95ºC antes de cargarlas en el gel de poliacrilamida. Junto con las muestras se 

cargó también un marcador de peso molecular (BenchMark Pre-Stained Protein 

Ladder, Life Technologies) para facilitar la identificación del tamaño de las 

proteínas visualizadas tras la inmunodetección. La muestras se migraron en un 

sistema de electroforesis (MiniPROTEAN Tetra Cell Vertical Electrophoresis 

system, Bio-Rad) en tampón de electroforesis 1X (ver apartado 2.9) a un voltaje 

constante de 120 V hasta que el frente alcanzara el final del gel.  

 

2.6.1. Análisis mediante Western blot  

 

Tras la electroforesis, las proteínas se transfirieron desde el gel de 

poliacrilamida a una membrana de PVDF (polyvinylidene difluoride, Amersham 

Hybond-P, GE Healthcare). La membrana de PVDF ha de ser previamente 

activada sumergiéndola en metanol al 100% durante 10 sec. La transferencia 

se realizó en un sistema de transferencia (Mini Trans Blot Cell transfer system, 

BioRad) en tampón de transferencia 1X a un voltaje constante de 100 V 

durante 1 hora. La transferencia de las proteínas se verificó tiñendo la 

membrana con Ponceau S (Sigma-Aldrich), tras lo cual se lavó con tampón 

TBST (Tris Buffered Saline-Tween). 
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Posteriormente se bloqueó la membrana durante 1 hora a temperatura 

ambiente en 5% de leche en polvo libre de grasa (Nestlé Sveltesse) diluida en 

TBST. El objetivo de este bloqueo es saturar los sitios no ocupados de la 

membrana y prevenir la posterior fijación no específica de los anticuerpos. 

 

2.6.2. Inmunodetección  

 

Con el fin de visualizar las proteínas de interés, las membranas se incubaron 

con los anticuerpos primarios indicados diluidos en 1% de la solución de 

bloqueo (leche en polvo libre de grasa) en agitación, a temperatura ambiente 

durante 1 hora, o a 4ºC durante toda la noche. Tras esta incubación se lavaron 

las membranas con TBST realizando tres lavados de 5 minutos. A continuación 

se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el correspondiente 

anticuerpo secundario peroxidasa-conjugado diluido en TBST. Tanto los  

anticuerpos primarios como los secundarios se muestran en la Tabla 2. Para 

finalizar, se repitieron los lavados y la bandas inmunoreactivas se visualizaron 

por quimioluminiscencia en el ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad) utilizando 

el kit de ECL Clarity Western ECL Substrate kit (BioRad). Las cuantificaciones 

se realizaron por densitometría utilizando el software Quantity One software.  

 

2.6.3. “Stripping” o decapado 

 

Con objeto de reutilizar una membrana para detectar otra proteína de interés 

con otro anticuerpo primario, la membrana se lavó con TBST para eliminar los 

restos de ECL y se incubó en tampón de decapado (Restore Western Blot 

Stripping Buffer, Thermo Scientific) durante 15 minutos en agitación. 

Posteriormente la membrana se volvió a lavar con TBST, y se reinició el 

proceso de bloqueo e inmunobloteo siguiendo el procedimiento descrito 

anteriormente. 

 

2.7. Análisis de viabilidad celular: ensayo MTT 

 

La viabilidad celular fue cuantitativamente evaluada mediante el en sayo MTT. 

El MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) es una sal 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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de tetrazolio hidrosoluble de color amarillo que se reduce a formazán al ser 

metabolizado por las enzimas succinato-deshidrogenasas mitocondriales de las 

células viables, dando una coloración azul intensa insoluble en medio acuoso. 

El formazán se puede solubilizar mediante isopropanol y DMSO, y así ser 

medido por espectrofotometría, para extrapolar la viabilidad celular de las 

muestras. 

 

Las células se sembraron por triplicado a razón de 30000 células por pocillo en 

una placa de 96 pocillos. Al día siguiente se procedió al tratamiento de las 

células el cual se paró retirando el medio y lavando las células con PBS 1X. 

Con objeto de evitar la proliferación de las células durante el ensayo, se les 

añadió medio al 1% de FBS. Para este ensayo se utilizó el kit Cell Proliferation 

Kit I (MTT) de Roche. Siguiendo las indicaciones del fabricante, se añadieron 

10 µl de reactivo MTT (MTT labeling reagent) sobre el medio recién renovado 

de cada pocillo. La placa se incubó a 37ºC en 5% CO2 durante 4h y la reacción 

se paró añadiendo a cada pocillo 100 µl de solución de solubilización del kit. Se 

dejó actuar durante toda la noche incubándolo en las condiciones de 

crecimiento (37ºC, 5% CO2) y al día siguiente se midió la absorbancia a una 

longitud de onda de 570 nm en un lector de microplacas (Synergy™HT 

Multidetection Microplate Reader, BIOTEK). Los valores obtenidos se 

transformaron en porcentajes dando el valor 100% de viabilidad a la 

absorbancia neta de las células control. El resto de valores correspondientes a 

los distintos tratamientos se presentan como porcentajes sobre el control. 

 

2.8. Análisis estadístico 

 

Los resultados se presentan como la media ±SEM (error estándar de la media). 

La significancia de la diferencia entre dos grupos se determinó mediante un 

Test de Student de dos colas para muestras no pareadas. La probabilidad 

asociada a la prueba t se representa mediante asterisco según las siguientes 

equivalencias: Una *p<0.1, **p<0.05 y ***p<0.01. 



Materiales y Métodos 

70 

2.9. Soluciones 

 

TFB1 

30 mM K Ac  

50 mM MgCl2 

100 mM KCl 

10mM CaCl2 

15% Glycerol 

 

 

TFB2 

10 mM sal sódica MOPS pH 7.0 

75 mM CaCl2 

10 mM KCl 

15% Glycerol 

 

 

Tampón de lisis para proteínas 

recombinantes 

50 mM Tris-HCl pH 8 

50 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

1 mM DTT 

1 mM PMSF 

 

Tampón de lisis para Pull Down  

10 mM Tris-HCl pH 7.6 

150 mM NaCl 

1% IGEPAL 

10 mM MgCl2 

1mM PMSF 

 

Tampón de lisado RIPA 

50 mM Tris-HCl pH 7.4 

150 mM NaCl 

1% IGEPAL 

0.25% Na-deoxycholate 

1 mM EDTA 

1 mM PMSF 

1 mM Na3VO4 

1 mM NaF 

1 µg/ml Aprotinin 

1 µg/ml Leupeptin 

 

 

 

 

Tampón de carga 6X 

350 mM Tris-HCl pH 6.8 

34.4% Glycerol (v/v) 

10% β-mercaptoethanol (v/v) 

0.06% Bromophenol blue (w/v) 
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Gel de concentración (Stacking)  

125 mM Tris-HCl pH 6.8 

0.1% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

0.1% Ammonium persulfate (APS) 

0.2% N,N,N',N'-Tetramethyl-ethanediamine (Temed) 

6% Acrylamide/bisAcrylamide  

 

Gel de separación (Separating)  

375 mM Tris-HCl pH 8.8 

0.1% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

0.1% Ammonium persulfate (APS) 

0.1% N,N,N',N'-Tetramethyl-ethanediamine (Temed) 

Acrylamide/bisAcrylamide (% variable) 

 

Tampón de migración 

0.25 mM Tris base 

1.92 mM Glycine 

1% SDS 

 

Tampón de transferencia 

120 mM Tris base 

40 mM Glycine 

20% Methanol 

Tampón de lavado TBST 

20 mM Tris-HCl pH 7.6 

137 mM NaCl 

0.5% Tween 20 

 

Azul Coomassie 

0.1% Brilliant Blue G 

45% Methanol 

45% H2O,  

10% Glacial Acetic Acid 

 

 

 

Solución de desteñido 

10% Methanol,  

10% Glacial Acetic Acid 

80% H2O 
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VI. RESULTADOS 

 

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por el deterioro gradual y 

progresivo de las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra (SN) del 

cerebro. Sin embargo, el estudio de los mecanismos moleculares de esta 

enfermedad tanto en cultivos primarios mesencefálicos como en modelos 

animales, conlleva grandes dificultades técnicas, ya que, la SN se compone de 

una población celular muy heterogénea con un porcentaje muy reducido de 

neuronas dopaminérgicas. Para tratar de superar esta dificultad, Son y 

colaboradores establecieron como modelo in vitro una línea celular de 

neuronas dopaminérgicas procedentes de la SN de ratones embrionarios (Son 

et al., 1999). Dicha línea celular, la denominaron SN4741, y es la que se ha 

utilizado en el presente trabajo como modelo de estudio.  

 

De hecho, Jun y colaboradores utilizando esta línea celular, demostraron que 

estas células respondían ante un estímulo purinérgico y además observaron 

que la muerte de las neuronas dopaminérgicas se veía acelerada por la 

activación del receptor purinérgico P2X7 (Jun et al., 2007).  

 

Nuestro objetivo en este trabajo ha consistido en desvelar los procesos 

moleculares de la señalización mediada por la activación de receptores 

purinérgicos en neuronas dopaminérgicas. Concretamente, focalizamos 

nuestro esfuerzo en el estudio de la señalización intracelular mediada por los 

receptores purinérgicos ionotrópicos en: 1) presencia de calcio extracelular y 2) 

ausencia de calcio extracelular. 
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1. SEÑALIZACIÓN MEDIADA POR RECEPTORES PURINÉRGICOS EN 

PRESENCIA DE CALCIO EXTRACELULAR 

 

Algunos modelos moleculares como el derivado de heroína 1-methyl-4-phenyl-

1,2,3,6-tetrahydroxypyrydine (MPTP), su ión aún más tóxico MPP+, o el 

análogo hidroxilado de la dopamina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) han servido 

para investigar en el complejo mecanismo molecular que cursa en la 

enfermedad de Parkinson. Así, se ha descrito que estos modelos son capaces 

de inducir daño celular en las neuronas dopaminérgicas (Przedborski and 

Jackson-Lewis, 1998; Zigmond and Keefe, 1998). Sin embargo, y a pesar de 

las diferencias mecanísticas que conducen a la muerte neuronal, ambas 

toxinas estimulan las cinasas activadas por mitógenos (Mitogen Activated 

Protein Kinases, MAPKs) (Kulich and Chu, 2001; Kuan and Burke, 2005; Zhu et 

al., 2007), así como, las cinasas reguladas por señales extracelulares 

(Extracellular Signal-Regulated Kinases, ERK1/2), las cuales parecen tener un 

papel importante en la regulación de las respuestas neuronales tanto 

fisiológicas como patológicas (Chu et al., 2004). En el citoplasma y las 

mitocondrias de las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo de pacientes 

con la EP se han encontrado incrementos significativos de la forma fosforilada 

de ERK (p-ERK) (Zhu et al., 2002; Zhu et al., 2003).  

 

Basados en estas investigaciones que relacionan directamente las células 

dopaminérgicas con la activación de ERK, nosotros planteamos que dicha 

fosforilación podría estar ocurriendo también en nuestro modelo celular en 

respuesta a una activación de los receptores purinérgicos. Con objeto de definir 

las condiciones de estimulación, se consideraron como punto de partida los 

tratamientos utilizados por Jun et al. (Jun et al., 2007), que demostraban que 3 

mM de ATP durante 20 minutos producía una respuesta celular. Además 

decidimos incluir tiempos más cortos de tratamiento para comprobar si la 

señalización purinérgica también promovía una respuesta temprana en estas 

células. Así, se sembraron las células SN4741 en placas de 6 pocillos a razón 

de 75000 células por pocillo. Al día siguiente, se trataron con 3 mM de ATP 

durante 5, 10, 15 ó 20 minutos, dejando como control una muestra sin tratar tal 

y como se muestra en la Figura 17 A. Las células se lisaron en tampón RIPA, 
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se clarificaron los lisados por centrifugación y las proteínas de los lisados se 

separaron en geles de SDS-PAGE. Tras la migración y transferencia a una 

membrana de PVDF se procedió  a realizar el Western blot. La membrana se 

incubó con el anticuerpo anti-phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) y tras el 

correspondiente stripping, se reincubó dicha membrana con el anticuerpo anti-

p44/42 MAPK (ERK1/2). Tras la incubación con los anticuerpos secundarios 

correspondientes, la membrana se reveló con ECL. La estimulación purinérgica 

con 3 mM de ATP promueve la fosforilación de ERK1/2 con un pico máximo a 

los 5 minutos y va decayendo a partir de los 10 minutos siendo imperceptible a 

los 20 minutos (Figura 17 A). 

 

 
 

Figura 17. Efecto del ATP en la fosforilación de ERK1/2 (p44/42) en células 
SN4741. Las células SN4741 se estimularon con 3mM de ATP durante los tiempos 
indicados (A); concentraciones crecientes de ATP indicadas durante 5 minutos (B); o 
0,5 mM de ATP durante los tiempos indicados (C). Los resultados son representativos 
de tres experimentos independientes.  
 
 

A continuación examinamos qué rango de concentraciones de ATP promovían 

la fosforilación de ERK en las células SN4741. Para ello, las monocapas se 

trataron con concentraciones crecientes de ATP: 0; 0,5; 1; 2 ó 3 mM durante 5 

minutos. Las muestras fueron procesadas de la misma manera que lo descrito 

en el párrafo precedente. Los resultados que obtuvimos mostraban que 0,5 mM 

de ATP aún siendo una concentración submaximal, era capaz de inducir una 
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respuesta maximal en cuanto a fosforilación de ERK, similar a la obtenida a 3 

mM de ATP (Figura 17 B). 

 

Finalmente, nos preguntamos cuan temprana podría ser la respuesta mediada 

por esta concentración submaximal de ATP. Para dar respuesta a esa cuestión, 

las células se trataron con 0,5 mM de ATP a 0, 0,5, 1 y 5 minutos y se 

procesaron como lo descrito anteriormente. Como se muestra en la Figura 17 

C, la fosforilación de ERK no se visualizaba a tiempos de estimulación menores 

a 5 minutos. 

 

Dado que la mayoría de resultados publicados hasta la fecha utilizan 

concentraciones altas de ATP y/o tratamientos más largos que 5 minutos para 

inducir la estimulación de la señalización purinérgica, los resultados 

presentados en la Figura 17 nos permitieron estandarizar el tratamiento (0,5 

mM de ATP durante 5 minutos) para los experimentos que se llevaron a cabo 

posteriormente.  

 

Nuestro siguiente objetivo consistió en averiguar qué miembros de la familia de 

los receptores purinérgicos eran los responsables de esta señalización. Para 

ello, y en base a que Jun y colaboradores habían mostrado que la respuesta 

celular de las neuronas dopaminérgicas ante el estímulo con ATP pasaba a 

través del receptor P2X7 (Jun et al., 2007), nosotros utilizamos agonistas y 

antagonistas de este tipo de receptor.  

 

El BzATP (2,3-O-(4-benzoylbenzoyl)-ATP) es un compuesto ampliamente 

utilizado para el estudio del receptor P2X7 ya que es el agonista más eficaz 

para este receptor, siendo de 10 a 30 veces más potente que el ATP (North, 

2002). El efecto de este compuesto en receptores purinérgicos de ratón no está 

muy estudiado, sin embargo, estudios realizados en otras especies demuestran 

que el BzATP no es un agonista exclusivo para el receptor P2X7. 

Contrariamente  a lo establecido por Wiley et al. (Wiley et al., 1996), quienes 

definían el BzATP como agonista específico para el receptor P2X7, Bianchi y 

colaboradores (Bianchi et al., 1999) descubrieron que este compuesto era un 

agonista muy potente para los receptores hP2X1 (pEC50=8,74±0,1), hP2X3 y 
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rP2X3 (pEC50=7,10±0,19 y pEC50=7,50±0,35 respectivamente) y, aunque en 

menor medida, también activaba los receptores hP2X4 (pEC50=6,31±0,05) y 

rP2X2 (pEC50=5,26±0,06), además del hP2X7 (pEC50=5,33±0,02). 

 

En cualquier caso, las células SN4741 se sembraron en placas de 6 pocillos y 

al día siguiente se estimularon con 0,5 mM de ATP como control o con 100 µM 

de BzATP durante 10 minutos. Las muestras se procesaron y el análisis por 

Western blot reveló que la fosforilación de ERK era similar en ambos casos 

(Figura 18 A panel superior calle 2 y 3 y barras 2 y 3 del histograma). Este 

resultado sugería que el ATP solamente activaba aquellos receptores capaces 

de unir también BzATP, reduciendo así los candidatos a mediar en la 

fosforilación de ERK a los receptores P2X1, P2X3, P2X4, P2X7 y P2X2. 

 

 
 
Figura 18. Fosforilación de Erk1/2 (p44/42) mediada por receptores purinérgicos 
independientes al P2X7 en células SN4741. (A) Las células SN4741 se trataron con 
0,5 mM de ATP durante 5 minutos, 100 µM de BzATP durante 10 minutos o se 
mantuvieron sin tratar. (B) Las células SN4741 se pretrataron con o sin 100 nM de 
A740003 durante 1 hora y posteriormente se estimularon o no con 0,5 mM de ATP 
durante 5 minutos. Los histogramas muestran las cuantificaciones de fosfo-ERK 
relativas al ERK total, basadas en la densitometría de los resultados obtenidos por 
Western blot. Los resultados son representativos de seis y tres experimentos 
independientes ±SEM respectivamente (**p<0.05; ***p<0.01). 
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Con objeto de verificar la hipótesis de que la ruta de señalización que 

controlaba la fosforilación de ERK se iniciaba a nivel del receptor P2X7, 

nosotros utilizamos el antagonista A-740003, un compuesto altamente selectivo 

para el receptor P2X7 en comparación a otros receptores P2 (Donnelly-Roberts 

and Jarvis, 2007). Para este experimento, las células se sembraron como 

hemos descrito previamente, y 24 horas después,  se trataron o no con 100 µM 

de A-740003 durante 1 hora. Tras ese tiempo unas células se estimularon con 

0,5 mM de ATP mientras se dejaron otras sin estimular. Tras procesar las 

muestras por SDS-PAGE seguidas de Western blot observamos que el 

antagonista no sólo no bloqueaba la activación de ERK, sino que además la 

potenciaba (Figura 18 B panel superior calle 4 y barra 4 del histograma). Esto 

parecía significar que la fosforilación de ERK estimulada por ATP no estaba 

mediada por el receptor P2X7.  

 

Debido a que la vía clásica de activación de ERK está mediada por la GTPasa 

Ras a través de la ruta RasRafMEKERK, nos planteamos averiguar 

cómo se encontraba el estado de activación de Ras, en las mismas 

condiciones estudiadas para ERK. 

 

Así, tratamos las células con el agonista BzATP y el antagonista A-740003 del 

receptor P2X7, al igual que se describe en los resultados representados en la 

Figuras 18. En este caso, sometimos los extractos celulares a un ensayo de 

precipitación por afinidad o pull-down, para lo cual incrementamos el número 

de células sembradas (3x106 de células por condición experimental). La Figura 

19 (A, panel superior calle 2, barra 2 del histograma y B, panel superior calle 2, 

barra 2 del histograma) muestra que el ATP estimulaba la activación de la 

GTPasa Ras, al igual que lo hacía con ERK (Figura 18). El BzATP, se 

comportaba nuevamente como el ATP en la inducción de la activación de Ras, 

reafirmando la idea de que el ATP mediaba únicamente la activación de los 

receptores activados por BzATP en este sistema (Figura 19 A, panel superior 

calles 2 y 3, barras 2 y 3 del histograma). Sin embargo, los resultados 

obtenidos tras el tratamiento con el antagonista específico del P2X7 diferían 

significativamente de lo esperado. El estado de activación de Ras no seguía el 
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mismo patrón que el que se observaba tras la fosforilación de ERK. En el caso 

de Ras, la activación disminuía tras el tratamiento con el A-740003 (Figura 19 

B, panel superior calle 4, barra 4 del histograma). Esto sugiere que, al contrario 

que ERK, la activación de Ras estaría mediada por el receptor P2X7. Sin 

embargo, el bloqueo de Ras inducido por el antagonista no es total, por lo que 

no se puede descartar la estimulación mediada por otros receptores 

purinérgicos. 

 

 
 
Figura 19. Activación de Ras mediada por el receptor P2X7 en células SN4741. (A) 
Las células SN4741 se trataron con 0,5 mM de ATP durante 5 minutos, 100 µM de 
BzATP durante 10 minutos o se mantuvieron sin tratar. (B) Las células SN4741 se 
trataron con o sin 100 nM de A740003 durante 1 hora previa a los 5 minutos de 
estimulación  o no con 0,5 mM de ATP. Los extractos celulares fueron sometidos a un 
ensayo de pull-down y posterior visualización de la activación de Ras mediante 
Western blot. El Ras total sirvió como control de carga. Los histogramas muestran las 
cuantificaciones de Ras activado relativas al Ras total, basadas en la densitometría de 
los resultados obtenidos por Western blot. Los resultados son representativos de tres y 
dos experimentos independientes ±SEM respectivamente (*p<0.1; ***p<0.01). 
 
 

Los resultados del análisis de la activación de Ras nos podían dar también una 

idea de lo que podría estar sucediendo con ERK, y por qué aumentaba su 

activación mediada por ATP al utilizar el antagonista del P2X7 (Figura 18 B, 

panel superior calle 4, barra 4 del histograma). Como hemos observado en 
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nuestros resultados, el ATP es capaz de unirse al P2X7 en este sistema, ya 

que, a pesar de no señalizar hacia ERK, esta unión es necesaria para activar a 

Ras. Por ello, postulamos que al utilizar el antagonista A-740003, estábamos 

evitando la unión de ATP al receptor P2X7 y por tanto, favoreciendo la unión de 

más moléculas de ATP a aquellos receptores que señalizan hacia ERK, 

promoviendo así una mayor activación de la cinasa. 

 

Ras es probablemente la GTPasa de la superfamilia de pequeñas GTPasas 

más ampliamente estudiada, y dentro de este área de conocimiento, 

encontramos varios análisis de la relación de Ras con otras GTPasas de la 

misma superfamilia. Así, se conoce por ejemplo la necesidad de Ras en la 

activación de Rap1 mediada por Epac2 (Liu et al., 2008) o la cooperación de 

las subfamilias Ras y Rho a través de diferentes vías de señalización (Bar-Sagi 

and Hall, 2000; Caloca et al., 2003; Zugaza et al., 2004). En base a esto y 

teniendo en cuenta que habíamos observado una activación de Ras ante el 

estímulo purinérgico, planteamos analizar el estado de activación de la GTPasa 

de la misma familia, Rap1, y las GTPasas de la familia Rho: RhoA, Rac1 y 

Cdc42.  

 

Para ello, se sembraron 3x106 de células por punto de análisis las cuales 

fueron tratadas o no con ATP durante 5 minutos. Tras someter los extractos a 

un ensayo de pull-down, los resultados se visualizaron por Western blot. Como 

se muestra en la Figura 20, ninguna de las cuatro GTPasas analizadas Rap1 

(A), Rac1 (B), RhoA (C) y Cdc42 (D) se activaban a este tiempo tras la 

estimulación con ATP. 
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Figura 20. Estado de activación de las GTPasas de la superfamilia Ras mediado 
por ATP en células SN4741. Las células SN4741 se trataron o no con 0,5 mM de 
ATP durante 5 minutos. Los extractos celulares fueron sometidos a un ensayo de pull-
down y posterior visualización de la activación de Rap1 (A), Rac1 (B), RhoA (C) y 
Cdc42 (D) mediante Western blot. El Rap1, Rac1, RhoA y Cdc42 total sirvió como 
control de carga respectivamente. Los resultados son representativos de cuatro 
experimentos independientes. 
 
 

Los resultados parecían indicar que sólo Ras se veía afectada por la acción del 

ATP (Figuras 18 A y 19 A), por lo que procedimos a caracterizar el GEF 

responsable de la activación de Ras observada. RasGRF1 es uno de los GEFs 

para Ras, que se encuentra altamente expresado en el sistema nervioso 

central (Sturani et al., 1997). Nuestro interés en este GEF radica en su 

capacidad de transformar un incremento del calcio intracelular en una 

activación de Ras. Dicho efecto está mediado por la calmodulina, proteína que 

tras captar el calcio, se une a la región IQ de RasGRF1, activando su función 

de GEF para Ras (Farnsworth et al., 1995; Tian and Feig, 2006). De esta 

manera, RasGRF1 podría ser un candidato potencial a intermediar entre los 

receptores ionotrópicos P2X, los cuales favorecen el flujo de calcio al interior 

celular, y la GTPasa Ras.  

 

Es por esto que nos propusimos examinar si RasGRF1 mediaba la activación 

de Ras. Para ello, sobreexpresamos no solo la forma salvaje de RasGRF1, 

sino también su forma mutada RasGRF1 mut IQ (Farnsworth et al., 1995) en 

las células HEK 293T. Estas células no expresan RasGRF1, por lo que 

consideramos que el efecto de la sobreexpresión de RasGRF1 sería 

específico, sin interferencias de las proteínas endógenas.  
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Estas células se sembraron en placas de 6 pocillos y se transfectaron con 

vector vacío; con el receptor P2X7, que tampoco lo expresan; o se 

cotransfectaron con el receptor P2X7 y la forma salvaje de RasGRF1; o el 

receptor y el mutante RasGRF1 mut IQ. 48 horas después de la transfección 

las células se estimularon o no con ATP y se realizó un ensayo de pull-down 

para determinar el estado de activación de Ras. Los extractos celulares 

también se sometieron al análisis de expresión de las proteínas transfectadas 

para comprobar su nivel de expresión.  

 

Tal y como se muestra en la Figura 21, se observó un aumento significativo de 

la activación de Ras en presencia de RasGRF1 wt (comparar panel superior 

calles 5 y 6 con 1 y 2, barras 5 y 6 con 1 y 2 del histograma). Esta activación se 

daba tanto en las muestras estimuladas (panel superior calle 5, barra 5 del 

histograma) como en las no estimuladas (panel superior calle 6, barra 6 del 

histograma), probablemente debido a que la propia sobreexpresión del GEF 

provoca la activación en ausencia de estímulo. Sin embargo, la expresión de la 

forma mutada de RasGRF1 no indujo la activación de Ras ni siquiera en las 

muestras estimuladas con ATP (panel superior calle 8, barra 8 del histograma), 

lo cual sugería que la unión de calmodulina a RasGRF1 era necesaria para la 

correcta transmisión de la señal. 

 

Con el objetivo de enlazar la activación de Ras con la estimulación de 

receptores ionotrópicos, quisimos comprobar la necesidad de la unión de 

calmodulina al calcio internalizado a través de los receptores. Para ello, se 

cotransfectaron el receptor P2X7 y la forma salvaje de RasGRF1 junto con un 

mutante de calmodulina (CaM mut) incapaz de unir calcio. Esta transfección 

mostró que aunque se inducía un aumento de la activación de Ras con 

respecto a las muestras control (Figura 21, comparar barras 11 y 12 con 1 y 2), 

dicha activación era significativamente menor que en las células transfectadas 

con P2X7 y RasGRF1 wt pero sin CaM mut (Figura 21, comparar panel superior 

calles 11 y 12 con 5 y 6, barras 11 y 12 con 5 y 6 del histograma), desvelando 

la importancia de la unión de calcio en el sistema. 
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Con todo ello, estos resultados proponen la vía calcio/calmodulina/RasGRF1 

como eje de la activación de Ras en este sistema celular. 

 

 
 
Figura 21. Implicación de la ruta Ca+2/CaM/RasGRF1 en la activación de Ras en 
células HEK 293T. Las células HEK 293T se transfectaron con los plásmidos vector 
vacío:pCELF-HA-P2X7:pEGFP-RasGRF1wt:pEGFP-RasGRF1mutIQ:pcDNA3YFP-
CaMmut en una proporción 1:1:1:1:1. 48 horas post-transfección, se trataron o no con 
0,5 mM de ATP durante 5 minutos. Los extractos celulares fueron sometidos a un 
ensayo de pull-down y posterior visualización de la activación de Ras mediante 
Western blot. El Ras total sirvió como control de carga. Los paneles inferiores 
muestran los controles de transfección de  P2X7, RasGRF1 y CaM. El histograma 
muestra las cuantificaciones de Ras activado relativas al Ras total, basadas en la 
densitometría de los resultados obtenidos por Western blot. Los resultados son 
representativos de tres experimentos independientes ±SEM (*p<0.1; **p<0.05). 
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Para continuar descifrando la ruta de señalización que conducía a la activación 

de Ras, procedimos a estudiar una de las grandes familias de serina/treonina 

cinasas implicadas en la señalización temprana, como son las PKCs. Hace una 

década, diversos estudios comenzaron a establecer una relación entre las 

PKCs y la enfermedad de Parkinson (Craig et al., 2001; Kaul et al., 2003; Yang 

et al., 2004) lo cual nos llevó a pensar que esta familia de serina/treonina 

cinasas podía estar jugando un papel en nuestra ruta de estudio. Para 

comprobarlo, utilizamos el inhibidor de amplio espectro de PKCs, GF109203X. 

Las células SN4741 se pretrataron con dicho compuesto durante 1 hora y 

posteriormente se estimularon con ATP, tras lo cual se prepararon los lisados 

para un ensayo de pull-down. La implicación de las PKCs en la activación de la 

GTPasa Ras fue determinada mediante Western blot. Este ensayo mostró la 

activación habitual de Ras tras la estimulación con ATP (Figura 22, panel 

superior calle 2, barra 2 del histograma), que sorprendentemente aumentaba 

de manera significativa en presencia de GF109203X (Figura 22 comparar, 

panel superior calles 4 con 2,  barras 4 con 2 del histograma). Dicho resultado 

ponía de manifiesto que las PKCs estaban controlando la activación de Ras 

mediada por los receptores purinérgicos. Cuando se inhibía la actividad de las 

PKCs se liberaba ese control y aumentaban los niveles de Ras activo. 
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Figura 22. Efecto de las PKCs en la activación de Ras inducida por ATP en 
células SN4741. Las células SN4741 se pretrataron o no con 1 µM de GF109203X 
durante 1 hora y posteriormente se estimularon o no con 0,5 mM de ATP durante 5 
minutos. Los extractos celulares fueron sometidos a un ensayo de pull-down y 
posterior visualización de la activación de Ras mediante Western blot. El Ras total 
sirvió como control de carga. El histograma muestra las cuantificaciones de Ras 
activado relativas al Ras total, basadas en la densitometría de los resultados de 
obtenidos por Western blot. Los resultados son representativos de dos experimentos 
independientes ±SEM (**p<0.05). 
 
 

A pesar de la posibilidad de existir otros receptores purinérgicos implicados, los 

resultados presentados en la Figura 19 apuntaban al receptor P2X7 como 

principal punto de partida de ruta de activación de Ras mediada por el estímulo 

de ATP. La activación de este receptor ha sido ampliamente asociada a una 

inducción de muerte en diferentes tipos celulares (Ferrari et al., 1999; Inoue, 

2002; Le Feuvre et al., 2002; Le Stunff et al., 2004). Además, Jun y 

colaboradores describen una muerte necrótica mediada por el receptor P2X7 

tras la estimulación con ATP en la línea celular SN4741 (Jun et al., 2007). Esto 

hizo que planteáramos la posibilidad de que se estuviera induciendo muerte 

celular en nuestro sistema. Con objeto de aclarar este punto, nosotros 

procedimos a medir viabilidad celular mediante un ensayo de MTT. 
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Este ensayo se fundamenta en la cuantificación de la actividad enzimática 

mitocondrial para diferenciar entre las células viables y las que no los son. Así, 

se trataron o no las monocapas celulares con ATP y se procedió a medir la 

actividad mitocondrial. Los resultados presentados en el histograma de la 

Figura 23 muestran que el ATP (0,5 mM ATP) no modifica la viabilidad de las 

células SN4741. 

 

 
 
Figura 23. Efecto del ATP en la viabilidad de las células SN4741. Las células 
SN4741 se trataron o no con 0,5 mM de ATP durante 5 minutos y se sometieron al 
ensayo de viabilidad celular MTT. Los valores se presentan como porcentajes sobre el 
control sin tratar. Los resultados son representativos de nueve experimentos 
independientes ± SEM.  
 
 

Estos resultados podrían ser contradictorios respecto a los resultados 

obtenidos por otros autores citados previamente. Sin embargo, ha de tenerse 

en cuenta que en dichos ensayos la estimulación se ha llevado a cabo con 

concentraciones de ATP 6 o más veces superiores a la que nosotros hemos 

utilizado, y a tiempos más largos  (de entre 20 minutos y varias horas). De 

hecho, experimentos de viabilidad celular realizados con distintas 

concentraciones de ATP durante 5 minutos, confirman que el ATP provoca una 

muerte en esta línea celular, pero que no obstante, son necesarias 

concentraciones mínimas de 3 mM para apreciar dicho efecto (Figura 24).  
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Figura 24. Efecto de concentraciones crecientes de ATP en la viabilidad de las 
células SN4741. Las células SN4741 se trataron o no con 0,5 mM, 1 mM y 3 mM de 
ATP durante 5 minutos y se sometieron al ensayo de viabilidad celular MTT. Los 
valores se presentan como porcentajes sobre el control sin tratar. Los resultados son 
representativos de cinco experimentos independientes ± SEM (***p<0.01). 
 
 

Como se ha mencionado anteriormente, la familia de los receptores 

purinérgicos ionotrópicos son receptores capaces de funcionar como canales 

iónicos. Sin embargo, el flujo de iones no es la única consecuencia de la 

activación de estos receptores. En 2001, Kim et al., mediante un interesante 

estudio proteómico, desvelaron la asociación del receptor P2X7 con proteínas 

tales como lamimina 3, integrina β2, PTPRβ y otras ocho proteínas 

intracelulares ( - y β-actina, supervilina, Hsp90, Hsc71, Hsp70, PI4K y 

MAGUK) (Kim et al., 2001). En este mismo estudio, los autores describen la 

actividad basal de una fosfatasa que estaría constitutivamente defosforilando al 

receptor P2X7, y que además, incrementaría su actividad tras la activación de 

dicho receptor.  

 

Esta regulación por defosforilación del receptor hizo que planteáramos la 

hipótesis de un posible papel de las tirosina fosfatasas en la regulación de la 

señalización mediada por los receptores purinérgicos en nuestro sistema 

celular. Por ello, procedimos a realizar un experimento en el que se analizaba 

la activación tanto de Ras como de ERK previa inhibición de las tirosina 

fosfatasas y posterior estimulación del sistema con ATP. Las células se 

pretrataron con 1 mM de Na3O4V durante 20 minutos y posteriormente se 
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estimularon con 0,5 mM de ATP durante 5 minutos al cabo de los cuales se 

lisaron y los lisados se sometieron a un ensayo de pull-down para examinar el 

estado de activación de la GTPasa Ras. Las proteínas del precipitado se 

separaron por SDS-PAGE seguidas de Western blot y las bandas 

inmunorreactivas se visualizaron con anticuerpos específicos como se indica. 

La Figura 25 muestra, como cabía esperar, que el ATP estimulaba la activación 

de Ras (Figura 25 A, panel superior calle 2, barra 2 del histograma) y la 

fosforilación de ERK (Figura 25 B, panel superior calle 2, barra 2 del 

histograma). En esta misma línea, la inhibición farmacológica de las tirosina 

fosfatasas con Na3O4V no modificaba ni la activación de Ras ni la de ERK 

mediada por ATP (Figura 25 A, panel superior línea 4, barra 4 del histograma y 

Figura 25 B panel superior línea 4, barra 4 del histograma). Sin embargo, en 

ausencia de estímulo, el bloqueo de las tirosina fosfatasas favorecía de manera 

significativa la activación tanto de Ras como de la fosforilación de ERK (Figura 

25 A, panel superior calle 3, barra 3 del histograma y Figura 25 B panel 

superior calle 3, barra 3 del histograma), algo parecido a lo que ocurría cuando 

bloqueábamos la activiadad de las PKCs (Figura 22).  
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Figura 25. Implicación de las tirosina fosfatasas en la activación de Ras y ERK1/2 
(p44/42) mediada por ATP en células SN4741. Las células SN4741 se pretrataron o 
no con 1 mM de Na3O4V durante 20 minutos y posteriormente se estimularon o no con 
0,5 mM de ATP durante 5 minutos. Los extractos celulares fueron sometidos a un 
ensayo de pull-down y posterior visualización de la activación de Ras (A) y ERK1/2 
(p44/42) (B) mediante Western blot. El Ras total sirvió como control de carga. Las 
gráficas muestran las cuantificaciones de Ras activado (A) y ERK1/2 (p44/42) activado 
(B) relativas al Ras total, basadas en la densitometría de los resultados obtenidos por 
Western blot. Los resultados son representativos de tres y dos experimentos 
independientes ±SEM respectivamente (***p<0.01). 
 
 

En paralelo a los experiementos descritos en la Figura 25, se llevaron a cabo 

otros ensayos encaminados a descifrar el papel de las tirosina fosfotasas sobre 

la viabilidad celular medida mediante ensayos de MTT. La inhibición de las 

tirosina fosfatasas potenciaba la viabilidad de las células SN4741, la cual se 

incrementaba en presencia de estímulo (25-30%) (Figura 26, barras 3 y 4 del 

histograma).  
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Figura 26. Implicación de las tirosina fosfatasas en la viabilidad de las células 
SN4741. Las células SN4741 se pretrataron o no con 1 mM de Na3O4V durante 20 
minutos y posteriormente se estimularon o no con 0,5 mM de ATP durante 5 minutos, 
tras lo cual se sometieron al ensayo de viabilidad celular MTT. Los valores se 
presentan como porcentajes sobre el control sin tratar. Los resultados son 
representativos de cuatro experimentos independientes ± SEM (***p<0.01). 
 
 

Kim et al. han descrito que las tirosina fosfatasas participan en la señalización  

mediada por los receptores purinérgicos en neuronas dopaminérgicas (Kim et 

al., 2001), existiendo una asociación física entre el receptor purinérgico P2X7 y 

la tirosina fosfatasa beta (PTPRβ). En base a estos resultados, nosotros 

decidimos comprobar si el efecto observado en el experimento anterior podía 

explicarse  por la acción de la tirosina fosfatasa beta (PTPRβ). Para ello, se 

transfectaron las células SN4741 por electroporación con un esiRNA que 

silenciaba específicamente dicha tirosina fosfatasa. Al cabo de 24 horas, se 

estimularon o no con ATP y se procedió a examinar la activación de Ras y de 

ERK1/2. Los resultados mostraron un perfil de activación de Ras similar al 

observado en la Figura 9: el silenciamiento de PTPRβ no suponía cambio 

alguno en la activación mediada por ATP (Figura 27 A comparar, panel superior 

calles 2 y 4, barras 2 y 4 del histograma), pero sí en la actividad de Ras en 

ausencia de estímulo (Figura 27 A comparar, panel superior calles 1 y 3, barras 

1 y 3 del histograma). Sorprendentemente, los resultados correspondientes a la 

activación de ERK desvelaron una diferencia significativa entre las muestras 

silenciadas y las muestras control activadas con ATP (Figura 27 B comparar, 

panel superior calles 2 y 4, barras 2 y 4 del histograma), teniendo la PTPRβ 
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una función inhibidora de la fosforilación de ERK. Además, dicha actividad 

inhibidora, aunque en menor medida, se apreciaba también en condiciones 

basales (Figura 27 B comparar, panel superior calles 1 y 3, barras 1 y 3 del 

histograma).  

 

 
 
Figura 27. Efecto de la PTPRβ en la activación de Ras y ERK1/2 (p44/42) mediada 
por ATP en células SN4741. Las células SN4741 se transfectaron con esiPTPRβ o 
vector vacío y 24 horas post-transfección se trataron o no con 0,5 mM de ATP durante 
5 minutos. Los extractos celulares fueron sometidos a un ensayo de pull-down y 
posterior visualización de la activación de Ras (A) y ERK1/2 (p44/42) (B) mediante 
Western blot. El Ras y ERK total sirvieron como control de carga. Los histogramas 
muestran las cuantificaciones de Ras activado (A) y ERK1/2 (p44/42) activado (B) 
relativas al Ras total, basadas en la densitometría de los resultados obtenidos por 
Western blot. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes 
±SEM (**p<0.05; ***p<0.01). 
 
 

En cualquier caso, tal y como se hizo anteriormente con el inhibidor de las 

tirosina fosfatasas, se realizó un experimento paralelo al de la activación de 

Ras y ERK para estudiar el efecto, en este caso de la PTPRβ, sobre la 

viabilidad celular. Tras transfectar y tratar las células, se sometieron a un 

ensayo de MTT que nuevamente puso de manifiesto la participación de la 

PTPRβ en este sistema. La estimulación de ATP no varía la viabilidad celular 

(Figura 28, panel superior calle 2, barra 2 del histograma). Sin embargo, el 
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silenciamiento de la PTPRβ potencia la viabilidad aun en ausencia de estímulo 

(Figura 28, panel superior calle 3, barra 3 del histograma). Aunque la tendencia 

es igual que la observada al utilizar el Na3O4V, el efecto del esiRNA es 

significativamente menor. No obstante, el esiRNA no afecta a toda la población 

celular sino a las células que se hayan transfectado y además, el efecto en las 

células transfectadas no es comparable al del inhibidor farmacológico ya que el 

esiRPTPβ solamente silencia una de las tirosina fosfatasas, la PTPRβ.  

 

 
 
Figura 28. Implicación de la PTPRβ en la viabilidad de las células SN4741. Las 
células SN4741 se transfectaron con esiPTPRβ o vector vacío y 24 horas post-
transfección se trataron o no con 0,5 mM de ATP durante 5 minutos, tras lo cual se 
sometieron al ensayo de viabilidad celular MTT. Los valores se presentan como 
porcentajes sobre el control sin tratar. Los resultados son representativos de dos 
experimentos independientes ± SEM (*p<0.1). 
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2. SEÑALIZACIÓN MEDIADA POR RECEPTORES PURINÉRGICOS EN 

AUSENCIA DE CALCIO EXTRACELULAR 

 

Una de las funciones más importantes de los receptores purinérgicos es su 

papel como canales iónicos. Gracias a esta función, favorecen el flujo de iones 

a través de la membrana plasmática, capaz de desencadenar la señalización 

intracelular. Así, iones como el calcio pueden internalizarse mediante la 

activación de los receptores purinérgicos y jugar un papel como segundos 

mensajeros intracelulares. Para comprobar si este flujo y efecto intracelular se 

daba en nuestro sistema celular, decidimos estudiar las rutas de señalización 

mediadas por la activación de receptores purinérgicos en ausencia de calcio 

extracelular. Estas condiciones se lograban a través de la quelación del calcio 

extracelular con EGTA. 

 

Nuestro primer objetivo se centró en comprobar si con estas nuevas 

condiciones se seguía dando una activación de las cinasas ERK1/2 o si por el 

contrario, la falta de calcio evitaba su fosforilación. Para ello, se sembraron las 

células y se trataron primeramente con EGTA durante media hora previa a la 

estimulación con ATP. Las muestras celulares se lisaron y los lisados se 

centrifugaron y procesaron. Los resultados que obtuvimos mostraban que 

ERK1/2 se fosforilaba tras la estimulación de los receptores purinérgicos con 

ATP en ausencia de calcio extracelular (Figura 29).  
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Figura 29. Activación de Erk1/2 (p44/42) mediada por receptores purinérgicos en 
células SN4741 en ausencia de calcio extracelular. El calcio extracelular se queló 
mediante el tratamiento con 2 mM de EGTA durante 30 minutos y posteriormente se 
estimularon o no con 0,5 mM de ATP durante 5 minutos. El histograma muestra las 
cuantificaciones de fosfo-ERK relativas al ERK total, basadas en la densitometría de 
los resultados obtenidos por Western blot. Los resultados son representativos de tres 
experimentos independientes ±SEM (***p<0.01). 
 
 

Con obejto de comprobar cómo se encontraba Ras en estas condiciones, 

analizamos el estado de  activación de esta GTPasa en ausencia de calcio 

extracelular. Las células se sembraron y se trataron con EGTA y 

posteriormente se estimularon con ATP. Tras ésto, se recogieron los lisados 

celulares y se sometieron a un ensayo de pull-down para el estudio de la 

activación de la GTPasa. Los resultados se correlacionaban con el estado de 

fosforilación de ERK: la ausencia de calcio facilitaba una gran activación de 

Ras mediada por ATP (Figura 30). 
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Figura 30. Activación de Ras mediada por receptores purinérgicos en células 
SN4741 en ausencia de calcio extracelular. El calcio extracelular de las células 
sembradas se queló mediante el tratamiento con 2 mM de EGTA durante 30 minutos y 
posteriormente se estimularon o no con 0,5 mM de ATP durante 5 minutos. Los 
extractos celulares fueron sometidos a un ensayo de pull-down y posterior 
visualización de la activación de Ras mediante Western blot.  El Ras total sirvió como 
control de carga. La gráfica muestra las cuantificaciones de Ras activado relativas al 
Ras total, basadas en la densitometría de los resultados obtenidos por Western blot. 
Los resultados son representativos de seis experimentos independientes ±SEM 
(***p<0.01). 
 
 

El estudio comparativo de la activación de ERK y Ras en presencia vs. 

ausencia de calcio extracelular mostraba una mayor activación de ambas 

proteínas al quelar el calcio (Figura 31 A y B, comparar panel superior calles 4 

y 2, barras 4 y 2 del histograma), lo cual era indicativo de una posible función 

inhibitoria, aunque no necesariamente directa, de dicho ion sobre Ras y ERK. 
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Figura 31. Activación de ERK y Ras mediada por receptores purinérgicos en 
células SN4741 en presencia y ausencia de calcio extracelular. El calcio 
extracelular de las células sembradas se queló mediante el tratamiento con 2 mM de 
EGTA durante 30 minutos o se dejaron sin tratar. Posteriormente se estimularon o no 
con 0,5 mM de ATP durante 5 minutos. Los extractos celulares fueron sometidos a un 
ensayo de pull-down y posterior visualización de la activación de ERK1/2 (p44/42) (A) 
y Ras (B) mediante Western blot. El ERK y Ras total sirvieron como control de carga. 
Los histogramas muestran las cuantificaciones de ERK1/2 (p44/42) (A) y Ras activado 
(B) relativas al ERK1/2 (p44/42) (A) y Ras (B) total, basadas en la densitometría de los 
resultados obtenidos por Western blot. Los resultados son representativos de tres 
experimentos independientes ±SEM (*p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01). 
 
 

Al igual que se hizo en presencia de calcio, se quiso conocer la capacidad de la 

estimulación de los receptores purinérgicos para activar las GTPasas Rap1, 

Rac1, RhoA y Cdc42, esta vez en ausencia de calcio extracelular. Tras quelar 

el calcio del medio, se estimularon o no las células con ATP para 

posteriormente someterlas a un ensayo de pull-down que permitiría analizar el 

estado de activación de las distintas GTPasas. Los resultados mostraron una 

activación incluso basal de la GTPasa Rap1 en ausencia de calcio (Figura 32 

A, panel superior calle 1, barra 1 del histograma), que incrementaba 

significativamente tras el estímulo de los receptores purinérgicos (Figura 32 A, 

paner superio calle 2, barra 2 del histograma). Sin embargo, las GTPasas de la 

familia Rho (Rac1, RhoA y Cdc42) se mantenían inactivas como ocurría en 
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presencia de calcio (Figura 32 B, C y D). Estos resultados demuestran 

nuevamente la importancia del calcio como regulador de las señales 

intracelulares.  

 

 
 
Figura 32. Efecto de la activación mediada por ATP en la activación de diferentes 
GTPasas en células SN4741 en ausencia de calcio extracelular. El calcio 
extracelular de las células sembradas se queló mediante el tratamiento con 2 mM de 
EGTA durante 30 minutos y posteriormente se estimularon o no con 0,5 mM de ATP 
durante 5 minutos. Los extractos celulares fueron sometidos a un ensayo de pull-down 
y posterior visualización de la activación de Rap1 (A), Rac1 (B), RhoA (C) y Cdc42 (D) 
mediante Western blot. El Rap1, Rac1, RhoA y Cdc42 total sirvió como control de 
carga respectivamente. La gráfica del panel A muestra las cuantificaciones de Rap1 
activado relativas al Rap1 total, basadas en la densitometría de los resultados de 
obtenidos por Western blot. Los resultados son representativos de diez, siete, uno y 
uno experimentos independientes ±SEM respectivamente (***p<0.01). 
 
 

La GTPasa Ras, al igual que la mayoría de las pequeñas GTPasas, contiene 

dentro del dominio efector, regiones que sirven para interaccionar de forma 

específica con moléculas efectoras. Una de estas proteínas efectoras es la 

fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K) (Sjolander et al., 1991; Rodriguez-Viciana et 

al., 1994), la cual puede regular positivamente a la GTPasa Rap1 (Suga et al., 

2001; Jung et al., 2006; Moore et al., 2013). Ante esta coyuntura, nosotros 

especulamos con la posibilidad de que en ausencia de calcio, la GTPasa Ras 

podría estar mediando la activación de Rap1 a través de la PI3K.  
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Para comprobarlo, evaluamos la actividad de Rap1 y Ras tras el tratamiento de 

las monocapas celulares con el inhibidor farmacológico de la PI3K, LY-294,002. 

Las células SN4741 se sembraron y tras 24 horas se pretrataron con el 

inhibidor LY-294,002. Al cabo de 30 minutos se añadió al medio de cultivo  2 

mM de EGTA y finalmente 30 minutos después las monocapas de estimularon 

o no con ATP durante 5 minutos. Las células se lisaron y se sometieron a un 

ensayo de pull-down para analizar el estado de activación de la GTPasas Rap1 

y Ras. Tal y como se muestra en la Figura 33 A, Rap1 se activaba al estimular 

el sistema con ATP en ausencia de calcio extracelular (panel superior calle 2, 

barra 2 del histograma), pero sin embargo, dicha activación disminuía en 

ausencia de actividad PI3K (panel superior calle 4, barra 4 del histograma), 

confirmando así la activación de Rap1 mediada por PI3K que planteabamos. 

No obstante, existiría una ruta independiente de PI3K ya que el bloqueo 

producido por el inhibidor de la PI3K no era total (comparar panel superior 

calles 4 y 3, barras 4 y 3 del histograma). Además, el inhibidor LY-294,002 no 

provocaba ningún efecto significativo sobre la activación de Ras (Figura 33 B, 

panel suparior calle 4, barra 4 del histograma), lo que sugería una activación de 

PI3K/Rap1 independiente o downstream de Ras.  
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Figura 33. Implicación de la PI3K en la activación de Rap1 y Ras mediada por 
ATP en las células SN4741 en ausencia de calcio extracelular. Las células SN4741 
se pretrataron o no con 20 µM de LY-294,002 durante 1 hora y 2 mM de EGTA durante 
30 minutos previos a la estimulación o no con 0,5 mM de ATP durante 5 minutos. Los 
extractos celulares fueron sometidos a un ensayo de pull-down posterior visualización 
de la activación de Rap1 (A) y Ras (B) mediante Western blot, tomando Rap1 y Ras 
total como control de carga. Los histogramas muestran las cuantificaciones de Rap1 
(A) y Ras (B) activado relativas al Rap1 (A) y Ras (B) total, basadas en la 
densitometría de los resultados obtenidos por Western blot. Los resultados son 
representativos de tres y cinco experimentos independientes ±SEM respectivamente 
(***p<0.01; **p<0.05). 
 
 

Como hemos descrito, los resultados mostrados en la Figura 21 sugieren que 

Ras podría activarse mediante el sistema calcio/calmodulina/RasGRF1. Cabría 

esperar que esto no ocurriera en ausencia de calcio. Sin embargo, no se podía 

descartar la posibilidad de que RasGRF1 siguiera siendo la GEF activadora de 

Ras, ya que RasGRF1 también es capaz de activarse por fosforilación. (Kiyono 

et al., 2000a; Giglione et al., 2001; Norum et al., 2005; Kesavapany et al., 

2006).  
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Para establecer si la activación de Ras dependía o no de RasGRF1, las células 

HEK 293T se sembraron y se transfectaron con las formas salvaje y mutante 

de RasGRF1, la mutante de calmodulina y el receptor P2X7. 48 horas después 

de la transfección se queló el calcio extracelular mediante la adición de 2 mM 

de EGTA al medio de cultivo y se estimularon o no las células con 0,5 mM ATP. 

Además de llevar a cabo el ensayo de pull-down con objeto evaluar el estado 

de activación de Ras, los extractos celulares se utilizaron como controles de 

expresión de las proteínas de interés. 

 

Como se puede observar en la Figura 34, la sobreexpresión de RaGRF1 wt 

conlleva la activación de Ras (comparar panel superior calles 5 y 6 con 1 y 2, 

barras 5 y 6 con 1 y 2 del histograma). Sorprendentemente, observamos una 

importante disminución de la activación de Ras al transfectar la forma mutante 

de calmodulina (comparar panel superior calles 11 y 12 con 5 y 6, barras 11 y 

12 con 5 y 6 del histograma). Sin embargo, al analizar los controles de 

transfección, percibimos unas cantidades de calmodulina transfectadas 

significativamente mayores a las de RasGRF1 wt (Figura 34 paneles superiores 

correspondientes a RasGRF1 y CaM). Esto nos hizo pensar que el efecto 

observado podría deberse a un exceso de expresión del mutante de 

calmodulina. 
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Figura 34. Implicación de la ruta Ca+2/CaM/RasGRF1 en la activación de Ras en 
células HEK 293T en ausencia de calcio. Las células HEK 293T se transfectaron 
con los plásmidos vector vacío:pCELF-HA-P2X7:pEGFP-RasGRF1wt:pEGFP-
RasGRF1mutIQ:pcDNA3YFP-CaMmut en una proporción 1:1:1:1:1. 48 horas post-
transfección, el calcio extracelular se queló mediante el tratamiento con 2 mM de 
EGTA durante 30 minutos y posteriormente se estimularon o no con 0,5 mM de ATP 
durante 5 minutos. Los extractos celulares fueron sometidos a un ensayo de pull-down 
y posterior visualización de la activación de Ras mediante Western blot, tomando Ras 
total como control de carga. Los paneles inferiores muestran los controles de 
transfección de  P2X7, RasGRF1 y CaM. El histograma muestra las cuantificaciones de 
Ras activado relativas al Ras total, basadas en la densitometría de los resultados 
obtenidos por Western blot. Los resultados son representativos de dos experimentos 
independientes ±SEM (*p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01). 
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Con el objetivo de equilibrar los niveles de expresión de RasGRF1 wt y de la 

calmodulina mutada, se cotransfectaron las células con diferentes ratios de los 

vectores codificantes para RasGRF1 y calmodulina. Como se muestra en la 

Figura 35, la expresión más proporcionada se encuentra en el ratio de 

contransfección 1:0,1 (calle 4). 

 

 
 
Figura 35. Optimización de las cantidades de transfección de RasGRF1 y CaM en 
células HEK 293T. Las células HEK 293T se transfectaron con los ratios indicados de 
los plásmidos pEGFP-RasGRF1wt:pcDNA3YFP-CaMmut. Las proteínas RasGRF1 y 
CaM transfectadas se visualizaron mediante Western blot. 
 
 

Una vez establecido el ratio de transfección de los plásmidos, se repitió el 

experimento transfectando las mismas cantidades que en el experimento 

precedente (Figura 35) de todos los plásmidos, exceptuando el de la forma 

mutada de calmodulina, la cual se redujo a concentraciones 10 veces menores. 

Nuevamente la sobreexpresión de RasGRF1 wt inducía la activación de Ras 

(Figura 36, panel superior calles 5 y 6, barras 5 y 6 del histograma), efecto que 

no se veía reducido al cotransfectar la forma mutada de calmodulina. Este 

resultado confirma la hipótesis de que en ausencia de calcio extracelular, Ras 

se activa tras la estimulación de receptores purinérgicos a través de su GEF 

RasGRF1, aunque no por el sistema calcio/calmodulina. 
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Figura 36. Implicación de la ruta Ca+2/CaM/RasGRF1 en la activación de Ras en 
células HEK 293T en ausencia de calcio. Las células HEK 293T se transfectaron 
con los plásmidos vector vacío:pCELF-HA-P2X7:pEGFP-RasGRF1wt:pEGFP-
RasGRF1mutIQ:pcDNA3YFP-CaMmut en una proporción 1:1:1:1:0,1. 48 horas post-
transfección, el calcio extracelular se queló mediante el tratamiento con 2 mM de 
EGTA durante 30 minutos y posteriormente se estimularon o no con 0,5 mM de ATP 
durante 5 minutos. Los extractos celulares fueron sometidos a un ensayo de pull-down 
y posterior visualización de la activación de Ras mediante Western blot, tomando Ras 
total como control de carga. Los paneles inferiores muestran los controles de 
transfección de  P2X7, RasGRF1 y CaM. El histograma muestra las cuantificaciones de 
Ras activado relativas al Ras total, basadas en la densitometría de los resultados 
obtenidos por Western blot. Los resultados son representativos de tres experimentos 
independientes ±SEM (**p<0.05; ***p<0.01). 
 
 

Siguiendo la señalización observada en la estimulación de los receptores 

purinérgicos en presencia de calcio, decidimos volver a estudiar la implicación 

de las cinasas de respuesta temprana PKCs. Para ello, quelamos el calcio 
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extracelular con EGTA e inhibimos dichas cinasas utilizando el inhibidor 

farmacológico GF109203X. El análisis de la activación de Ras en estas 

condiciones nos mostraría la implicación de las PKCs en la ruta upstream de la 

GTPasa.  

 

Las células se sembraron y 24 horas después se trataron con el inhibidor y el 

quelante de calcio antes de estimularlas con ATP. Como se muestra en la 

Figura 37, Ras vuelve a activarse tras la estimulación de los receptores 

purinérgicos (panel superior calle 2, barra 2 del histograma). Sin embargo, en 

estas condiciones a falta de calcio extracelular, la inhibición de la actividad de 

las cinasas PKCs no potencia la activación de Ras (comparar panel superior 

calles 4 y 2, barras 4 y 2 del histograma), como ocurría en presencia de calcio 

extracelular (Figura 22).  

 

 
 
Figura 37. Implicación de las PKCs en la activación de Ras mediada por ATP en 
células SN4741 en ausencia de calcio extracelular. Las células SN4741 se 
pretrataron o no con 1 µM de GF109203X durante 1 hora y 2 mM de EGTA durante 30 
minutos previos a la estimulación o no con 0,5 mM de ATP durante 5 minutos. Los 
extractos celulares fueron sometidos a un ensayo de pull-down y posterior 
visualización de la activación de Ras mediante Western blot, tomando Ras total como 
control de carga. El histograma muestra las cuantificaciones de Ras activado relativas 
al Ras total, basadas en la densitometría de los resultados obtenidos por Western blot. 
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Los resultados son representativos de cinco experimentos independientes ±SEM 
(***p<0.01). 
 
 

Las PKCs se clasifican en tres subfamilias: las clásicas (cPKCs), nuevas 

(nPKCs) y atípicas (aPKCs). Las cPKCs es la única de estas tres subfamilias 

que requiere de calcio para activarse. El hecho de haber observado la 

participación de PKCs en presencia pero no en ausencia de calcio, nos hizo 

pensar que, quizás, las PKCs implicadas en nuestra vía de señalización 

pertenecieran a la subfamilia de las PKCs clásicas.  

 

También quisimos nuevamente, realizar un ensayo de MTT para analizar la 

viabilidad neuronal tras la estimulación de los receptores en ausencia de calcio 

extracelular, ya que, al fin y al cabo, la muerte de estas células es la 

consecuencia final de una estimulación que lleva al desarrollo de la 

enfermedad de Parkinson.  

 

Así, se sembraron junto con las células control, aquellas que iban a ser 

estimuladas mediante ATP tras la quelación del calcio extracelular con EGTA. 

Las neuronas se sometieron al ensayo de viabilidad celular representado en la 

Figura 38. En presencia de calcio, las células mantenían una viabilidad que se 

veía alterada tras la quelación de dicho ion. La ausencia de calcio extracelular, 

produjo per se una pequeña muerte de aproximadamente el 5% de las 

neuronas dopaminérgicas, que aumentaba tras la estimulación de los 

receptores purinérgicos hasta alcanzar una pérdida del  20-25% de las células.  

Estos resultados muestran no sólo la participación sino también la necesidad 

absoluta del calcio para una adecuada viabilidad celular en este sistema.  
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Figura 38. Efecto de la estimulación con ATP en la viabilidad de las células 
SN4741 en presencia y ausencia de calcio extracelular. El calcio extracelular de las 
células sembradas se queló mediante el tratamiento con 2 mM de EGTA durante 30 
minutos o se dejaron sin tratar. Posteriormente se estimularon o no con 0,5 mM de 
ATP durante 5 minutos. Tras los tratamientos, las células se sometieron al ensayo de 
viabilidad celular MTT. Los valores se presentan como porcentajes sobre el control sin 
tratar. Los resultados son representativos de nueve experimentos independientes ± 
SEM (**p<0.05; ***p<0.01).  
 
 

Ya había quedado demostrada, tanto por nuestros resultados como por los 

descritos por Kim y colaboradores (Kim et al., 2001), la importancia de las 

tirosina fosfatasas en la regulación de la señalización intracelular emanada del 

receptor purinérgico, por lo que decidimos investigar si esta regulación se veía 

afectada en ausencia de calcio extracelular, midiendo la activación tanto de 

Ras como de ERK.  

 

Así, sembramos la células que serían tratadas al día siguiente con 1 mM del 

inhibidor de las tirosina fosfatasas Na3O4V, 2 mM del quelante de calcio 

extracelular EGTA y 0,5 mM del estímulo ATP. Los lisados se procesaron para 

el análisis de la activación de la GTPasa Ras y la fosforilación de ERK. Los 

resultados ratificaban la activación de Ras (Figura 39 A, comparar panel 

superior calles 2 y 1, barras 2 y 1 del histograma) y ERK (Figura 39 B, 

comparar panel superior calles 2 y 1, barras 2 y 1 del histograma) tras la 

estimulación en ausencia de calcio, aunque el efecto de las fosfatasas en la 

estimulación de dichas proteínas era diferente. La inhibición farmacológica de 
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las tirosina fosfatasas provocaba una disminución de la activación de Ras 

equiparándola a sus niveles basales (Figura 39 A, comparar panel superior 

calles 4 y 2, barras 4 y 2 del histograma). Sin embargo, tal y como ocurria en 

presencia de calcio, las fosfatasas no parecían estar implicadas en la 

regulación de ERK (Figura 39 B, comparar panel superior calles 4 y 2, barras 4 

y 2 del histograma), lo cual confirmaba una vez más la independencia de la 

señalización de Ras y ERK.  

 

 
 
Figura 39. Implicación de las tirosina fosfatasas en la activación de Ras y ERK1/2 
(p44/42) mediada por ATP en células SN4741 en ausencia de calcio extracelular. 
Las células SN4741 se pretrataron o no con 1 mM de Na3O4V durante 20 minutos y 2 
mM de EGTA durante 30 minutos previos a la estimulación o no con 0,5 mM de ATP 
durante 5 minutos. Los extractos celulares fueron sometidos a un ensayo de pull-down 
y posterior visualización de de la activación de Ras (A) y ERK1/2 (p44/42) (B) 
mediante Western blot. El Ras total sirvió como control de carga. Los histogramas 
muestran las cuantificaciones de Ras activado (A) y ERK1/2 (p44/42) activado (B) 
relativas al Ras total, basadas en la densitometría de los resultados obtenidos por 
Western blot. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes 
±SEM (*p<0.1; **p<0.05; ***p<0.01). 
 
 

En paralelo, se examinó el efecto que las fosfatasas podrían ejercer sobre la 

viabilidad de las células. Habiendo observado que la inhibición de las tirosina 

fosfatasas aumentaba la viabilidad de las neuronas en presencia de calcio, y 

por otro lado, que la activación del sistema en ausencia de calcio provocaba 
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una muerte celular, quisimos verificar si en estas condiciones experimentales la 

inhibición de las tirosina fosfatasas podría rescatar la muerte celular mediada 

por ATP. 

 

Así procedimos a sembrar células que tras 24 horas serían tratadas 

primeramente con el inhibidor Na3O4V durante 20 minutos, añadiendo 2 mM de 

EGTA 30 minutos antes de la estimulación con 0,5 mM de ATP. La viabilidad 

celular se midió mediante un ensayo MTT. Tal y como se muestra en la Figura 

40, el ATP en ausencia de calcio mediaba pérdida de viabilidad celular (barra 2 

del histograma), la cual se revertía cuando se inhibían las tirosina fosfatasas 

(comparar barras 4 y 2 del histograma). Este resultado confirmaba la hipótesis 

anteriormente planteada: la inhibición de las tirosina fosfatasas previene la 

muerte de las neuronas dopaminérgicas mediada por la activación de los 

receptores purinérgicos en ausencia de calcio extracelular. Además, podemos 

también observar que al igual que ocurría en presencia de calcio, el Na3O4V 

tenía un efecto incluso a falta de estímulo (comparar barras 3 y 1), sugiriendo 

una actividad basal de las tirosina fosfatasas en este sistema. 

 

 
 
Figura 40. Implicación de las tirosina fosfatasas en la viabilidad de las células 
SN4741 en ausencia de calcio extracelular. Las células SN4741 se pretrataron o no 
con 1 mM de Na3O4V durante 20 minutos y 2 mM de EGTA durante 30 minutos previos 
a la estimulación o no con 0,5 mM de ATP durante 5 minutos. Tras los tratamientos, 
las células se sometieron al ensayo de viabilidad celular MTT. Los valores se 
presentan como porcentajes sobre el control sin tratar. Los resultados son 
representativos de cuatro experimentos independientes ± SEM (**p<0.05; ***p<0.01).  
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Por último, debido a la importancia de su inhibición en el rescate de la muerte 

celular, quisimos ahondar en la implicación de las tirosina fosfatasas en la 

señalización en ausencia de calcio extracelular, estudiando un posible efecto 

de la PTPRβ.  

 

Las neuronas se transfectaron por electroporación con el esiRNA de las PTPRβ 

o un vector vacío y 24 horas post-transfección se trataron con el quelante de 

calcio extracelular y posterior estimulación mediante ATP. Los lisados se 

sometieron al análisis de la activación de Ras y ERK. Como se muestra en la 

Figura 41, el silenciamiento de la tirosina fosfatasa PRPTβ no parecía tener 

efecto alguno en la activación de Ras ni de ERK mediada por ATP (Figura 41 A 

y B, comparar panel superior calles 4 y 2, barras 4 y 2 del histograma). No 

obstante, el silenciamiento de la PTPRβ inducía la activación de Ras en 

ausencia de estímulo (Figura 41 A, comparar panel superior calles 3 y 1, barras 

3 y 1 del histograma).  

 

 
 
Figura 41. Efecto de la PTPRβ en la activación de Ras y ERK1/2 (p44/42) mediada 
por ATP en células SN4741 en ausencia de calcio extracelular. Las células 
SN4741 se transfectaron con esiPTPRβ o vector vacío y 24 horas post-transfección se 
pretrataron o no con 2 mM de EGTA durante 30 minutos previos a la estimulación o no 
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con 0,5 mM de ATP durante 5 minutos. Los extractos celulares fueron sometidos a un 
ensayo de pull-down y posterior visualización de la activación de Ras (A) y ERK1/2 
(p44/42) (B) mediante Western blot. El Ras total sirvió como control de carga. Los 
histogramas muestran las cuantificaciones de Ras activado (A) y ERK1/2 (p44/42) 
activado (B) relativas al Ras total, basadas en la densitometría de los resultados 
obtenidos por Western blot. Los resultados son representativos de tres experimentos 
independientes ±SEM (*p<0.1; ***p<0.01). 
 
 

Habiendo observado que las células silenciadas y las tratadas 

farmacológicamente para la inhibición de las tirosina fosfatasas en presencia 

de calcio seguían un perfil de viabilidad similar (Figuras 26 y 28), continuamos 

analizando el efecto de las PTPRβ en la viabilidad celular en ausencia de calcio 

extracelular. 

 

Para ello, se transfectaron las células con esiRNA y al cabo de 24 horas se 

trataron de igual manera al experimento anterior, tras lo cual se sometieron al 

ensayo de viabilidad celular MTT. La presencia de ATP marcaba la misma 

tendencia en cuanto a descenso de la viabilidad que habíamos observado 

previamente en ausencia de calcio (Figura 42 barra 2) y el silenciamiento de la 

PTPRβ nuevamente marcaba un pequeño incremento de la viabilidad (Figura 

42 barras 3 y 4). Como ocurrían en los experimentos en presencia de calcio 

(Figuras 27 y 28), los efectos del silenciamiento de la PTPRβ en ausencia de 

calcio eran mucho menores que el efecto de la inhibición de todas las tirosina 

fosfatasas mediante el Na3O4V. No obstante, los dos tratamientos volvían a 

mostrar resultados con el mismo perfil de viabilidad (Figuras 40 y 42). 
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Figura 42. Implicación de la PTPRβ en la viabilidad de las células SN4741 en 
ausencia de calcio extracelular. Las células SN4741 se transfectaron con esiPTPRβ 
o vector vacío y 24 horas post-transfección se pretrataron o no con 2 mM de EGTA 
durante 30 minutos previos a la estimulación o no con 0,5 mM de ATP durante 5 
minutos. Tras los tratamientos, las células se sometieron al ensayo de viabilidad 
celular MTT. Los valores se presentan como porcentajes sobre el control sin tratar. Los 
resultados son representativos de tres experimentos independientes ± SEM (**p<0.05). 
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VII. DISCUSIÓN 

 

La pérdida progresiva de la población de neuronas dopaminérgicas de la 

substancia nigra del cerebro es un factor clave en el desarrollo de la 

enfermedad de Parkinson (EP). Las células dopaminérgicas son responsables 

de la producción de dopamina, un neurotransmisor que se secreta en una 

población celular localizada en la base de los hemisferios cerebrales donde se 

encuentran las terminaciones de estas neuronas. A esta región del cerebro se 

la denomina estriado y su función es transmitir los impulsos nerviosos 

responsables del movimiento corporal, respuestas cognitivas y sensoriales. Es 

por ello que la falta de dopamina en el estriado conduce a la sintomatología 

asociada a la EP: temblor en reposo, bradicinesia, rigidez, alteraciones en la 

marcha, perturbaciones cognitivas, sensitivas, del humor, del habla y del 

sueño. 

 

Se ha apuntado a la señalización purinérgica como el mecanismo mediador de 

la muerte de las neuronas dopaminérgicas (Jun et al., 2007), pudiendo 

constituir la señal inicial en el desarrollo de la EP. Siguiendo este supuesto, 

nosotros en este trabajo nos hemos centrado en la caracterización de la 

señalización intracelular mediada por receptores purinérgicos en neuronas 

dopaminérgicas. En primer lugar quisimos comprobar si la estimulación de los 

receptores purinérgicos reproducían la inducción de una respuesta celular en la 

línea neuronal SN4741, determinando en este caso la activación de ERK. Tras 

confirmarlo, se ajustaron tanto la concentración como los tiempos de 

tratamiento con ATP, con objeto de establecer las condiciones óptimas de 

estimulación. Estudiando el grado de fosforilación de ERK, mostramos que 0,5 

mM de ATP era la concentración mínima que promovía esta respuesta 

intracelular. Curiosamente, esta concentración de ATP era considerablemente 

menor a las que otros grupos de investigación habían utilizado en sus estudios 

(Sato et al., 2006; Prasai et al., 2011; Liu et al., 2013) 

 

En cuanto a la cinética de fosforilación de ERK, observamos que la 

estimulación purinérgica promovía la fosforilación de esta cinasa con un pico 

máximo a los 5 minutos decayendo a tiempos prolongados. Es por esto que 



Discusión 

118 

nuestro enfoque experimental se centró en la activación temprana de 

moléculas de señalización mediada por la estimulación de estos receptores. 

Estos resultados concuerdan parcialmente con los obtenidos por Kulich et al. 

quienes describieron, utilizando un modelo neurotóxico de EP, una respuesta 

bifásica en la fosforilación de ERK. Estos autores observaban una primera fase 

de activación de ERK a los pocos minutos de la estimulación, pudiendo variar 

entre 2 y 15 minutos en base al número de pases de las células. Dicha señal 

decaía progresivamente y aparecía una segunda fase de activación hora y 

media post-estímulo (Kulich and Chu, 2001).  

 

Sin embargo, Jun et al. quienes también estudiaron la respuesta mediada por 

receptores purinérgicos, en este caso analizando el efecto en la viabilidad de la 

línea SN4741, percibieron que el efecto de muerte se producía tras 20 minutos 

de estimulación de los receptores. Estos resultados no permitían relacionar el 

perfil de activación temprana de ERK que nosotros observábamos, con dicha 

respuesta de muerte neuronal (Jun et al., 2007). Ello sugeriría, o que ambas 

respuestas eran independientes, o que podía darse una relación secuencial, en 

la que la activación de ERK podría tratarse de uno de los primeros eventos en 

la ruta de señalización que finaliza en la muerte de estas neuronas. 

 

Tal y como hemos descrito en el apartado de resultados, la estimulación de los 

receptores purinérgicos mediada por ATP promovía la activación tanto de la 

GTPasa Ras como de ERK en neuronas dopaminérgicas, aunque a través de 

vías de señalización ligeramente diferentes. Los resultados sugieren la 

participación de receptores purinérgicos capaces de activarse por BzATP como 

pueden ser el P2X1, P2X3, P2X4, P2X7 y P2X2. No obstante, tras los 

experimentos llevados a cabo en presencia  del antagonista específico para el 

receptor P2X7, se descartó que este receptor fuera el responsable de la 

activación de ERK, mientras que consideramos que aunque no el único, sí  fue 

uno de los mediadores mayoritarios de la activación de Ras. Basándonos en 

nuestros resultados, hipotetizamos que en neuronas dopaminérgicas, el ATP 

se unía al receptor P2X7, además de a los otros P2X anteriormente 

mencionados. Esta unión permitía la activación de Ras mediada 

fundamentalmente por el P2X7. Asimismo, al anular la capacidad de unión del 
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ligando a este receptor por la presencia de un antagonista específico, disminuía 

la activación de Ras, a la vez que se promovía una mayor unión del ATP a los 

receptores P2X1, P2X3, P2X4 y/o P2X2. Uno o varios de estos receptores son 

los responsables de la activación de ERK, por lo que el antagonista del 

receptor P2X7 promovía indirectamente la activación de ERK. 

 

Dada la importancia de las PKCs en la participación en la enfermedad de 

Parkinson (Kaul et al., 2003; Yang et al., 2004) y a la relación de esta familia de 

cinasas en la señalización intracelular temprana, se estudió el papel de las 

PKCs en la señalización purinérgica de neuronas dopaminérgicas. Observamos 

una implicación clara de las PKCs en la activación de Ras, aunque solamente 

en presencia de calcio extracelular. Dicha dependencia del calcio nos hizo 

pensar que quizás estas PKCs pertenecían a la subfamilia de las PKCs 

clásicas, ya que es la única de las tres subfamilias de las PKCs para la que 

este ion es indispensable para su activación. No obstante, sería interesante 

ahondar en este punto para esclarecer qué miembro de las PKCs sería el 

responsable de este efecto, y comprobar si pertenece a la subfamilia de las 

PKCs clásicas, tal y como proponemos. En cualquier caso, estas 

serina/treonina cinasas eran capaces de inhibir la activación basal de Ras, 

siempre en presencia de calcio extracelular. Esto sugería que el calcio 

extracelular estaría internalizándose a través de canales de calcio abiertos en 

condiciones basales. La mayoría de canales iónicos presentes en la membrana 

plasmática requieren de un estímulo externo, mediante el cual se da su 

apertura permitiendo así el flujo de calcio hacia el interior celular. Sin embargo, 

nuestros resultados sugerían una internalización de calcio independiente de 

estímulo.  

 

Recientemente, Lalonde et al. han descrito la existencia de un flujo de calcio 

transmembranal en neuronas en reposo (Lalonde et al., 2014), lo que 

coincidiría con nuestros resultados. Este flujo de calcio podría estar relacionado 

con un proceso mediante el cual la célula es capaz de detectar una disminución 

del calcio almacenado en el retículo endoplasmático (RE) y provocar una 

entrada de calcio extracelular para rellenar dichos depósitos. A este proceso se 

le conoce como SOCE (Storage-Operated Calcium Entry). A pesar de 
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conocerse hace ya una década, este proceso ha estado asociado 

sistemáticamente a las células del sistema inmune, y su implicación en la 

señalización neuronal no se ha desvelado hasta hace poco tiempo. Tal y como 

sugieren Hooper y colaboradores, en neuronas inactivas (cercanas al potencial 

de membrana en reposo), la falta de flujo de calcio a través de los canales 

dependientes de voltaje (VGCC) puede ser el desencadenante de la pérdida de 

homeostasis del calcio en el RE (Hooper et al., 2014). Cuando la actividad de 

los VGCCs es insuficiente para mantener los niveles de calcio en el RE, se 

activan las proteínas STIM presentes en la membrana de dicho orgánulo 

debido a la disociación del calcio unido a los dominios luminales. Es entonces 

cuando las proteínas STIM se asocian y activan a los canales CRAC (Calcium 

Release-Activated Channel), también llamados Orai1 por su gen codificante. 

Estos, son canales altamente selectivos para el calcio que permitirán su 

entrada y la reposición del RE, además de otros efectos moleculares mediados 

por calcio como segundo mensajero en la señalización intracelular (Soboloff et 

al., 2012) 

 

No obstante, la falta de actividad de los VGCCs puede no ser la única 

promotora de la liberación de calcio del RE y posterior activación del SOCE. En 

nuestros experimentos, las células estaban cultivadas en medio 

complementado con 10 % de FBS y probablemente, los factores de crecimiento 

presentes en el suero, estaban activando a los receptores con siete dominios 

transmembrana acoplados a proteínas G heterotriméricas (GPCRs). La 

activación de estos receptores induce un intercambio de GDP por GTP en la 

subunidad α de la proteína G heterotrimérica, lo cual provoca la disociación de 

las subunidades α y βγ. La subunidad α en su forma activa (cargada con GTP) 

es capaz de interaccionar con la fosfolipasa C (PLC) y activarla. Esta enzima 

es responsable de hidrolizar el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) de la 

membrana plasmática, generando dos metabolitos: inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) 

y diacilglicerol (DAG). El IP3  se difunde por el citosol llegando al retículo 

endoplasmático donde tras unirse a receptores específicos favorece la apertura 

de canales de calcio, con lo que se produce un flujo de calcio desde los 

almacenes del retículo endoplasmático hacia citosol. Este incremento de la 

concentración de calcio intracelular o el producido mediante la activación del 
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SOCE, junto con la producción del DAG a partir del PIP2, podría estar 

mediando la activación basal de las PKCs clásicas y consecuente inhibición de 

la GTPasa Ras.  

 

Ras, sin embargo, no es el único miembro de las pequeñas GTPasas que ha 

resultado estar implicado en la señalización mediada por receptores 

purinérgicos. A pesar de que las GTPasas de la familia Rho no parecen 

presentar ningún tipo de activación en este sistema, al menos en las 

condiciones experimentales que hemos llevado a cabo, esto no es así para la 

GTPasa Rap1, un miembro de las GTPasas de la familia Ras. Tal y como 

muestran nuestros resultados, esta GTPasa no responde al estímulo activador 

mediado por los receptores purinérgicos en presencia de calcio. Sin embargo, 

cuando se quela el calcio extracelular, el hecho de secuestrar este calcio 

facilita una pequeña activación de Rap1, la cual se manifiesta de manera 

indiscutible tras la estimulación de los receptores purinérgicos. Estas 

observaciones sugerirían que el calcio ejercería una acción inhibitoria sobre la 

ruta de activación de Rap1 en condiciones normales. La manifestación de la 

forma activa de Rap1 en ausencia de calcio, coincidía con un incremento en la 

actividad de Ras, lo cual nos condujo a pensar que Ras podría mediar en la 

activación de Rap1. Asimismo, en estas condiciones, observábamos también 

una pequeña muerte celular que no se daba en presencia de calcio, o lo que es 

lo mismo, en ausencia total de Rap1 activo. Esto sugería un posible papel de 

Rap1 como mediador de la muerte neuronal.  

 

Debido al papel de la PI3K como molécula efectora de Ras (Sjolander et al., 

1991; Rodriguez-Viciana et al., 1994) y a su vez proteína reguladora de la 

actividad de Rap1 (Suga et al., 2001; Jung et al., 2006; Moore et al., 2013), se 

decidió estudiar la posible existencia de una ruta Ras/PI3K/Rap1 en estas 

células. En condiciones basales, la inhibición farmacológica de la PI3K no 

ejerció efecto alguno sobre la actividad de Rap1. Sin embargo, tras el estímulo 

de los receptores purinérgicos y en ausencia de calcio, la PI3K mostraba una 

regulación de Rap1, sin modificar la actividad de Ras. En estas condiciones, 

nosotros proponemos que Ras podría mediar la activación de Rap1 a través de 

la PI3K, aunque son necesarios unos niveles mínimos de actividad de Ras para 
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transmitir dicha señal hacia Rap1. Dichos niveles no se alcanzarían en 

condiciones basales, pero sí tras la estimulación purinérgica. 

 

Considerando la importancia del calcio en nuestro sistema, centramos el 

estudio de la regulación de Ras en aquellos GEFs que pudieran estar 

regulados por calcio. Existen dos familias de GEFs para Ras especializados en 

la señalización neuronal asociados a flujos de calcio: RasGRP y RasGRF 

(Agell et al., 2002). RasGRP, incluye en su secuencia dos dominios típicamente 

asociados a la unión de calcio (dominios EF). Sin embargo, la participación de 

este ion como regulador de RasGRP no está claramente demostrada. Los 

dominios EF de este GEF no parecen actuar como típicos sensores de calcio, y 

se piensa que su papel podría estar más relacionado con la asociación de la 

proteína a la membrana plasmática (Stone, 2011). Por el contrario, tal y como 

muestran nuestros resultados, y coincidiendo con publicaciones anteriores, el 

otro GEF neuronal RasGRF, es un regulador de Ras claramente dependiente 

de calcio y calmodulina (Farnsworth et al., 1995). Nosotros comprobamos que 

el calcio era capaz de inducir la activación de Ras a través de su unión a 

calmodulina, ya que, la expresión en células HEK 293T de la forma mutante de 

calmodulina, incapaz de unir calcio, no favorecía la activación de Ras. El efecto 

de este mutante solamente era visible en presencia de calcio. La unión del 

calcio a calmodulina permite que la calmodulina cargada con dicho ion sea 

capaz de unirse y activar al GEF RasGRF1 mediando así la activación de Ras 

(Farnsworth et al., 1995). Sería interesante poder reproducir estos resultados 

en células que expresen RasGRF1 per se, ya que uno de los obstáculos que 

nos hemos encontrado en los ensayos con las células HEK 293T es que la 

propia sobreexpresión del RasGRF1 promueve la activación de Ras 

independientemente del estímulo purinérgico. Mediante experimentos en 

células SN4741 podríamos, además de comprobar la implicación de la ruta 

calcio/calmodulina/RasGRF1/Ras en estas células, estudiar el efecto de los 

receptores purinérgicos en ella.  

 

Además del sistema calcio/calmodulina, nuestros resultados sugerían la 

presencia de otro mecanismo de activación de Ras, ya que, se seguía 

observando una activación de dicha GTPasa en ausencia de calcio, que 
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además se veía afectada tras la estimulación de los receptores purinérgicos. 

No obstante, en la bibliografía se describe un mecanismo de activación de 

RasGRF1 mediado por fosforilación. Se conoce por ejemplo la regulación por 

fosforilación en serinas de RasGRF1 mediada por PKA (Baouz et al., 2001) y 

Cdk5 (Kesavapany et al., 2006) o en tirosinas mediada por Src (Kiyono et al., 

2000b), Ack1 (Kiyono et al., 2000a) y Trk-A, -B y -C (Robinson et al., 2005). A 

pesar de que nosotros no hemos sido capaces en nuestras condiciones 

experimentales de mostrar el estado de fosforilación de RasGRF1, 

consideramos la hipótesis de la presencia de una cinasa capaz de fosforilar en 

tirosina este GEF, ya que la fosforilación en estos residuos podría jugar un 

papel importante en el modelo de señalización de este sistema celular.  

 

Si tal y como proponemos hubiera una regulación positiva por fosforilación, 

obviamente la señal de desactivación debería de estar controlada por la acción 

de proteína fosfatasas. De hecho, las proteínas tirosina fosfatasas surgen en 

este trabajo como elemento esencial de señalización. Antes de interpretar su 

mecanismo de acción mediado por la activación de receptores purinérgicos es 

necesario analizar su actividad en las condiciones basales de estas células. 

Como se muestra en el apartado de resultados, las tirosina fosfatasas 

presentan una actividad basal inhibidora en neuronas tanto para Ras como 

para ERK. Esta actividad basal de las tirosina fosfatasas coincide con la 

descrita por Kim y colaboradores (Kim et al., 2001). Estos autores, describen la 

interacción del receptor purinérgico P2X7 con 11 proteínas, entre las cuales se 

encuentra la tirosina fosfatasa PTPRβ, una fosfatasa cuya expresión está 

restringida al sistema nervioso central. Resultados previos han mostrado la 

actividad reguladora de esta fosfatasa sobre la proteína cinasa del linfoma 

anaplásico ALK (Moog-Lutz et al., 2005; Mathivet et al., 2007; Perez-Pinera et 

al., 2007; Deuel, 2013). Cabe destacar que la activación de ALK se ha 

asociado a la diferenciación neuronal y crecimiento de neuritas mediado por la 

ruta MAPK (Souttou et al., 2001; Motegi et al., 2004; Degoutin et al., 2007; 

Palmer et al., 2009). Esto, nos condujo a estudiar el papel de la fosfatasa 

PTPRβ como posible responsable de la inhibición de la actividad basal 

observada en Ras y en ERK. Los resultados mostraron que, la PTPRβ regulaba 

la activación de Ras de la misma manera que lo hacían el conjunto de las 
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tirosina fosfatasas, y que por tanto, la PTPRβ podría tratarse de la fosfatasa 

responsable de dicha regulación. Sin embargo, esto no se mantenía en el caso 

de ERK. A pesar de inhibir la activación de ERK en presencia de calcio, la 

PTPRβ no tenía efecto alguno sobre la cinasa cuando se quelaba el calcio 

extracelular. Esto indicaba una dependencia de calcio en la actividad inhibidora 

de la PTPRβ sobre ERK. Como hemos propuesto anteriormente, las PKCs 

clásicas dependientes de calcio presentaban una actividad inhibidora sobre 

Ras. Por esta razón sugerimos que la actividad de la PTPRβ sobre ERK podría 

estar mediada por esas mismas PKCs. Así, la fosfatasa estaría activando las 

cPKCs que a su vez funcionarían como inhibidoras de ERK en presencia de 

calcio. La PTPRβ no mostraría ningún efecto sobre ERK en ausencia de calcio 

ya que, las PKCs clásicas no estarían activas en esas condiciones. Esta 

diferencia observada en cuanto al mecanismo de regulación de Ras y ERK no 

hacía más que confirmar una vez más la independencia de las rutas de 

activación de dichas proteínas, o que al menos ERK no estaba regulada 

únicamente a través de la vía clásica mediada por Ras. Por otro lado, estos 

resultados mostraban también que el mecanismo de regulación de ERK era 

diferente tras el silenciamiento específico de la PTPRβ comparado con la 

inhibición farmacológica de todas las tirosina fosfatasas, sugiriendo que aunque 

la PTPRβ funcionara como reguladora de ERK, existirían otras tirosina 

fosfatasas que podrían actuar también controlando la activación de ERK. No 

obstante, el mecanismo de acción de esas otras tirosina fosfatasas sería 

diferente al de la PTPRβ, ya que su efecto sobre ERK parece independiente de 

calcio.  

 

Como hemos visto, las tirosina fosfatasas funcionan como moduladores 

negativos de ERK en condiciones basales. Sin embargo, tras la estimulación 

purinérgica, estas fosfatasas no parecen ser funcionales, ya que tratamientos 

conducentes a su inhibición no producen ningún efecto sobre la actividad de 

ERK. Esto sugeriría que la estimulación de los receptores purinérgicos tendría 

un efecto represor sobre la actividad inhibidora de las tirosina fosfatasas, 

promoviendo así un mayor nivel de activación de ERK. Por otro lado, 

observamos que la estimulación de los receptores induce una mayor activación 

de ERK que la promovida mediante la inhibición farmacológica de las 
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fosfatasas basales. Esto indicaría que la estimulación de los receptores 

purinérgicos no solo promueve la activación de ERK mediante la inhibición de 

las fosfatasas, sino que existe además una ruta independiente a las fosfatasas 

por la cual los receptores purinérgicos activarían ERK. Silenciando la PTPRβ 

mostramos un perfil de acción sobre ERK similar al observado tras la inhibición 

del conjunto de las fosfatasas, sin olvidar que la regulación de la PTPRβ sobre 

ERK es dependiente de calcio.  

 

Como se ha mencionado anteriormente, todo indicaba que la única fosfatasa 

que regulaba la actividad de Ras en condiciones basales era la PTPRβ. Los 

experimentos de silenciamiento de esta fosfatasa sugerirían, que tal y como 

ocurría con ERK, los receptores purinérgicos estarían mediando la inhibición de 

la PTPRβ y por ende, promoviendo la activación de Ras, aunque en este caso 

por un mecanismo independiente a calcio. Curiosamente, la inhibición de las 

tirosina fosfatasas mediante el tratamiento con ortovanadato muestra un perfil 

de activación de Ras diferente al de ERK, ya que la estimulación de los 

receptores no logra promover la activación de Ras cuando las fosfatasas están 

inhibidas. Este resultado sugeriría que los receptores purinérgicos, además de 

inhibir la actividad de la PTPRβ, serían capaces de activar otra fosfatasa que a 

su vez induciría la activación de Ras. Esta hipótesis está en línea con lo 

publicado por Kim y colaboradores, en cuanto a que se observa una actividad 

fosfatasa mayor tras el estímulo de receptores purinérgicos (Kim et al., 2001). 

Según estos autores, existe una actividad fosfatasa basal que defosforila el 

receptor P2X7, y el estímulo para ese receptor promueve una mayor activación 

de una fosfatasa que actúa sobre el propio receptor, es decir, la estimulación 

del P2X7 induce una mayor defosforilación del mismo. Estos autores analizan la 

actividad global de las fosfatasas, sin diferenciar entre los diferentes miembros 

de esta familia, por lo que se interpreta que la fosfatasa con actividad basal 

sería la misma que la que aumenta su actividad tras la estimulación del P2X7. 

Nuestros resultados sin embargo, sugieren la participación de diferentes 

fosfatasas en la señalización celular. Así, la PTPRβ presentaría una actividad 

basal en las neuronas, mientras que sería otra fosfatasa, aún sin identificar, la 

que aumentaría su actividad tras la estimulación purinérgica. Dicha actividad 

podría actuar a través de los propios receptores purinérgicos tal y como 
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describen Kim et al. (Kim et al., 2001), o mediante un mecanismo 

independiente a los receptores, promoviendo en cualquier caso la activación de 

Ras. 

 

No obstante, la regulación de la actividad de Ras y ERK no es la única función 

de las tirosina fosfatasas en las neuronas dopaminérgicas. Otro de los efectos 

promovidos por la acción de estas fosfatasas es la muerte neuronal. Nuestros 

resultados muestran que la inhibición farmacológica de las tirosina fosfatasas 

por la acción del ortovanadato, previene la muerte de neuronas dopaminérgicas 

estimuladas con ATP. Este efecto protector de la muerte neuronal mediante la 

inhibición de las tirosina fosfatasas ya se había descrito en el modelo de EP 

inducido por la 6-OHDA (Yang et al., 2007), lo cual pone el foco sobre estas 

fosfatasas como potenciales dianas terapéuticas.  

 

Nuestra investigación se ha centrado en la tirosina fosfatasa PTPRβ, que sin 

ser la única implicada, sí resultó ser una de las tirosina fosfatasas responsable 

de la muerte celular. Silenciando el gen codificante de la PTPRβ con esiRNA, 

volvimos a observar un bloqueo de la muerte celular en este sistema 

experimental. La PTPRβ regula el estado de fosforilación de sus proteínas 

efectoras β-catenina (Meng et al., 2000), β-aducina (Pariser et al., 2005b; 

Pariser et al., 2005c), Fyn (Pariser et al., 2005a), las subunidades α y β de 

canales de sodio (Ratcliffe et al., 2000), GIT1/Cat1 (Kawachi et al., 2001) y 

p190 RhoGAP (Tamura et al., 2006). Desde un punto de vista funcional, estas 

proteínas efectoras han sido asociadas a la supervivencia de neuronas 

dopaminérgicas así como a la proliferación y la diferenciación de sus 

progenitoras (Herradon and Ezquerra, 2009). Es por ello que creemos, que 

mediante la inhibición tanto farmacológica como genética de la PTPRβ 

podríamos estar favoreciendo la fosforilación y activación de las proteínas 

efectoras mencionadas, promoviendo así la supervivencia neuronal.  

 

Además, esta implicación de la PTPRβ en la pérdida de viabilidad de las 

neuronas dopaminérgicas, podría estar relacionada con la aparición de la 

enfermedad de Parkinson. La PTPRβ es un receptor de membrana capaz de 

unir en su región extracelular pleiotropina (PTN) y midkina (MK), dos citocinas 
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que en estos últimos años están adquiriendo mayor relevancia en el área de la 

terapia contra la enfermedad de Parkinson. Los altos niveles de PTN en 

pacientes y modelos animales de Parkinson tratados con L-Dopa sugieren una 

función reparadora para esta citocina (Ferrario et al., 2004; Marchionini et al., 

2007), que además ha demostrado, al igual que la MK, ejercer un papel 

neuroprotector cuando se sobreexpresa en modelos neurotóxicos de EP 

(Taravini et al., 2011; Gombash et al., 2012). Considerando el papel inhibidor 

de PTN/MK sobre la PTPRβ y tras observar los efectos de esta fosfatasa como 

promotora de la muerte neuronal, probablemente mediante la defosforilación de 

sus proteínas efectoras β-catenina, β-aducina, Fyn, GIT1/Cat1 y/o p190 

RhoGAP, hipotetizamos una posible nueva ruta de señalización asociada a la 

EP, en la que el tándem PTN/MK ofrecería una función reparadora y 

neuroprotectora sobre las neuronas dopaminérgicas por el bloqueo que 

ejercerían sobre la fosfatasa PTPRβ. 

 

No obstante, nuestros resultados sugieren la participación de otras tirosina 

fosfatasas, además de la PTPRβ, en la muerte celular. Varias fosfatasas han 

demostrado jugar un papel importante en la muerte neuronal, aunque la 

participación de las proteínas defosforiladoras de residuos tirosina se limita a 

las descritas por Wu y colaboradores (Wu et al., 2002). Estos autores muestran 

una mayor expresión y participación de tirosina fosfatasas como DUSP1, 

DUSP5, DUSP6 o la PTPN23 en la muerte neuronal inducida por expansiones 

de poliglutaminas (Wu et al., 2002). La actividad fosfatasa de PTPN23 es un 

tanto controvertida, ya que algunos autores defienden su condición inactiva 

(Gingras et al., 2009), mientras otros, como el grupo de Maier han observado 

su capacidad defosforiladora sobre FAK, un proteína crucial en la regulación de 

la migración celular (Castiglioni et al., 2007; Mariotti et al., 2009). Las otras tres 

fosfatasas, DUSP1, DUSP5 y DUSP6, son proteínas expresadas en cerebro, 

pertenecientes a la familia de las fosfatasas de especificidad dual (Dual 

Specificity Phosphatases, DUSP), es decir, fosfatasas capaces de defosforilar 

en residuos de serina/treonina y tirosina. Algunos miembros de esta familia, 

entre los cuales se encuentran las fosfatasas mencionadas, se conocen 

también como fosfatasas de las MAPK (Mitogen-activated protein Kinase 

Phosphatase, MKP), ya que son capaces de actuar sobre las cinasas ERK, p38 
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y JNK (Camps et al., 2000). DUSP5 y DUSP6 son fosfatasas selectivas para 

ERK, aunque DUSP1 también puede actuar sobre dicha cinasa (Clark et al., 

2008). Tal y como muestran nuestros resultados, la activación de ERK en 

neuronas dopaminérgicas está controlada mediante proteínas tirosina 

fosfatasa. Aunque la PTPRβ explica algunos de nuestros resultados, no es la 

única tirosina fosfatasa implicada en la regulación de ERK, y por tanto, la 

DUSP1, DUSP5 y/o DUSP6 podría(n) surgir como la(s) tirosina fosfatasa(s) 

aún sin identificar de nuestro sistema neuronal.  

 

La señalización de ERK se puede considerar como una ruta favorecedora de la 

supervivencia (Baines et al., 2002), aunque también se ha sugerido que puede 

promover la muerte celular (Chu et al., 2004; Zhuang and Schnellmann, 2006; 

Ren et al., 2009). Varios modelos de toxicidad neuronal asociados a la EP 

muestran una mayor actividad de ERK presente sobre todo en el citoplasma y 

mitocondrias, acompañado de un incremento de la mitofagia, es decir, de la 

degradación de mitocondrias por autofagia (Zhu et al., 2002; Chen et al., 2004; 

Dagda et al., 2008). Mientras niveles bajos de mitofagia confieren 

neuroprotección, una actividad excesiva por incremento de fosforilación de 

ERK es perjudicial para la funcionalidad de  las neuronas. En nuestro sistema 

celular, observamos una diferencia entre las tirosina fosfatasas reguladoras de 

ERK y las reguladoras de la muerte celular en cuanto a que las primeras se 

inhiben tras la estimulación purinérgica, mientras que las implicadas en la 

muerte neuronal actúan de manera independiente al estímulo purinérgico. No 

obstante, es importante señalar que estos dos procesos pudieran estar en 

parte relacionados y regulados por las mismas fosfatasas (DUSP1, DUSP5 y/o 

DUSP6), aunque la señalización purinérgica upstream de éstas, afectara 

solamente a la vía de regulación de ERK. 

 

Sin bien las fosfatasas han mostrado jugar un papel importante en la muerte 

neuronal, los ensayos de MTT tras la estimulación de los receptores 

purinérgicos, revelan otro modulador de la viabilidad celular en este sistema: el 

calcio. Los experimentos realizados en ausencia de calcio extracelular 

demuestran que la estimulación de los receptores purinérgicos conlleva 

siempre una muerte celular, y que además, la presencia de actividad fosfatasa 
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multiplica dicho efecto. En el caso de haber calcio en el medio extracelular, las 

fosfatasas también poseen una actividad basal que promueve la muerte celular, 

pero además, inhiben el efecto de proliferación mediado por receptores 

purinérgicos que se da en estas condiciones. Es probable que estos receptores 

mediadores de la proliferación celular sean receptores de la familia P2Y, ya que 

publicaciones anteriores describen la proliferación de progenitores neuronales 

mediada por este tipo de receptores (Ryu et al., 2003; Weissman et al., 2004; 

Resende et al., 2008). Estos resultados sugieren por una parte que los 

receptores purinérgicos activados pueden conducir a la muerte celular en 

ausencia de calcio, y por otra, que pueden mediar la proliferación celular 

siempre que haya calcio extracelular y que la actividad de las fosfatasas esté 

inhibida. En caso de que cualquiera de estos dos factores se vea alterado, 

especulamos que se podría producir una muerte de las neuronas 

dopaminérgicas que en último término podría asociarse con los primeros 

estadíos de la  EP. 

 

Como se ha demostrado en el presente trabajo, la actividad de Ras, ERK y la 

muerte celular son tres elementos fundamentales en la señalización de las 

neuronas dopaminérgicas. Además, observamos que tanto el calcio como la 

actividad de tirosina fosfatasas son esenciales en la regulación de estas rutas 

de señalización. La fosfatasa PTPRβ ha mostrado tener un papel esencial en 

este sistema, aunque los resultados sugieren la existencia de otras tirosina 

fosfatasas reguladoras de Ras, ERK y muerte celular. Sería interesante por 

tanto, plantear futuros experimentos para poder identificar las tirosina 

fosfatasas funcionales implicadas en la señalización y regulación las neuronas 

dopaminérgicas, comenzando por el estudio de fosfatasas asociadas al SNC 

como son la PTP1B (Dube and Tremblay, 2004), PTPN11 (Matozaki et al., 

2009), STEP (Munoz et al., 2003; Paul et al., 2003), PTPε (Toledano-Katchalski 

et al., 2003) o DUSPs (Camps et al., 2000; Wu et al., 2002). Creemos además, 

que tanto  la regulación de Ras, como la de ERK y la muerte celular, muy 

probablemente no son procesos aislados sino que están relacionados de 

alguna manera entre sí. El estudio de la conexión entre estos tres elementos 

claves en la biología neuronal  ayudaría a completar el esquema de 

señalización en este tipo celular, además de identificar nuevas posibles dianas 
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terapéuticas contra la muerte de neuronas dopaminérgicas implicadas en la 

enfermedad de Parkinson.  

 

MODELO DE SEÑALIZACIÓN PROPUESTO  

 

En base a los resultados presentados, proponemos un nuevo modelo de 

señalización celular mediada por receptores purinérgicos en neuronas 

dopaminérgicas, representado en la Figura 43. En esta señalización, es 

esencial la participación de las proteínas tirosina fosfatasas, que funcionan 

como reguladoras de otras proteínas tales como Ras o ERK, y de procesos 

como la muerte celular. Sin embargo, no todas las fosfatasas están reguladas 

de la misma manera ni actúan igual sobre los receptores. Otro de los factores 

importantes, es la disponibilidad del calcio extracelular, ya que tras 

internalizarse regula diversas rutas de señalización. 

 

 
 

Figura 43. Esquema representativo propuesto para los modelos de cascadas de 
señalización mediadas por receptores purinérgicos en neuronas 
dopaminérgicas. Las interacciones observadas en este trabajo se representan 
mediante flechas continuas. Las flechas discontinuas representan interacciones 
basadas en evidencias no demostradas. 
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VIII. CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral han dado lugar a las siguientes 

conclusiones: 

 

1. 0,5 mM de ATP es la concentración mínima necesaria para mediar una 

señal celular detectable en neuronas dopaminérgicas. 

 

2. La activación de la GTPasa Ras está mediada mayoritariamente por el 

receptor P2X7, mientras que la activación de ERK la promueven los 

receptores P2X1, P2X3, P2X4, y/o P2X2. 

 

3. Las PKCs dependientes de calcio regulan la activación neuronal de Ras.  

 

4. La estimulación purinérgica de neuronas dopaminérgicas en ausencia de 

calcio extracelular conduce a la activación de Rap1 y a una mayor 

actividad de Ras, para finalmente desembocar en muerte celular.  

 

5. El aumento de la actividad de Rap1 tras la estimulación purinérgica de 

neuronas dopaminérgicas es dependiente de PI3K.  

 

6. Ras se activa mediante la ruta P2X7/calcio/calmodulina/RasGRF1, en 

células HEK 293T.  

 

7. La tirosina fosfatasa PTPRβ funciona como inhibidora de Ras y ERK en 

condiciones basales y es inhibida mediante la estimulación de los 

receptores purinérgicos en neuronas dopaminérgicas. 

 

8. Los receptores purinérgicos median la activación neuronal de Ras 

además de inhibiendo una fosfatasa inhibidora (la PTPRβ), activando 

otra tirosina fosfatasa activadora de Ras.   

 

9. La regulación basal de ERK mediada por la PTPRβ es dependiente de 

calcio.  
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10. La PTPRβ no es la única fosfatasa reguladora de ERK en neuronas 

dopaminérgicas. Existen otras tirosina fosfatasas implicadas en la 

inhibición de ERK, esta vez independientes a calcio que son, al igual que 

la PTPRβ, inhibidas tras la estimulación purinérgica. 

 

11. Los receptores purinérgicos de neuronas dopaminérgicas promueven 

una activación de ERK independiente a la actividad de las tirosina 

fosfatasas. 

 

12. La estimulación de receptores purinérgicos, en ausencia de calcio y/o 

presencia de actividad de la PTPRβ y otras fosfatasas, induce la muerte 

de neuronas dopaminérgicas. 
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