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Excelentisima Sra. Presidenta de la Academia,
Excelentisimos sefioras y sefiores académicos,
Queridos colegas, familiares y amigos,
Sefioras y sefiores.

Quiero expresar, en primer lugar, mi mas profundo agradecimiento a las
personas que han hecho posible que hoy yo esté aqui. Al Profesor Miguel
Delibes, Presidente de la Seccion de Ciencias Naturales, al Profesor Carlos
Belmonte y al Profesor Esteban Domingo, que presentaron mi candidatura,
y a cada uno de los miembros de esta Academia que la apoyaron, les debo
una inmensa gratitud.

Para mi, ingresar en la Academia es enormemente importante y satis-
factorio, tanto mas tras recordar y asumir de donde se viene. Mis padres
fueron una de tantas parejas que hubieron de dejar su casa, sus costum-
bres, sus amigos y emigrar a la gran ciudad, fria e incierta. Como muchos,
fueron buscando una vida que proveyera de las oportunidades a sus hijos
que ellos no tuvieron, para que pudieran desarrollar sus aptitudes. Eso si,
se fueron con una instruccion bien asumida, que el futuro para ellos y sus
hijos s6lo se ganaria con el compromiso diario y un esfuerzo sostenido.
Quiero ver hoy recompensado ese afdn con este reconocimiento y es a ellos
a los que quiero dedicarselo. Estoy seguro de que, de estar entre nosotros,
hoy se sentirian ciertamente orgullosos y verian recompensados muchos de
sus esfuerzos y carencias.

Debo una buena parte de lo que soy al Profesor Belmonte, al que tam-
bién agradezco profundamente haber aceptado impartir el discurso de
contestacion. Carlos Belmonte es un ejemplo paradigmatico de vision de
futuro, de entusiasmo y de generosidad, y reconozco y agradezco su ex-
traordinaria capacidad de persuasion y de generacion de entusiasmo. Hace
ya mas de 20 afios, logré convencernos a mi pareja, la Profesora Angela
Nieto, y a mi para unirnos al proyecto del Instituto de Neurociencias en
Alicante. Hemos trabajado juntos para convertir un instituto joven en un
centro de prestigio internacional y creo que lo hemos conseguido. Muchas
gracias, Carlos, por haber hecho posible esta realidad y por enriquecerme
con tu amistad.
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Desde aquel momento en el que un estudiante de biologia decidié que
queria desentrafiar las bases de las enfermedades mentales, convencido
de que éstas tenian un sustrato fisico, por tanto analizable, hasta hoy
ha sido un camino recorrido de la mano de grandes y generosas perso-
nas. Quiero reconocer aqui a aquellos que moldearon mi personalidad
cientifica. El Dr. Elio Garcia-Austt, destacado neurofisiélogo uruguayo,
pionero en el estudio de los ritmos cerebrales, se traslado de Uruguay a
Espafia donde fundo el Servicio de Neurologia Experimental en el Hospi-
tal Ramon y Cajal. Fue algo mas que mi director de tesis, y me acogié en
su laboratorio siendo un estudiante de tercer
curso con la consigna “si tu quieres aprender
a investigar, yo te puedo enserniar, pero ten en
cuenta que la investigacion es 20% de inspira-
cion y 80% de transpiracion”, parafraseando
la famosa frase atribuida a Thomas Alva Edi-
son. El Profesor Jos¢ Manuel Rodriguez-Del-
gado, fundador y director del Dpto. de Inves-
tigacion del Hospital Ramon y Cajal, que me
dio un laboratorio (inicialmente vacio), ciertas
responsabilidades y libertad para investigar.  p, Ejio Garcia-Austt
El Dr. Rodriguez-Delgado fue un pionero en  (1919-2005)
la investigacion sobre el control cerebral me-
diante interfaces cerebro-ordenador, que ya
intentaba desarrollar en los 70. Y a mis com-
paneros de entonces, incluidos los de facultad,
algunos ya miembros de esta Academia, que
ayudaron a moldear mi cerebro como perso-
na. Ahora sabemos que esto es asi y que las
interacciones sociales en la juventud son fun-
damentales e influencian la maduracion y es-
tructuracion de tu cerebro, determinando, para
bien o para mal, tu personalidad y capacidades Dr. J. M. Rodriguez-Delgado
personales a futuro. (1915-2011)

Efectivamente, durante la escritura de este discurso he rememorado
muchos de los momentos en mi carrera y tal vez con la sensatez que otor-
gan los anos, me he dado cuenta de que la carrera de cada uno depende en
gran medida de lo que sus mentores han hecho por él. Quiza una excesiva
vehemencia, y la inexorablemente bisona defensa de tus ideas, te lleva a
pasar por alto el esfuerzo de los que te estan formando. Y es de justicia
reconocer que uno es en gran medida lo que efectivamente han hecho de
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¢l. Por eso también quiero reconocer el papel que la universidad publica
ha jugado en mi carrera e incidir en mi agradecimiento a los profesores
y a quienes han sido mis mentores. Con el tiempo te das cuenta como
ellos, con gran paciencia y dedicacion, moldearon tu forma de pensar,
cultivaron tu curiosidad y te ensefiaron el valor de la ética y la perseve-
rancia. Algunos los he mencionado ya. Quiero afiadir al Profesor Mike
Bennett y la Profesora Suzanne Zukin, ambos del Albert Einstein College
of Medicine, con los que tuve el honor de trabajar y compartir y disfrutar
una larga amistad. Igualmente mencionar al Profesor Washington Bufio;
juntos nos incorporamos al Instituto Cajal desde el Hospital Ramon y
Cajal para comenzar una nueva andadura. Y quiero agradecer igualmente
a la institucion que me ha cobijado durante 40 afios, el Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas, por permitirme desarrollar mis ideas junto
a las personas que, a lo largo de los afios, han ido componiendo mi grupo
de investigacion con las que siempre estaré en deuda. Un grupo nunca
demasiado grande, pero si muy motivado, formado por personas prove-
nientes de diversos paises, que confiaron en mi como su mentor y cuyos
nombres se indican al final de esta memoria.

Recibo la medalla nimero 39, que anteriormente ocuparon ilustres
académicos, el ultimo de ellos, el Excmo. Sr. D. Jesus Antonio Vera To-
rres, Catedratico de Estratigrafia de la Universidad de Granada. Se me
ocurre que la estratigrafia y la neurociencia tienen en comun el que am-
bas disciplinas estudian capas y estructuras para comprender sistemas
complejos a lo largo del tiempo. La estratigrafia estudia capas de roca
sedimentaria para descifrar la historia de la Tierra; la neurociencia exa-
mina capas de tejido cerebral y redes neuronales para comprender las
funciones cognitivas y el desarrollo neuronal. En estratigrafia, cada capa
ofrece un registro de los acontecimientos geoldgicos; en neurociencia,
los circuitos neuronales y las capas cerebrales permiten vislumbrar diver-
sos aspectos de la conducta.

Acabo mencionando la importancia de la familia y, volviendo al prin-
cipio, reitero el enorme débito que tengo con mis padres por no regatear
nunca su esfuerzo personal y demostrar gran generosidad y amor por sus
hijos; con mis hermanos que, siendo yo el pequeio, me cuidaron y enten-
dieron tanto como la situacion permitia; con mis sobrinos, con mis amigos
y como no, por encima de todo con mi pareja, la Profesora Angela Nieto,
Académica de esta Academia, que ha sido fuente de inspiracion y apoyo
constante.
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1. LA TAREA DE ENTENDER EL CEREBRO HUMANO

En la investigacion «puray, el cientifico utiliza su imaginacion practicamente
del mismo modo que el artista. Habla de un experimento bello mas que de uno
conveniente. Al igual que el artista, se preocupa de explorar por explorar. Si
los resultados de los estudios resultan utiles en el contexto de algun objetivo
especifico de supervivencia, tanto mejor, pero esto es secundario”.

DESMOND Morris, The Naked Ape, 1967

Una de las tareas a la que el ser humano ha dedicado gran esfuerzo es a ex-
plicar y entender su mente. Aunque existen todavia algunos que lo ponen en
duda, la mente es el producto del cerebro, ese kilo y medio de materia que,
en palabras del presidente Barack Obama, tenemos entre las orejas. Gracias
al advenimiento de la neurociencia, los avances en los ultimo 50-70 afios
han sido tan numerosos y profundos que la dualidad conceptual mente-cere-
bro ha desaparecido. Efectivamente, las tltimas décadas han sido revolucio-
narias para la neurociencia y el conocimiento de nuestro sistema nervioso.
Afios de extraordinario crecimiento y oportunidades gracias a la expansion
de las tecnologias, el aumento de la inversion global en ciencia y, sobre todo,
la constatacion de que la comprension del cerebro —nuestra mente— es una de
las principales fronteras de la biologia', tal vez la mas importante.

Dado el grado de conocimiento de los sistemas biologicos a todos los ni-
veles, no es sorprendente descubrir que los mecanismos mediante los que el
cerebro controla las funciones del organismo son tremendamente similares
en todos los animales. La forma en la que el cerebro gestiona las emociones
o necesidades basicas, como comer o dormir, no difiere en lo sustancial de la
elaboracion de los pensamientos complejos. Y aunque el cerebro puede dife-
rir entre los distintos seres vivos en grados de complejidad, se rige por princi-
pios estructurales y funcionales universales, que son comunes a todos ellos.
De hecho, los impulsos eléctricos posibilitan el lenguaje que, a través de la
comunicacion interneuronal, usan las redes neuronales, de cuya actividad no
solo emergen las conductas mas elementales, sino también los mas compli-
cados procesos mentales como la consciencia. Y los impulsos nerviosos y
sus mecanismos en los nervios de cualquier invertebrado son practicamente
idénticos a los que se generan en nuestras propias fibras nerviosas.

A In “pure” research, the scientist uses his imagination in virtually the same way as the

artist. He talks of a beautiful experiment rather than of an expedient one. Like the artist, he
is concerned with exploration for exploration’s sake. If the results of the studies prove to
be useful in the context of some specific survival goal, all the good, but this is secondary.

11
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2. CAJAL Y LA SINAPSIS

En el ocaso del siglo XIX y los albores del siglo XX, Santiago Ramén y
Cajal, utilizando la técnica de impregnacion desarrollada por Camillo Golgi,
observa al microscopio que el tejido nervioso esta formado por unidades
celulares individuales, separadas y no en contacto directo entre si, que Hein-
rich Wilhelm Waldeyer habia denominado “neuronas”. Cajal desarrolla la
teoria neuronal, que considera la neurona la unidad minima morfologica y
funcional del sistema nervioso, y que ha de conectarse con las demas de
alguna manera. Aunque el propio Waldeyer es a menudo reconocido como
el formulador de la teoria neuronal al hacer explicito que las neuronas son
elementos discretos desde el punto de vista del desarrollo, estructura y fun-
cion, el propio Cajal mordazmente aclard, refiriéndose a la teoria neuronal,
que aunque —Waldeyer— “la soporto
con el prestigio de su autoridad, no
contribuyo con ninguna observa-
cion personal, sino que se limito a
exposiciones brillantes de las prue-
bas objetivas aducidas por His, Ko-
lliker, Retzious, van Gehuchten y yo
mismo, y el invento afortunado del
término neurona’®. De hecho, fue-
ron las observaciones minuciosas de
Cajal, junto con una notable maes-
tria al plasmarlas en sus dibujos las
que mostraron la verdadera natura-
leza de estas células y revelaron su
variada morfologia. Ademas, Cajal
fue capaz de discernir conceptos fi-
siologicos, como la polarizacion de
las neuronas e incluso apuntar como
fluye la informacion en los circuitos
formados por multiples neuronas
(Figura 1, 2). Por todo ello, es de  Figura 1. Dibujo de Ramén y Cajal, mos-
justiia considerar a Cajal como cl 13140 a8 prcivaes conoiones e
padre de la neurociencia moderna  esiructura involucrada en la adquisicion de
al abrir las puertas a una nueva con- la memoria. Obsérvese como el flujo de
cepcion del sistema nervioso, con informacién estd correctamente indicado

. L. mediante las flechas dibujadas sobre cada
claras consecuencias fisiologicas. una de las vias.

Mo ey

e

vekeg

B Cajal, 1954, citado por Cowan y Kandel, 2001

12
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Figura 2. A. Dibujo original de Cajal que representa el circuito responsable de la inhibicion
feed-forward en el giro dentado: A, fibra aferente; B, corpusculo de axén corto que ter-
mina alrededor de los granulos (es decir, célula en cesta); C, célula granular; D, pequefio
elemento de axon corto. B. En este dibujo Cajal representa el circuito cerebeloso de una
manera muy simple pero precisa, mostrando la direccion del impulso nervioso con flechas
indias. Basicamente, desde los nucleos pontinos, las fibras musgosas llegan al cerebelo
y transmiten informacién a las células granulares. Estas células conducen la informacién
a través de sus axones, las fibras paralelas, hacia las dendritas de las células de Purkinje
y, finalmente, son estas células las que proyectan el impulso nervioso fuera del cerebelo.
Noétese como los terminales presinapticos contactando con los elementos postsinapticos
se dibujan desproporcionadamente separados.

Dado que estaba perfectamente asumido que el sistema nervioso utili-
zaba sefiales eléctricas, aunque atn se ignoraba cdmo éstas se generaban,
la teoria reticular avalada por Golgi y otros era perfecta para explicar la
transmision de la informacion a través de todo el cerebro. Por el contrario,
el advenimiento de la teoria neuronal daba lugar al interrogante de como
la electricidad podia saltar de una célula a otra salvando la discontinuidad
entre las neuronas propuesta por Cajal. Charles Scott Sherrington, un fisio-
logo inglés coetaneo de Cajal al que conoci6 en 1885, abund6 en las ob-
servaciones del propio Cajal, apoyando la idea de que la informacion fluia
de una neurona a otra a través de unos puntos concretos, esas ‘“zonas de
aposicion nunca continuas” que Cajal citaba, donde el ax6n se aproximaba
al cuerpo neuronal o a las extensiones dendriticas de la neurona vecina.
Sherrington las denominé “sinapsis”™, lo que reforzé la hipétesis del co-

€ En realidad, Sherrington pensé inicialmente usar el término “sindesmo”, pero tras
9

consultar con un amigo y colega del Trinity College, el erudito Euripideo Arthur Woollgar
Verrall, éste le sugirié “sinapsis” del griego “broche”

13
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nectivismo. Sherrington no se limit6 a impulsar las ideas de Cajal y acufiar
el término sinapsis. Sus estudios sobre los reflejos flexores y extensores
espinales, excitatorios e inhibitorios, coordindindose mutuamente, ofrecen
una explicacion para que al ser integrados posteriormente en centros ner-
viosos superiores en el cerebro den origen al comportamiento. Sus traba-
jos brindan una vision del sistema nervioso funcionando coordinadamente
para elaborar respuestas complejas. Segiin abogan diversos neurocientifi-
cos, su trabajo publicado bajo el titulo Integrative Actions of the Nervous
System?* se sitla, junto a la Histologie du Systéeme Nerveux de I’Home et
des Vertébrés®, como uno de los pilares fundacionales incuestionados de la
neurociencia moderna. Tanto Cajal, en 1906, como Sherrington, en 1932,
fueron galardonados con el Premio Nobel por sus contribuciones en el
campo.

Pero ;jen qué consiste ese proceso que otorga a las células nerviosas
su especial capacidad para comunicarse entre si rapidamente y con tanta
precision? Un amplio nimero de cientificos han aportado conocimiento
en la carrera por responder a la pregunta de como el impulso nervioso es
trasmitido de una neurona a otra, salvando la discontinuidad entre ambas,
la sinapsis. Quizas la primera indicacion de la existencia de neurotransmi-
sores la hizo J. Newport Langley en 1905, quien aporto la primera eviden-
cia de que la transmision del impuso nervioso de una célula a otra podria
deberse a la liberacion de un mediador quimico que ejerciera el efecto en la
neurona con la que hacia contacto. A este mediador se le llamé neurotrans-
misor. Afios mas tarde, un estudiante de Langley, Henry Dale, fue capaz
de concluir a partir de una serie de experimentos farmacologicos que ese
mediador quimico podria ser la Acetilcolina. Finalmente, cabe mencionar
el famoso experimento de Otto Lewi, usando corazones de rana, mediante
el que demostrd inequivocamente la existencia del “Vagusstoff” en 1921,
mas tarde identificado como la propia Acetilcolina.

Tal vez los experimentos iniciales mas decisivos para entender el pro-
ceso de neurotransmision fueron llevados a cabo por Bernard Katz, José
del Castillo y Ricardo Miledi. Ambos realizaron estudios electrofisiologi-
cos sobre la union neuromuscular, la sinapsis que comunica los axones de
las neuronas motoras y el musculo que inervan. Y de ellos extrajeron tres
conclusiones principales: la primera, que el impulso nervioso desencadena
una serie de acontecimientos necesarios para que se libere el neurotransmi-
sor; la segunda, que para que esto se produzca es necesaria la cooperacion
del ion calcio mediante su entrada en el terminal sinaptico del axon; y
la tercera que el neurotransmisor no se libera de forma continua, sino en

14
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“paquetes”, que denominaron “quanta”. Es decir, el neurotransmisor se ve
almacenado en pequefias vesiculas dentro de la terminal que se fusionan
con la membrana de la terminal vaciando su contenido al exterior de for-
ma todo o nada. Una vez alli, las moléculas de neurotransmisor se unen a
receptores especificos situados en la célula postsinaptica desencadenando
una respuesta en la misma.

Asi, el conocimiento de la comunicacion neuronal ha seguido progre-
sando hasta la actualidad. El auge de las técnicas bioquimicas permitio el
aislamiento de los neurotransmisores, utilizados como mensajeros por las
células nerviosas, en las décadas de los 60 y 70 del pasado siglo y, posterior-
mente, con el advenimiento de las técnicas de biologia molecular, la identi-
ficacion y caracterizacion de sus correspondientes moléculas receptoras, de
lo que en numerosos casos fui testigo y/o mi grupo contribuyo a ello.

Las sinapsis, pues, son uniones intercelulares especializadas entre las
neuronas o entre neuronas y otras células excitables (p.ej. el musculo), a
través de las cuales se transmite la informacion en forma de impulsos eléc-
tricos y sefiales quimicas con una alta precision y rapidez. En promedio,
una neurona forma varios miles de conexiones sinapticas y recibe un ni-
mero similar. La célula de Purkinje del cerebelo, por ejemplo, recibe hasta

Tipo de Sefalizacié

Tipo Neurotransmisor Abrevi — —
Metabotrépica lonotrépica
Glutamato Glu mGluRs NMDA' Kainate and AMPA
(iGluRs)
Aminoéacidos Acido y-aminobutirico GABA GABAg GABA,, GABAA-p
Glicina Gly - Receptor de Glicina
Acetilcolina Acetilcolina ACh Muscarinicos M1-M5  Nicotinicos
[ Dopamina DA D1-D5
M : Adrenalina/Noradrenalina A al,a2 N
onoaminas N
Serotonina 5-HT 5-HT1, 2, 4-7 5-HT3
| Histamina H H3
Choleocistoquinina CCK CCK-B
Vasopresina VP V1,Vv2
o Oxitocina OXT OxtR
Péptidos Neuropéptido Y NPY NPYR
Somatostatina SOM SOMR
Substancia P SP B
_Péptido Intestinal Vasoactivo VIP VIP receptor
Cannabinoides = Anandamida AEA CB1,CB2
Dinorfina Dyn KOR (k receptor)
Opioides Endorfina Endo Receptores p, Ky &
_Encefalina Enk Receptores py d
Gas Oxido Nitrico NO Guanilato Ciclasa
Soluble
ATP Adenosina trifosfato ATP P2y P2X

Tabla 1. Principales neurotransmisores y sus receptores en el Sistema Nervioso

15
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100.000 entradas sinapticas. Esta red compleja permite la comunicacion y
la integracion de la informacion que el cerebro procesa.

Efectivamente, las técnicas de biologia molecular permitieron identifi-
car los genes responsables de la expresion de las proteinas fundamentales
que hacen este complejo proceso posible, e incluso de la secuenciacion
masiva de genomas, entre ellos el humano; también de la creacion de ani-
males de laboratorio transgénicos donde la expresion de estas proteinas
es manipulada al objeto de averiguar su funcion. Por tltimo, la mejora de
las técnicas de microscopia optica ha permitido el desarrollo de técnicas
de imagen con las que poder visualizar el funcionamiento de las neuro-
nas en tejido vivo. Estos factores han contribuido sinérgicamente a que la
cantidad de informacion acerca de como funciona la sinapsis y el sistema
nervioso sea enorme, y ha hecho que la neurociencia sea una ciencia mul-
tidisciplinar que abarca desde la psicobiologia al estudio estructural de las
moléculas responsables de dicho funcionamiento.

Por lo expuesto, se puede concluir que, en menos de un siglo, la ciencia
paso de cuestionarse el problema de la mente humana y su relacion con
el cuerpo, a desentraiar los mecanismos intimos, a nivel molecular, del
funcionamiento de dicha mente. Los logros espectaculares de la biologia
en los ultimos cincuenta afos estan haciendo posible la comprension en
términos bioldgicos de la mente humana; en palabras del Nobel Eric Kan-
del?, el conjunto de procesos mas complejos del universo. Pero hoy pode-
mos asegurar que la mente humana se conforma a través de las conexiones
neuronales.

3. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA SINAPSIS

Hasta ahora hemos hablado conceptualmente de
la sinapsis quimica. Es decir, aquella que usa
un intermediario quimico para propagar la sefal
eléctrica. No queremos continuar sin mencionar
que hay sinapsis en las que la transmision ocu-
rre mediante la propagacion directa del estimu-
lo eléctrico. Cabe aqui mencionar la aparente
paradoja de que uno de mis mentores con el que
estudié diversos aspectos de los receptores del
neurotransmisor glutamato, usado en la inmen-
sa mayoria de las sinapsis quimicas excitadoras,  Michael V. L. Bennett
Michael V.L. Bennett, fue uno de los mayores  (1931-2023) en 1998.

16



La sinapsis en el laberinto de la mente

Presynaptic Postsynaptic
RTN4R
RTN4RL1
RTN4RL2

Synaptic cleft

GluKs*
(Kainate Rec.)

Unknown

Latrophilins*
Unc5a-5d|

Neurexo-
philins

Neuroligins*

Dystmglycan*

LRRTMs*

Nt
Neurexins

GABA-A

CA10 Receptors

CA11

Calsyntenins
FAM19A1

to FAM19A4

SALMs
PTPRD "
PTPRF, SliTrks
PTPRS

IL-1RAPs™

Netrin-G1 Netrin-G Ligand 1
Netrin-G2 Netrin-G Ligand 2
Neuronal GluA1-4
Pentraxins (AMPA-
Receptors)
SynCAMs SynCAMs
Ephrin B

Type I
Type Vil cadherins
cadherins

Unknown

% = genetic association with neuropsychiatric disorders
boxed = also implicated in developmental functions unrelated to synapses

Figura 3. Diagrama esquematico de los complejos trans-sindpticos de moléculas de ad-
hesién sinaptica (SAM) que gobiernan el ensamblaje de sinapsis. La mayoria de los SAM
candidatos realizan funciones adicionales fuera de las sinapsis. Las lineas y flechas indican
interacciones, con las interacciones cis mostradas como lineas punteadas y las interaccio-
nes trans menos validadas mostradas como lineas discontinuas. DCC, eliminado en cancer
colorrectal; EphB, Efrina B; FLRT, fibronectina transmembrana rica en leucina; LRRTM,
transmembrana con repeticiones ricas en leucina; Rec., receptor; RTN, reticulén; SALMs,
moléculas similares a adhesién sinéptica; SliTrks, proteinas similares a Slit y Trk; SynCAM,
molécula de adhesién celular sindptica; TrkC, quinasa del receptor de tropomiosina C.
Figura tomada de Sudhof, 20215
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impulsores de la sinapsis eléctrica. De hecho, Bennett acabo con el em-
pecinamiento de muchos que mantenian que toda la transmision sinaptica
en el cerebro era quimica. Bennett, lamentablemente fallecido hace poco
mas de un ano, demostré que las sinapsis eléctricas (o electrotonicas) se
encuentran comunmente en circuitos que son activados rapidamente y en
conjuntos de neuronas sincrénicamente activas en las que la reciprocidad y
la velocidad son importantes. En este sentido, el acoplamiento electrotoni-
co de las células a través de estas uniones es referido como una interesante
excepcion a la teoria neuronal tal y como Cajal y otros la habian inicial-
mente concebido.

Mi disertacidn, sin embargo, se centrara en la sinapsis quimica excita-
dora, aquellos sitios de discontinuidad en el circuito, postulados tan acerta-
damente por Cajal, donde la transmision de la sefial se encuentra mediada
por el glutamato mediante procesos finamente regulados. Una sinapsis, por
tanto, comprende partes de dos neuronas: una, presinaptica, la que envia
informacion; la otra, postsinaptica, la que la recibe. Esas dos partes son
estructural y funcionalmente diferentes y estan separadas por la denomina-
da hendidura sinéaptica. La hendidura sinaptica es un espacio intercelular
modificado. Es mas amplio que el espacio intercelular normal, pudiendo
alcanzar entre 20 y 100 nandémetros que, lejos de estar solo relleno de li-
quido extracelular, contiene estructuras filamentosas (figura 3), que son las
responsables de fijar la terminal presinaptica a la postsinaptica’. Su estudio
ha puesto de manifiesto que estd formado por una extensa variedad de pro-
teinas que mediante su interaccion mantienen la sinapsis formada.

La principal caracteristica de la terminal presindptica es la acumula-
cion de 200-500 vesiculas sinapticas conteniendo el neurotransmisor. Estas
vesiculas, con un didmetro que varia entre 20 y 150 nm, se agrupan y se
localizan cerca de la llamada zona activa. En esa zona, la membrana plas-
matica del terminal presindptico se engrosa, ocupando un area de aproxi-
madamente 1.5 um?. La identificacion de las proteinas presentes tanto en
la membrana vesicular como en la zona activa ha permitido comprender el
mecanismo de liberacion del neurotransmisor y sus implicaciones fisiolo-
gicas. Este proceso esta altamente regulado y depende de la interaccion de
las proteinas situadas en la membrana de las vesiculas sindpticas con las de
la membrana plasmatica de la zona activa. Se ha estimado que la membra-
na de las vesiculas contiene alrededor de 200 moléculas proteicas, que se
dividen en dos categorias: las proteinas transportadoras, que se encargan
de captar y almacenar el neurotransmisor en el interior de la vesicula, y
las proteinas involucradas en el trafico de las propias vesiculas, que son
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1. Synapic vesicle
loading

Clathrin mediated
endocytosis

Figura 4. Esquema de una sinapsis genérica ilustrando algunas de las proteinas que
conforman la maquinaria exocitética del neurotransmisor, situada en la parte presinaptica
(superior), y parte de la maquinaria receptora que se conforma en la zona postsinaptica
(inferior) conteniendo los receptores de neurotransmisores y varias de las proteinas asocia-
das. El recuadro superior muestra un esquema de la vesicula sindptica con las proteinas
que le permiten almacenar el neurotransmisor e interactuar con la zona activa (fuente:
Synaptic Systems GmbH (https://www.sysy.com). El recuadro inferior muestra una sinapsis
vista a través de un microscopio electronico, amablemente cedida por Constantino Sotelo.

las més abundantes. La presencia de estas proteinas de reconocimiento en
ambas membranas evita que las vesiculas se fusionen en cualquier lugar,
haciéndolo en sitios especificos y especializados que estan alineados con la
zona postsinaptica, como puede ser una espina dendritica (figura 4). Quie-
ro mencionar aqui que gran parte de estas proteinas, sus interacciones y
los mecanismos que dan lugar a la fusion de la vesicula con la membrana
fueros determinados por mi admirado Tomas H. Siidhof, con el que me
precio mantener una relacion de amistad, y decir que el Profesor Rafael
Fernandez-Chacon, catedratico de Fisiologia de la Universidad de Sevilla,
en colaboracion con ¢él, realizd observaciones fundamentales sobre los de-
terminantes que disparan la fusion vesicular. Tom Siidhof, junto a James
Rothman and Randy Schekman, recibieron el Premio Nobel en 2013. Tom
fue informado de tan buena noticia de camino a Baeza, sede de la Univer-
sidad Internacional de Andalucia, para asistir a una reunioén que yo, junto a
otros colegas, habia organizado.
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4. LA SINAPSIS GLUTAMATERGICA

En el sistema nervioso existen diversas familias de neurotransmisores,
que dotan al sistema de grados de libertad y diversidad bioquimica. Es-
tos neurotransmisores controlan la apertura de canales idnicos en la célula
postsindptica directa —rapida— o indirectamente —lenta—. Estas dos clases
de acciones de los transmisores estan mediadas por proteinas receptoras
derivadas de diferentes familias génicas. La neurotransmision excitatoria
rapida en el cerebro de los mamiferos, sin embargo, esta principalmen-
te controlada por el acido glutimico, o glutamato. Aunque la importancia
de este aminoacido para la funcion cerebral se ha subrayado en repetidas
ocasiones, es imposible sobreestimarla. Por un lado, el glutamato actia
como el principal transmisor en la mayoria de las sinapsis excitatorias y
esta involucrado en la induccién de cambios duraderos en la eficiencia
de la neurotransmision, cambios plasticos que se considera son las bases
celulares de la formacion de memoria. Ademas, el glutamato juega un pa-
pel fundamental durante el desarrollo del sistema nervioso, contribuyendo
al crecimiento de los procesos neuronales, a la creacion y eliminacion de
sinapsis, y al ajuste fino dependiente de la actividad de patrones de conec-
tividad sumamente precisos en diferentes regiones del cerebro. Por tltimo,
las alteraciones de la neurotransmision glutamatérgica se han relacionado
con el dafio neuronal observado tras episodios de isquemia e hipoglucemia,
asi como con la etiologia de una serie de afecciones neuroldgicas como la
epilepsia, la enfermedad de Alzheimer, el corea de Huntington por nom-
brar unas pocas. Como consecuencia de esta multiplicidad de funciones, el
numero de estudios dedicados a la comprension de la transmision mediada
por el glutamato no ha dejado de crecer a lo largo de los afios. Por ello, no
es de extrafiar que los receptores de glutamato, canales cationicos respon-
sables de convertir la liberacion sinaptica del aminoacido en una respuesta
neuronal inmediata, se encuentren entre las moléculas mas estudiadas y
quizas mejor comprendidas del sistema nervioso®.

5. LOS RECEPTORES IONOTROPICOS DE GLUTAMATO

En la actualidad estd bien establecido que existen tres subtipos de recep-
tores de glutamato ionotropicos presentes en las sinapsis glutamatérgicas,
subtipos que han recibido el nombre de sus ligandos preferentes: recep-
tores del acido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico (AMPA),
receptores del N-metil-D-aspartato (NMDA) y receptores de kainato. La
clonacion de las multiples proteinas receptoras de glutamato y el descubri-
miento de sus relaciones estructurales han confirmado la legitimidad de esta
subdivision farmacolédgica (Figura 5). Al mismo tiempo, han allanado el
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camino a nuestra comprension actual de las propiedades biofisicas y el pa-
pel fisiologico de cada subtipo de receptor en el cerebro de los mamiferos.

Nuestro grupo ha hecho contribuciones a la caracterizacion y el cono-
cimiento de dos de estos receptores, los de NMDA y, sobre todo, a los de
kainato. Pasaré a describir someramente estas contribuciones.

5.1 Los receptores de NMDA

El receptor de NMDA ha atraido a lo largo de los afios una atencion con-
siderable debido a las funciones que se le atribuyen. Estos receptores io-
notropicos juegan un papel fundamental en procesos como la plasticidad
sinaptica, que es crucial para la memoria y el aprendizaje, la estructuracion
del desarrollo, el dafio hipoxico, y diversas patologias, como el Alzhei-
mer, la esquizofrenia, y otras enfermedades neurodegenerativas, donde la

IONOTROPICOS METABOTROPICOS

Receptores Subunidades Receptores Surbunidades
NMDA GIuN1 + N2A-D mGilu tipo | mGlu1,5
AMPA GluA1-4 mGilu tipo I mGlu2, 3
Kainato GluK1-3; K4, K5 mGlu tipo Il mGlu4, 6,7, 8

Figura 5. Tipos de receptores sindpticos de glutamato. Los receptores ionotrépicos forma
un canal iénico que es cationico. Estos se dividen en 3 subtipos, receptores del N-me-
til-D-aspartato (NMDA), receptores del acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propioni-
co (AMPA), y receptores de kainato, que estan constituidos por las subunidades indicadas
en forma de tetrameros. Los otros receptores de glutamato no forman canal idnico sino que
interaccionan con una proteina G para disparar cascadas de sefalizacion intracelular. Se
han descrito 3 tipos, de acuerdo a su farmacologia y al tipo de proteina G que se unen,
habiéndose clonado 8 subunidades (mGlu1-8)
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disfuncion de los receptores NMDA puede alterar los procesos sinapticos
y neuronales esenciales para la funcion cognitiva del cerebro’®. Efectiva-
mente, los receptores de NMDA son fundamentales en la regulacion del
flujo de informacion en el cerebro.

La clonacion de los genes que codifican esta familia de receptores ha
hecho posible su entendimiento farmacologico, funcional y estructural’.
Este complejo receptor posee varios sitios reguladores y de unién a li-
gandos. Uno de ellos es el sitio en el que el NMDA vy el ligando endoge-
no glutamato actlian para abrir el canal. Pero, ademas, existe un sitio, del
que se penso inicialmente como de regulacion alostérica positiva, que une
glicina'’. Tgualmente, el receptor de NMDA posee un sitio de unioén den-
tro del canal para el Mg que, a concentraciones fisioldgicas lo bloquea
de forma sensible al voltaje transmembrana''~!3. Finalmente, presenta un
sitio modulador inhibitorio para el Zn*'* y otro para poliaminas'®. Los re-
ceptores de NMDA son unicos entre los receptores de glutamato porque,
ademas de una despolarizacion previa de la membrana para desbloquear el
canal idénico, que normalmente esta bloqueado por Mg?*, requieren, como
se explicard mas adelante, de la unién simultanea de glutamato y glicina'>.

En un intento de clonar los ge-
nes codificantes para los receptores
de NMDA, en el laboratorio de Mi-
chael Bennett en colaboracion con
el laboratorio de Suzanne Zukin,
ambos en el Albert Einstein College
of Medicine en Nueva York, usamos
la estrategia de aislar mRNA de ce-
rebro de rata e inyectarlo en ovoci-
tos de Xenopus laevis (Figura 6). El
ovocito de Xenopus, que habia sido
introducido por Ricardo Miledi y
colaboradores en los 80, representa
un sistema de expresion autéonomo
especialmente adecuado para estu-
diar la relacion entre la estructura
y la funcion de proteinas recepto-
ras y para identificar el mRNA que
dirige su sintesis. Asi, se demostro
que este sistema traduce fielmente
las proteinas neurorreceptoras'®'®

Figura 6. Ovocitos de Xenopus laevis, du-
) A rante una sesion de inyeccion de mRNA
y respeta su funcionalidad como  (obsérvese la pipeta de inyeccién).
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canales i6nicos'*. El sistema del ovocito es capaz no solo de traducir
el mensaje, sino también de realizar las modificaciones postraducciona-
les, como el procesamiento de moléculas precursoras, la fosforilacion y la
glicosilacion, asi como el ensamblaje de subunidades y la insercion en la
superficie de la membrana?!. La estrategia que decidimos seguir en Nueva
York se centraba en el fraccionamiento del mRNA con el fin de enrique-
cerlo de manera que se pudiera identificar un fragmento donde hipotética-
mente se encontraba el mRNA que codificaba para el receptor de NMDA.

Sin embargo, ahora sabemos que para que los receptores de NMDA
sean funcionales, se requiere el ensamblaje en un tetramero formado por
dos subunidades distintas, dos GluN1 junto a dos subunidades GIuN2 o
una combinacion de subunidades GIuN2 y GIluN3*. De hecho, la subu-
nidad GluN1 expresada aisladamente en ovocitos de Xenopus responde

SRS
GluN1a (o)

GluN1a (B)

GIUN2B (0)) s
GIuN2B ()
CT
GluN1a/GluN2B GluA2
NMDA Receptor AMPA Receptor

Figura 7. Estructuras generales del receptor NMDA GluN1a-GIuN2B (izquierda) y del re-
ceptor AMPA GIuA2 (derecha) [Protein Data Bank (PDB) ID: 3KG2]. Ambas estructuras
estan colocadas de forma que los tetrameros de ambos receptores se encuentran en la
misma orientacién en la capa LBD. Las subunidades GluN1a y GIuN2B, etiquetadas como
GluN1a (a), GluN1a (B), GIuN2B (a), GIuN2B (B) estan coloreadas en naranja, amarillo, cian
y morado, respectivamente. Los extremos amino (NT) y carboxi (CT) estan situados en la
parte superior e inferior, respectivamente. El ifenprodil (IF), un inhibidor alostérico de la
subunidad NR2B se sitUa en las interfaces del heterodimero ATD GluN1a GIuN2B, y los
agonistas, glicina (Gly) y I-glutamato (I-Glu), alojados en las bivalvas LBD, se muestran en
esferas verdes. Las cadenas de N-glicosilacion se muestran en palitos verdes. Imagen
reproducida de Karakas y Furukawa
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nada o muy débilmente a la coaplicacion de glutamato y glicina®. Por ello
nuestra estrategia para clonar los receptores de NMDA fall6 al no consi-
derar la necesidad de distintas subunidades en la formacion de un receptor
funcional. Si bien, pudimos aislar mRNA totales que inducian grandes res-
puestas a la aplicacion de NMDA+glicina, indicando una fuerte expresion
de receptores de NMDA, estas respuestas se perdian ampliamente cuando
el mRNA era fraccionado y se inyectaban las distintas fracciones.

No obstante, esta misma estrategia fue exitosa en el laboratorio de Sige-
tada Nakanishi en Japon, donde se pudo aislar la primera subunidad del re-
ceptor de NMDA?*. Seguramente, y asi se ha propuesto, que las pequenas
respuestas observadas por este grupo, y que nosotros descartabamos, tras
la inyeccion de una fraccion del mRNA que mayoritariamente codificaba
para GluN1 se debieron a que los oocitos de Xenopus pueden expresar
niveles bajos de subunidades endogenas de receptores NMDA (XenGIuN1
y XenGluN2) que, en determinadas circunstancias, se pueden ensamblar
funcionalmente con GluN1 murino® y generar respuestas medibles.

El estudio cuantitativo del receptor NMDA era dificil de realizar direc-
tamente en las neuronas de los mamiferos, al coexistir con otros receptores
y carecer de herramientas farmacoldgicas apropiadas. Por ello, pensamos
usar la preparacion del ovocito para el estudio cuantitativo de la regulacion
de la activacion de los receptores NMDA, dada la alta expresion de recep-
tores funcionales de NMDA de manera reproducible. De los datos obteni-
dos pudimos extraer, entre otras, tres importantes conclusiones:

1. Que los receptores de NMDA requieren la absoluta presencia de dos
agonistas, glutamato y glicina, para su activacion'®,

2. Que los receptores de NMDA sufren dos procesos de desensibilizacion,
uno que es ocluido por glicina al que denominamos desensibilizacion
glicina-dependiente y otro que es resistente a la glicina, al que denomi-
namos desensibilizacion glicina-independiente'.

3. Que el sitio de union a Mg?* en el canal i6nico del receptor era el mismo
al que los psicotomiméticos, fenciclidina (PCP), ketamina y MK-801,
se unen®.

Ahora sabemos que, a nivel estructural, los receptores NMDA son
complejos tetraméricos de subunidades, principalmente GluN1, GluN2,
y ocasionalmente GIuN3, y que la composicion del tetramero modula su
funcion. Efectivamente, los sitios de union de glutamato y glicina residen
en subunidades distintas, GIluN2 y GluN1, respectivamente (ver figura 7).

24



La sinapsis en el laberinto de la mente

Respecto a la conclusion 1, el receptor NMDA sigue siendo el Gnico
receptor conocido que requiere dos agonistas para ser operado, lo que le
confiere una farmacologia compleja pero rica. Como se ha dicho, la impor-
tancia de estos receptores radica en su capacidad de regular la entrada de
calcio en las neuronas, lo que desencadena mecanismos moleculares aso-
ciados con diversos procesos plasticos, entre ellos la potenciacion a largo
plazo (LTP de sus siglas en ingles Long Term Potentiation), un proceso
clave en la adquisicion y consolidacion de la memoria.

Respecto a la conclusion 2, poco se sabia sobre el mecanismo o los deter-
minantes moleculares responsables de la desensibilizacion. Por ello, decidi-
mos continuar su estudio en el Instituto Cajal de Madrid, al que me trasladé
tras mi feliz etapa en Nueva York, sobre todo tras obtener datos consisten-
tes con la existencia de un sitio modulador para las poliaminas endogenas
en el dominio extracelular del receptor NMDA, cuya activacion potenciaba
la funcion del receptor NMDA regulando su cinética de desensibilizacion'®
(ver figura 8). De hecho, propusimos que la modulacion de la desensibiliza-
cion del receptor NMDA antagonizando el sitio de la espermina y/o la glici-
na podria ser un mecanismo para controlar la susceptibilidad neuronal a los
niveles excitotoxicos de glutamato, constituyendo una diana terapéutica adi-
cional para la prevencion de la pérdida celular asociada a la neurotoxicidad?’.

Glycine 1 uM
NMDA 200 uM

- Control

% +SP 300

+SP 500

200
pA
1 sec
Figure 3. Spermine Decreases Desensitization of NMDA- Figura 8. Tomada con su leyen-
Induced Currents and Slows Its Onset Rate da explicativa de Lerma (Neuron,
Averaged inward currents (n = 3) are superimposed. Lines drawn 1992'%) mostrando el efecto de es-

through the data points are single-exponential functions fitted . p | i
to the onset of desensitization with the indicated time constants permmg (S ) . ,SObre a amplitud y
(1). The cell was exposed to spermine for 0.5 s before NMDA was desensibilizacién de las respuestas

applied. The cell was maintained for 14 days in culture. a NMDA en neuronas de la medula.
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Con Alvaro Villarroel y, la por entonces estudiante de doctorado, Mari
Paz Regalado, decidimos adoptar una estrategia haciendo uso de técni-
cas de biologia molecular, ahora convencionales, pero entonces retadoras,
como era la fabricacion de receptores recombinantes quiméricos a partir
de las subunidades GluN2A y GIuN2C en las que ademas fuimos introdu-
ciendo mutaciones puntuales. Estos receptores recombinantes se expresa-
ron en células humanas embrionarias de rifion (HEK), las que registramos
con técnicas de patch-clamp, aplicando los agonistas y antagonistas con
un sistema de perfusion rapida que debimos disefiar y construir nosotros
mismos. La razon de elegir estas dos subunidades fue que, cuando se ex-
presaba junto a GluN1, la subunidad GluN2A presentaba los dos tipos de
desensibilizacion antes aludidos, mientras que GIuN2C generaba recepto-
res no desensibilizantes (Figura 9).

Asi, pudimos identificar dos determinantes moleculares distintos, criti-
cos para la desensibilizacion independiente de la glicina?. Esta desensibi-
lizacion depende de dos regiones del dominio extracelular N-terminal. Una
corresponde a un tramo de 190 aminoacidos del dominio de unién a gluta-
mato S1. La otra se localiza en la interfaz entre el segmento N-terminal y el
dominio transmembrana de las subunidades NR2A e implica a los residuos
aminoacidicos A555 y S556. Estos datos nos permitieron hipotetizar que
la desensibilizacion puede constituir una retroalimentacion negativa y que
estos segmentos se comportan como efectores alostéricos para la desensi-
bilizacién independiente de la glicina.

Figura 9. Localizacién de regiones criticas A
para la afinidad a la glicina. (A) Respuestas Gly 7-Cl-Kyn
tipicas de corriente registradas a -60mV G T
evocadas por glutamato 200uM en células u

preincubadas con 20 uM de glicina. La glicina

se lavé con una solucién que contenia gluta-

mato y 100 pM de 7,cloroquinurénico (7,CI- l_
Kyn) para prevenir la reasociacion de la gli- "

cina. Las escalas representan 200ms y 5pA NR2A NR2C
(NR2C) o 175pA (NR2A). Las relajaciones de
corriente tras la eliminacién de la glicina se
ilustran tras ser escaladas y superpuestas
en la parte inferior. Las lineas continuas son
funciones exponenciales simples ajustadas
al decaimiento de la corriente con las cons-
tantes de tiempo indicadas. Reproducido de
Regalado, Villarroel y Lerma.?®
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Figura 10. Modelo molecular del nicleo de union de las subunidades GIUN2A y GIuN1. (A)
Alineacion parcial de la secuencia de aminoacidos de las subunidades del receptor NMDA
y la subunidad GluR2 del receptor AMPA. Los residuos conservados entre las subunidades
GIuN2A y GIuN2C aparecen en azul, y en recuadro cuando se conservan entre las cuatro
subunidades GIuN2. Los que aparecen en azul en la secuencia de GIuR2 denotan identidad
con las subunidades NR2. Ninguno de los residuos de esta region hace contacto directo
con el glutamato en la estructura del nlcleo de unién del receptor S1-S2-GIUR2AMPA,
aungue el residuo sombreado en negro puede interactuar con ligandos especificos. El
residuo de glutamato 427 en NR2A esta resaltado en amarillo. (B) Representacion esque-
matica de la topologia de una subunidad del receptor de glutamato. El dominio N-terminal
(NTD) se indica en gris. El bolsillo de unién del glutamato esta formado por dos dominios.
El dominio | estd formado por el segmento S1 (rojo) y parte del segmento S2 (azul). El
dominio Il estd formado por parte del segmento S2. (C y D) Modelo tridimensional del
dominio de unién al ligando de GIuN2A (C) y GIuN1 (D) basado en la estructura de S1-S2-
GIuR2 unida a glutamato para GIuN2A y la estructura apo para GluN1. En (C), los residuos
equivalentes a los que estan en contacto directo con el glutamato en el cristal de GIuR2
se representan como bolas. El segmento N5 se ha separado de la estructura global dada
la incertidumbre de su estructura 3D (de F416 a E448). Dentro de este segmento, E420 y
E427 se representan como palos. En (D), los residuos en los que las mutaciones inducen
un cambio en la afinidad por la glicina y se representan como bolas, mientras que K544
y E545 se han representado como palos. El bucle que contiene estos residuos se ha
separado de la estructura para indicar la estructura 3D incierta. Las secuencias GIuN2 y
GIuN1 se obtuvieron del Gene Data Bank. Para generar los modelos, las secuencias S1-
S2 de GIuN2A y GIuN1 se alinearon con la secuencia S1-S2 de GIuR2 utilizando la rutina
Megalign del programa DNAstar y se optimizaron manualmente. Se introdujeron huecos en
cualquiera de las secuencias para obtener una alineacion éptima. Tomado de Regalado,
Villarroel y Lerma®.
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Por otra parte, al estudiar la desensibilizacion dependiente de glicina,
descubrimos que los receptores NMDA recombinantes presentan una coo-
peratividad negativa con respecto a su actividad mediada por glutamato y
glicina®. Ademas, identificamos regiones en el segmento S1 del dominio
N-terminal de union de las subunidades GluN2A y GluN1 que parecen ser
necesarias para la transmision de sefiales alostéricas desde la subunidad
GIluN2A, de unién a glutamato, a la subunidad GluN1, de unién a glicina.
Asi pues, estos segmentos probablemente median un transdesactivacion
(“crosstalk™) entre los dos tipos de subunidades que forman los receptores
NMDA, de tal manera que la unién de glutamato a la subunidad GluN2
provoca la inmediata reduccion de la afinidad de la subunidad GIuN1 por
glicina, de forma que al perder el complejo receptor este ligando se produ-
ce la desactivacion del canal (Figura 10). Estos resultados arrojan luz sobre
los diferentes mecanismos de desensibilizacion del receptor de NMDA e
indican que la desensibilizacion puede constituir una retroalimentacion ne-
gativa donde los determinantes identificados se comportan como efectores
alostéricos para dar lugar a una u otra desensibilizacion.

5.2 Los receptores de Kainato

“Aun los llamados hallazgos casuales se deben comiinmente a alguna idea di-
rectriz que la experiencia no sanciond, pero que tuvo virtud, no obstante, para
llevarnos a un terreno poco o nada explorado”.

SANTIAGO RAMON Y CAJAL, Reglas y Consejos, 1898

Aunque los primeros esquemas de clasificacion de los receptores de
glutamato, basados Gnicamente en ensayos farmacoldgicos y de union
de radioligandos®!, postulaban la existencia de una clase separada de
moléculas receptoras selectivas para el kainato, las pruebas que apoyaban
esta idea eran enteramente ambiguas. Por ejemplo, el hecho de que una
neurona dada pudiera mostrar una respuesta de desensibilizacion rapida a
la aplicacion de AMPA (o quiscualato, otro agonista comunmente utilizado
en los primeros estudios) y una respuesta que no desensibilizaba al kainato
se interpretd como una indicacion de que cada ligando actuaba sobre
una entidad molecular separada. Sin embargo, la clonacion de la primera
subunidad del receptor de AMPA por Michael Hollman en 1989, el GluR 1%,
llevo a la observacion de que los canales homoméricos formados por esta
proteina podian ser activados tanto por AMPA como por kainato. Ademas,
las caracteristicas de las respuestas provocadas por cada ligando en GluR1
eran muy similares a las observadas anteriormente en células nerviosas.
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De este modo, se demostrd que ambos agonistas actuaban sobre la misma
proteina receptora, poniendo seriamente en duda la mera existencia de los
receptores de kainato.

En una época donde la biologia molecular estaba atin escasa de técnicas,
la clonacion de genes era una tarea ardua y a menudo infructuosa. Benny
Bettler, trabajando en el laboratorio de Steve Heinemann en La Jolla, fue
capaz de aislar un gen que se expresaba en subconjuntos de neuronas de
todo el sistema nervioso central y periférico tanto en desarrollo como en
adulto®.

Expresado en ovocitos, este gen daba lugar a receptores funcionales
débilmente activados por glutamato. Un afio mas tarde, Jon Egebjerg, lo-
gro6 clonar y expresar funcionalmente un cDNA que codificaba una subu-
nidad de receptor de glutamato con una farmacologia muy diferente a la
observada en las subunidades GIuR 1-GluR4, previamente aisladas®*. Esta
subunidad, a la que llamaron GluR6, cuando se expresaba en ovocitos de
Xenopus, era activable por kainato, quiscualato y L-glutamato, pero no
por AMPA, y la afinidad aparente por el kainato era mayor que la de los
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Figura 11. Cronologia de tres décadas de descubrimientos en la neurobiologia de los KARs.
La clonacién de los KARs, que comenzo con la primera subunidad (GluR5/GluK1) en 1990,
condujo a un gran esfuerzo por caracterizar sus propiedades biofisicas y fisiologicas, tras la
demostracion de su existencia en neuronas de hipocampo en 1993. El desarrollo de ratones
knockout y de ligandos selectivos (ej. GYKI 53655) permitié descubrir diversas funciones
de los KARs en el cerebro, asi como su doble mecanismos de sefializacion. Ademas, los
estudios de asociacion genética han identificado vinculos potenciales entre los trastornos
neurolégicos y los KARs, que se han visto refrendados por experimentos usando anima-
les transgénicos. Las celdas coloreadas indican aportaciones directas de nuestro grupo.
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receptores GluR1-GluR4. Las hibridaciones in situ revelaban un patrén
de expresion de este gen que remedaba el patron de union obtenido con
[*H]-kainato. En conjunto, gracias a experimentos posteriores, se pudo
confirmar que estos fueron los primeros receptores de kainato clonados.

Estos y otros estudios subsecuentes de clonacion basados en la
homologia de secuencia®*>’” condujeron a la conclusion de que la familia
de los receptores de kainato estaba compuesta por cinco subunidades:
GluRS, GIuR6, GluR7, KA1 y KA2, proteinas con masas moleculares de
aproximadamente 100 kDa, que por secuencia sugerian dos subfamilias.
Una con baja afinidad por kainato (GluR5-GIuR7); otra con alta afinidad
(KA1 y KA2)*37, Posteriormente un comité de la TIUPAC, del que formé
parte, determin6 cambiar esta nomenclatura, mayormente basada en la
secuencia temporal de clonaje, y rebautizd estos receptores a GluK1-
GluK3 (GluR5-7), GluK4-GluK5 (KA1-KA?2), nomenclatura usada en la
actualidad’.

A pesar de ello, a principios de los 90, no habia ninguna evidencia
de que estos receptores existieran como tales en condiciones naturales.
Incluso se llegod a especular que los receptores de kainato, clasificados con
anterioridad en base a la accion excitadora de esta toxina, no existian como
tales y que estas subunidades podrian estar asociadas con las subunidades
de los receptores de AMPA para formar receptores mixtos. Nuestro grupo,
sin embargo, proveyo la primera evidencia de que esto no era asi; que los
receptores de kainato existian como entes moleculares aislados en neuronas
del hipocampo*®. No fue hasta entonces que pudimos registrar respuestas
puras mediadas por receptores de kainato en neuronas embrionarias del
hipocampo en cultivo. En estas condiciones, observamos que el kainato
inducia una pequena corriente que se desensibilizaba rapidamente y que
mostraba una fuerte rectificacion hacia el interior, similar a lo que se
habia descrito para receptores recombinantes formados por subunidades
GluR6(Q) homoméricas®®. La dificultad de su visualizacion radicaba en que
las respuestas funcionales mediadas por receptores de kainato eran pequenas
comparadas con las desencadenadas por la activacion concomitante de los
AMPAR, al ser el kainato agonista de ambos receptores.

Como tantas veces, la serendipia fue nuestra aliada, pues estos recep-
tores los pudimos ver casualmente mientras realizdbamos experimentos,
junto a Ana Valero Paternain, entonces una estudiante de doctorado, con
otro fin usando neuronas cultivadas del hipocampo muy jovenes (1-2 dias
en cultivo), una edad donde los AMPAR apenas empezaban a expresarse.
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De ahi la relevancia de la frase de Cajal ilustrada a la entrada de este
apartado.

La falta de agonistas y antagonistas especificos ha sido uno de los prin-
cipales obstaculos para comprender el papel fisiologico de los receptores
de kainato (KARs). Aunque se ha trazado una frontera farmacologica clara
entre los NMDAR vy las otras clases de receptores de glutamato ionotropi-
cos, esta separacion entre los AMPAR y los KARs fue dificil de esbozar
y, durante mucho tiempo, los dos tipos se han agrupado en lo que se ha
denominado el subtipo de receptor no-NMDA. Efectivamente, aunque el
kainato muestra una clara preferencia por los KARs, tiene un efecto muy
significativo sobre los AMPAR a dosis relativamente bajas. La imposibili-
dad de distinguir entre estos dos receptores, llevaron al campo a un estan-
camiento que durd hasta mediados de los 90.

En 1995, nuestro grupo identificd y caracterizé el primer antagonista
selectivo para los AMPAR, una 2,3-benzodiacepina disefiada en el Instituto
de Quimica Médica de Budapest denominada GYKIS53655 (posteriormente
renombrada a LY300168), que hizo posible el aislamiento farmacoldgico
de las respuestas mediadas por los KARs de las mediadas por los AMPAR¥
y allano el camino al descubrimiento de varias de las funciones jugadas por
los KARs en la fisiologia sinaptica. Asi pues, la clonacion de una serie de
subunidades del receptor de kainato junto a su aislamiento farmacologico
supuso un verdadero avance en el estudio de estas moléculas y constituyo
la base sobre la que se ha construido el espectacular progreso en su
comprension durante las Gltimas décadas (ver figura 11).

Ciertamente, la disponibilidad del GYKI53655 permitié explorar di-
rectamente si la estimulacion de las neuronas excitadoras va acompanada
de la activacion postsinaptica de los receptores de kainato en varias areas
cerebrales. Las primeras observaciones realizadas en cultivos de célu-
las del hipocampo parecian indicar que no era asi. A pesar de que estas
neuronas expresaban KARs funcionales, no se pudo registrar corriente
excitadora postsinaptica (EPSC) alguna en presencia de antagonistas de
los receptores AMPA y NMDA®. Sin embargo, estudios posteriores rea-
lizados en cortes cerebrales han identificado un conjunto de sinapsis que
poseen receptores de kainato y han empezado a revelar ciertos aspectos
de su funcion fisiologica*' . La via de las fibras musgosas, la conexion
entre las células granulares del giro dentado y las neuronas piramida-
les CA3 del hipocampo, fue la primera sinapsis en la que se detectaron
KARs sinapticos***. La corriente asociada a los KARs presentaba unas
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propiedades cinéticas lentas, que es una caracteristica comun a la mayo-
ria de las respuestas sinapticas mediadas por receptores de kainato des-
critas hasta ahora.

Igualmente, las interneuronas presentes en los estratos radiatum y
oriens del hipocampo contienen una poblacidon de receptores postsinap-
ticos de kainato en la conexion que reciben de las células principales*!*.
También se han identificado receptores postsindpticos de kainato en re-
giones cerebrales distintas del hipocampo, como el cerebelo**, el cuer-
po estriado?’ , la médula espinal*® y la amigdala®. Se desconoce el impac-
to de estos receptores en la transmision sinaptica, pero se ha propuesto
que su activacion esta asociada a una sobreinhibicion de las células pira-
midales CA1%. Igualmente, una caracteristica notable de las respuestas
mediadas por KARs en las neuronas del asta dorsal de la médula espinal
es que so6lo pueden ser provocadas por la estimulacion de los axones
aferentes a una intensidad lo suficientemente alta como para activar las
fibras A0 y C de alto umbral, planteando la posibilidad de que el receptor
de kainato pueda estar implicado exclusivamente en la nocicepcion a este
nivel®.

Aunque el tamafio de los EPSCs mediados por los KARs es 10 veces
menor que la corriente mediada por los AMPAR, la mayor duracion de
la primera dota a esas sinapsis de una mayor integracion de las entradas
sindpticas y por tanto impone un procesamiento de la informacion
diferencial en las mismas. Por otra parte, el receptor de kainato que media
las corriente sinapticas es probablemente heteromérico. Por un lado, GluK1
y GluK2, las dos subunidades mas abundantes en el cerebro, pueden formar
canales heteroméricos™ y experimentos subsecuentes demostraron que las
subunidades de alta afinidad, GluK4 y GluKS5, son subunidades clave en
el direccionamiento de los KARs a las sinapsis, indicando que la mayoria
de los KARs sinapticos, si no todos, deben ser heteroméricos e incluir una
de las subunidades de alta afinidad’’. Aunque se sabe poco sobre GluK4
y GluKS, hay datos que indican un papel de GluKS en la plasticidad
sinaptica. De hecho, la regulacion de GluKS por fosforilacion parece ser un
mecanismo de depresion sinaptica a largo plazo en las sinapsis establecidas
por las fibras musgosas sobre las neuronas de CA3 hipocampicas®.
También parece que GluKS desempeiia un papel importante en procesos
de desarrollo como la maduracion y la extension de neuritas™. Por tanto,
aunque estas subunidades de alta afinidad no son capaces de formar KARs
funcionales por si solas, parecen tener una influencia fundamental en la
biologia de los KARs.
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5.3 Receptores de Kainato presinapticos

Ademas de su papel postsinaptico, los receptores de kainato modulan la
liberacion de transmisores mediante un mecanismo presinaptico®. Algunos
de los primeros experimentos apuntaban a una posible localizacion
presinaptica de este subtipo de receptor, aunque la falta de agentes
farmacologicos especificos hacia imposible establecer la identidad real de
los receptores analizados. De nuevo, el uso de GYKIS53655 elimino en gran
medida estas ambigiiedades, permitiendo revisar y ampliar los experimentos
originales. Como resultado, ahora sabemos que los receptores de kainato
estan presentes en un subconjunto de terminales tanto excitatorias como
inhibitorias, donde afectan a la liberacion del neurotransmisor y por tanto
regulan el equilibrio excitacion/inhibicion, imprescindible para mantener
niveles de excitabilidad tisular dentro de la normalidad.

Los experimentos realizados en rodajas de cerebro han proporcionado
pruebas de la participacion de los receptores de kainato en la regulacion
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Figura 12. Mecanismos de sefalizacién para los Receptores de Kainato (KARs). A. Repre-
sentacion esquematica (izquierda) de una sinapsis de fibras musgosas del hipocampo y
la permeacién de cationes (derecha) por KARs ionotrépicos en conjuncion con proteinas
auxiliares NETO. B. Izquierda. La sefalizacién candnica de KARs en neuronas piramida-
les CA3 genera corrientes postsinapticas excitatorias (EPSCs) con cinética mas lenta que
las EPSCs mediadas por AMPARs, pero similar a las corrientes mediadas por NMDARs.
Derecha. Estas cinéticas lentas son conferidas por la proteina auxiliar NETO1 KAR. C.
Izquierda. La sefalizacion metabotropica o no candnica por KARs implica la activacion de
una proteina G, fosfolipasa C (PLC) y proteina quinasa C (PKC). Derecha. Este modo de
sefializacién regula, entre otras cosas, la funcion de las corrientes de Ca?* dependientes de
voltaje de tipo N (I .2:), afectando probablemente a procesos asociados como la liberacion
de neurotransmisores. Ademas, inhibe la activacioén de los canales de K+ dependientes de
Ca’* que generan corrientes de poshiperpolarizacion (1, .), aumentando la excitabilidad de
las neuronas. Figura reproducida de Valbuena y Lerma, 2021''® con modificaciones.
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fibras musgosas®-* del hipocampo. La administracion de kainato produce
una modulacion biféasica de la amplitud del EPSC en neuronas de CA1%.
Curiosamente, concentraciones bajas del agonista son eficaces para inducir
exclusivamente el aumento de la respuesta sinaptica, por lo que se piensa
que una activacién moderada de los receptores provoca una facilitacion
de la transmision, mientras que estimulaciones mas intensas provocan la
inhibicion de la liberacion de neurotransmisor.

La modulacién de la liberacion de GABA por la activacion de los
receptores de kainato también se ha descrito tanto en el hipocampo®¢
como en el hipotalamo®, lo que implica que los receptores de kainato
reducen la eficacia de las conexiones inhibitorias en varias estructuras.
Aunque algunas evidencias indican que en determinadas condiciones los
receptores del kainato localizados en el terminal GABAérgico podrian
facilitar la liberacion de este neurotransmisor.

5.4 Seiializacion no-candnica del receptor de Kainato

Como hemos dicho, los KARs se localizan tanto pre- como postsinaptica-
mente, y participan en la modulacion de la liberacion de neurotransmisores
y la excitabilidad celular, influyendo asi en la dindmica de la red. Uno de
nuestros mas notables hallazgos puso de manifiesto que los KARs ejercen
muchos de sus efectos a través de una via metabotropica, constituyendo el
ejemplo mas destacado de un receptor ionotropico de glutamato que posee
la esperada sefalizacion candnica (como canal i6nico) y otra mediada por
la activacion de segundos mensajeros que, junto a José Luis Rozas deno-
minamos, no candnica®*°,

La liberacion de neurotransmisores es un proceso estrechamente
controlado que define la influencia de una neurona sobre otra y muchos
factores desempefian un papel importante en la modulacion de la liberacion
sinaptica de neurotransmisores, entre ellos la actividad y disponibilidad
de los receptores presinapticos. La localizacidon presinaptica de los KARs
les confiere la capacidad de regular este proceso en diferentes sinapsis y,
como se ha mencionado, los KARs modulan la liberacion de transmisores
de forma bidireccional, facilitando®® o inhibiendo® la liberacion de
GABA® y glutamato. La inhibicion, pero no la facilitacion, es sensible a la
toxina Pertussis (Ptx; un inhibidor de proteina Gi/o) y a la Calphostina-C
(un inhibidor de la PKC), lo que demuestra que los KARs activan una
via metabotropica, de modo similar a lo que lo hacen los receptores
metabotropicos de glutamato (mGluRs)%¢”.
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La modulacion de la excitabilidad celular constituye un ejemplo de
plasticidad no sinéptica y define el “output” neuronal. Entre los diferentes
factores que modulan dicha salida, la corriente posthiperpolarizante
(I,,;) es el mas prominente. Tanto en las células piramidales de CAl
como las de CA3, la activacion de los KARs reduce reversiblemente la
fase lenta 0 media de la I, (sI, ,oml, ) a través de una cascada de
sefalizacion metabotropica en la que participan una proteina Gi/o y la
PKC, produciéndose asi un aumento de la tasa de disparo®®®. Igualmente
sucede en las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (DRG), donde el
kainato provoca una reduccion de la ml, . que requiere la expresion de
GluK1, pero no de GluK5™.

Asi pues, una parte crucial del control de la liberacion de
neurotransmisores y de la excitabilidad celular por los KAR depende de la
activacion de vias metabotropicas mas bien clasicas, lo que pone de relieve
la importancia de este modo no-candnico de sefializacion en la actividad
de estos receptores.

Nuestro grupo fue mas alla y con Izabela Rutkowska-Wlodarczyk
realizd un analisis protedmico para definir las proteinas que interactuan
con el dominio C-terminal de la subunidad GluK 17, Asi identificamos una
variedad de proteinas con diversas funciones, incluyendo la subunidad
aGo de una proteina G. Estas interacciones se verificaron mediante
distintos ensayos in vitro e in vivo, y la activacion de la proteina Go
por GluK1 se validé en experimentos de transferencia de energia por
resonancia de bioluminiscencia, confirmandose la especificidad de esta
asociacion en ratones deficientes en GluK1 (Figura 13). Asi, estos datos
no soélo revelaron varios componentes del interactoma de los KARs, sino
que demostraron que las proteinas GluK1 y Go son socios naturales y, por
tanto, responsables de los efectos metabotropicos de las KARs.

En la busqueda de funciones de las distintas subunidades de los
KARs en la fisiologia sinaptica, estudiamos el papel que estos receptores
podrian desempefiar en el cerebelo, una region con circuitos neuronales
bien definidos, expresiéon neuronal especifica de subunidades KAR e
implicacion directa en el comportamiento motor. Aunque en el cerebelo
se expresan varias combinaciones de subunidades KAR, las células de
Purkinje, la principal fuente de salida de la corteza cerebelosa, expresan
exclusivamente subunidades GluK1 y GluK4"'. Las células de Purkinje
reciben entradas excitatorias de dos fuentes: las fibras paralelas (PF), que
son axones provenientes de las células granulares, y las fibras trepadoras
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Figura 13. Interacciones molecular y funcional de GluK1 y proteina Go. A. Las subunidades
recombinantes myc-GluK1b con el dominio carboxi-terminal de la proteina fluorescente
Venus (VCT) fueron co-transfectadas con subunidadesaGo con el dominio amino-terminal
de Venus (VNT) en células HEK. La reconstitucién por fluorescencia de Venus (paneles
etiquetados BiFC) demuestra la interaccion entre GluK1b y alfa Go, que se revela mediante
puntos amarillos de fluorescencia en células que expresan ambas proteinas (paneles supe-
riores) y se cuantifica mediante la clasificacion celular activada por fluorescencia (paneles
inferiores; puntos azules). Derecha. En mutantes de GluK1b que carecen del dominio
carboxi-terminal de la subunidad (myc-GluK1bCVCT), se pierde la reconstitucién de la
fluorescencia de Venus (panel BiFC), como muestra la ausencia de células clasificadas
(gréfico inferior), lo que sugiere que el dominio carboxi-terminal de GluK1b es necesario
para la interaccion con Go. B, Diagrama que representa el ensayo de transferencia de
energia por resonancia de bioluminiscencia (BRET) utilizado para estudiar la activacion de
una proteina G heterotrimérica por receptores GluK1 en células vivas. Las subunidades
aGo y y2 estan fusionadas con el donador de energia (Rluc) y el aceptor (YFP), respec-
tivamente. La activacién del receptor genera la disociacion del complejo de proteinas G
y la pérdida de transferencia de energia. C, Curva dosis-respuesta para glutamato indu-
ciendo la pérdida de sefial BRET en células transfectadas con GluK1, que expresan estas
construcciones. Figuras reproducidas de Rutkowska-Wlodarczyk, Aller, Valbuena, Bologna,
Prézeau, y Lerma, 2015.7°

(CF), que se originan en las neuronas de la oliva inferior. Para investigar la
implicacion de los KARs en la neurotransmision excitatoria, examinamos
los EPSCs evocados por estimulacion de las PF y CF (PF-EPSCs y CF-
EPSCs, respectivamente) en las células de Purkinje utilizando cortes de
cerebelo provenientes de ratones control y de ratones a los que se habia
anulado el gen Grik4 o el Grikl. Estos estudios indicaron que, aunque
la participacion de los KARs es nula en la sinapsis de las PF, los CF-
EPSCs estan mediados en parte por KARs compuestos por subunidades
GluK1 y GluK4. En colaboracion con el laboratorio de Michi Yuzaki,
de la Keio University School of Medicine de Tokyo, investigamos los
fenotipos cerebelosos de los ratones carentes de GluK1 o GluK4. Pudimos
demostrar que los KARs juegan un papel importante en la regulacion de
la integridad sinaptica CF-PC, la plasticidad y el aprendizaje motor en el
cerebelo. Sorprendentemente, descubrimos que los KARs postsinapticos,
independientemente de las funciones ionotropicas o metabotropicas,
sirven como organizadores sindpticos al formar un complejo de andamiaje
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con la proteina Clg-like 1 (Clqgll), una proteina secretada por las CFs”
y el inhibidor de angiogénesis cerebral-especifico 3 (Bai3), un receptor
acoplado a proteina G de tipo adhesion” expresado en las dendritas de
las células de Purkinje. Basandonos en la relacion jerarquica observada
en la localizacion sinaptica, es probable que el complejo KAR-Clqll-
Bai3 se forme a través de la unién de Clqgll a GluK4, lo que conduce
a la estabilizacion mutua de su localizacion sinaptica. Posteriormente,
Bai3 es incorporado a este complejo a través de su interacciéon con
Clqll. Nuestros datos indican, ademas, que el dominio amino-terminal
de GluK4 solo, desprovisto de los dominios que forman el poro del
canal y del dominio intracelular, es suficiente para rescatar los fenotipos
cerebelosos en los ratones GluK4 KO. Por tanto, en un trabajo publicado
recientemente®, postulamos que los KARs postsinapticos desempenan
una funcion adicional mas alld de su papel como receptores sinapticos,
ya que orquestan la formacién/mantenimiento de sinapsis y la plasticidad
sinaptica, proporcionando un andamiaje mediante el complejo tripartito
KAR-Clql1-Bai3, independientemente de las funciones de canal i6nico
o metabotropicas de estos receptores, descritas con anterioridad. Esto
implica una funcion estructural de los KARs completamente desconocida
hasta ahora (Figura 14).

El descubrimiento de que los KARs, como auténticos receptores de
glutamato ionotropicos que median en la transmision sinaptica, también
actian como proteinas de andamiaje regulando la integridad sinaptica, nos
lleva a postular un papel estructural general para los receptores de gluta-
mato ionotrépios. Es importante destacar que el domino amino-terminal de
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Figura 14. Modelo propuesto que ilustra el complejo KAR-C1ql1-Bai3 en las sinapsis de las
fibras trepadoras con las células de Purkinje (recuadro izquierdo) para la integridad sinaptica,
la LTD vy el aprendizaje motor. C1qgl1, secretado por los fibras trepadoras (CF terminal),
se une a GluK4, lo que conduce a la estabilizacion mutua de su localizacion sindptica en
las sinapsis CF-PC (PC Spine). Posteriormente, Bai3 se hace funcional al interactuar con
C1gl1 y estabilizar el complejo KAR-C1ql1-Bai3 necesario para la integridad sinaptica,
la LTD y el aprendizaje motor. Paneles tomados de Kakegawa, Paternain y cols, 2024.4
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los iGluRs se situa estratégicamente cerca de la membrana presinaptica, lo
que lo convierte en un lugar ideal para la adhesion sinaptica a través de in-
teracciones con proteinas proporcionadas por el sitio presinaptico. Tenien-
do en cuenta el éxito de los conectores sinapticos sintéticos basados en la
estructura de Cblnl en la restauracion de las sinapsis dafiadas en modelos
de raton de la enfermedad de Alzheimer y la lesion de la médula espinal™,
el estudio arriba detallado tiene implicaciones interesantes para el disefio
de conectores sindpticos basados en las proteinas de la familia Clql. Estos
conectores podrian adaptarse a combinaciones especificas de subunidades
de KARs y AMPARSs dentro de circuitos neuronales especificos, ofreciendo
vias prometedoras para futuras investigaciones y aplicaciones terapéuticas.

5.5. Receptores de kainato y patologia cerebral

La busqueda de causas genéticas que pudieran explicar los trastornos de
la mente ha revelado que los pacientes psiquiatricos pueden presentar mu-
taciones en una amplia variedad de genes’™. Dado que la genética humana
es, en ultima instancia, una ciencia observacional mas que experimental,
y dadas las limitaciones éticas y practicas de la biologia experimental hu-
mana, los modelos animales se revelan como una salida necesaria y ttil en
la investigacidn tanto de la fisiopatologia como en el posible desarrollo de
tratamientos. La creciente facilidad para desarrollar modelos de roedores
e invertebrados mediante manipulacion genética u otros medios esta po-
sibilitando el entendimiento de enfermedades devastadoras, aunque no se
pueden obviar las dificultades intrinsecas que conlleva la modelizacion de
trastornos que en muchos casos parecen exclusivamente humanos’. Debi-
do a la complejidad de la maquinaria usada por las neuronas para transmitir
informacion, no es sorprendente que una fraccion sustancial de los genes
que se ven alterados en enfermedades cerebrales sean genes que codifiquen
para proteinas sinapticas’’. Este hecho suscita la idea de que la funcion
aberrante de las sinapsis puede estar en el nucleo de diferentes trastornos
cerebrales, denominados colectivamente sinaptopatias’®.

La generalizacion de las tecnologias de secuenciacion del DNA ha he-
cho posible la asociacion de mutaciones o variabilidades genéticas con en-
fermedades, dando lugar a una explosion de estudios que han relacionado
los KARs con enfermedades cerebrales, como trastornos del espectro au-
tista, la esquizofrenia, la depresion y el trastorno bipolar™. Analogamente,
diversos estudios encontraron una disminucion de los niveles de mRNA de
GRIKI1, GRIK2, GRIK3 y GRIKS en el hipocampo y la corteza perirrinal
de esquizofrénicos, hallazgos que fueron confirmados por la descripcion
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de niveles proteicos reducidos de estas subunidades en las dendritas de
células piramidales, tanto del hipocampo como la corteza prefrontal de
estos pacientes®® ™. Dada la gran importancia de unos niveles adecuados
de expresion de los KARs para mantener la transmision sinaptica a niveles
correctos, las alteraciones mencionadas de las diferentes subunidades re-
ceptoras pueden contribuir al deterioro de €sta y, en ultima instancia, a la
fisiopatologia del trastorno mental.

Sin entrar en mayor detalle, algunas variantes de los genes humanos
GRIK3 y GRIK4 se han asociado a un mayor riesgo de desarrollar esqui-
zofrenia. La variacion de GRIK3 parece que afecta a la estabilidad de la
proteina mas que a las propiedades biofisicas del receptor®. En lo que se
refiere a las alteraciones en la secuencia de GRIK4, el analisis de los re-
ordenamientos cromosomicos de un paciente permitié describir 3 varian-
tes (denominadas SNPs, del inglés Single Nucleotide Polimorphisms), asi
como el haplotipo subyacente, que aparecian con mayor frecuencia en pa-
cientes con esquizofrenia®*®’. Todos estos SNPs se localizan en secuencias
intrénicas, lo que sugiere que la regulacion de los niveles de mRNA, mas
que alteraciones en la conformacion de las proteinas o sus propiedades bio-
fisicas, serian las responsables de los trastornos. Ciertamente, la ablacion
de Grik4 en ratones conduce a una reduccion en la inhibicion pre-pulso,
una prueba de integracion sensoriomotora en la que los pacientes con es-
quizofrenia muestran deficiencias®.

GluK2, la subunidad KAR mas abundantemente expresada en cere-
bro, se ha asociado con trastornos del espectro autista en al menos 33
pacientes®’. Alguna de estas mutaciones puede conferir una distinta
composicion subunitaria del receptor’!, lo que, aunque no ha sido de-
terminado, podria dar lugar a una disminucion del recepto funcional en
estos pacientes.

5.5.1 Grik4, autismo, esquizofrenia

El estudio de la relacion entre GRIK4 y el trastorno del espectro autista
constituye un caso Unico en nuestra comprension de la asociacion de los
KARSs con los trastornos mentales. En 2012, Anthony Griswoold y colabo-
radores, realizando un estudio independiente para correlacionar variacio-
nes del nimero de copias génicas que pudieran estar asociadas a suscep-
tibilidad de enfermedades cerebrales, identificaron diversas deleciones y
duplicaciones en pacientes que presentaban trastornos del espectro autis-
ta’*. En un paciente autista se encontré una duplicacion de novo del frag-
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mento del cromosoma 11 que engloba a GRIK4. Igualmente, un analisis
de ligamiento genémico indicod que este gen se ve asociado también con
diferentes endofenotipos de esquizofrenia®.

El posible aumento de la dosis de esta subunidad causado por la dupli-
cacion del segmento cromosémico nos animo junto a Isabel Aller a generar
un modelo de raton transgénico que sobreexpresara el gen Grik4°® con el
fin de estudiar el efecto que el exceso de dosis de este gen pudiera tener
sobre la patofisiologia del autismo y endofenotipos de la esquizofrenia.
El analisis conductual de este raton modificado genéticamente reveld una
marcada disminucion de las interacciones sociales, uno de los endofeno-
tipos caracteristicos del autismo. Igualmente, encontramos que estos rato-
nes presentan alteraciones en la transmision sinaptica tanto del hipocampo
como de los nucleos principales de la amigdala cerebral®>*. Ciertamente,
en el complejo de la amigdala, aumentos modestos en la proteina GluK4
estan asociados con la ganancia sinaptica en sinapsis seleccionadas, lo que
resulta en un desequilibrio de la salida del circuito. Este efecto se consigue
no s6lo aumentando la probabilidad de liberacion sinaptica, sino también
potenciando el componente postsindptico mediado por el AMPAR. De he-
cho, el exceso de GluK4 parece retrasar la maduracion de las sinapsis, ya
que siguen estando enriquecidas en subtipos de AMPARSs caracteristicos
de las sinapsis jovenes. Curiosamente, tanto los fenotipos sinapticos como
los conductuales se recuperan tras la normalizacion de la dosis del gen
Grik4.

Obviamente, la organizacion circuital del cerebro es un sistema com-
plejo y flexible que permite la integracion, modulacion y transmision de
informacion. El correcto funcionamiento de los circuitos cerebrales es
esencial para todas las funciones cerebrales, desde las mas basicas como el
reflejo, hasta las mas complejas, como el pensamiento y la memoria. Este
notable efecto sobre la transmision sindptica que tiene una mayor disponi-
bilidad de GluK4 en la sinapsis puede explicar las anomalias conductuales
evidentes en enfermedades como los trastornos del espectro autista o la
esquizofrenia.

En el caso del hipocampo —donde la expresion de GluK4 estéd enrique-
cida en terminales de fibras musgosas y células piramidales CA3—, la so-
breexpresion de Grik4 causa un aumento en las respuestas postsinapticas
en CA3 pero, lo que es mas importante, una alteracion en la plasticidad de
corta duracion de las fibras musgosas. Dado el papel de los KARs en la
generacion de esta plasticidad en las fibras musgosas-CA3, las alteraciones
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asociadas a la sobreexpresion de Grik4 tienen un profundo impacto en la
funcion del hipocampo. De hecho, el aumento de la ganancia sinaptica cau-
sada por la sobreexpresion de Grik4 conduce a una alteracion de la relacion
entrada-salida de esta estructura in vivo®, lo que recapitula el aumento de
la actividad hipocampica observada en humanos sanos portadores de la
variacion rs58575285, que causa mayor abundancia de GluK4 en estos
individuos. Este es un ejemplo excelente en el que una caracteristica fisio-
logica observada en humanos es reproducida en modelos animales porta-
dores de una alteracion molecular analoga (Figura 15).
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Figura 15. Recapitulacién de fenotipos humanos en un modelo de ratén de sobreexpre-
sion de Grik4. A. En unos estudios, se registraron mediante patch-clamp las neuronas
piramidales CA3 en rodajas de hipocampo, mientras que en los experimentos in vivo las
sondas extracelulares con mdltiples electrodos se dispusieron en CA1 y giro dentado, para
obtener curvas de entrada-salida. B. La Amplitud de los EPSCs espontaneos mediados
por KAR en neuronas piramidales de CA3 de ratones que sobreexpresan GluK4 son ma-
yores en comparacion con las neuronas control (GluK4over y GluK4+/+, respectivamente).
Las lineas continuas representan la media de todos los EPSC. C. La disminucion de la
facilitacion por pares de pulsos de las sinapsis fibra musgosa-CA3 en ratones GluK4over
(trazos y puntos azules) indica un aumento de la probabilidad de liberacién de glutama-
to en estas sinapsis enriquecidas con GluK4. D. Los ratones GluK4over (puntos azules)
muestran un aumento de la relacion entrada-salida del circuito trisinaptico, medido por el
EPSP trisinaptico, inducido por la estimulacion de la via perforante. E. Esta mayor relacion
entrada-salida recapitula la mayor actividad hipocampal observada en humanos portadores
de la variante rs58575285 de GRIK4, que da lugar a una sobreexpresion de la subunidad
GLUKA4. La imagen representa la region cerebral ocupada por el hipocampo izquierdo) en
la que la actividad neta -medida mediante fMRi— aumenta significativamente en los sujetos
portadores de la variante rs58575285 en comparacion con los controles no portadores
(véase Whalley et al., 2009'"%). Paneles A, B, C y D tomados de Aller et al. (2015)%. Panel
E tomado de Whalley et al., (2009)."®
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Por tanto, las alteraciones fisiologicas asociadas a la sobreexpresion de
Grik4 pueden explicar el deterioro social, la ansiedad y los fenotipos ana-
logos a la depresion humana encontrados en estos ratones’°. En conjunto,
el caso de la sobreexpresion de Grik4 constituye un ejemplo de cdmo una
traslacion de los estudios de asociacion en humanos a la investigacion ba-
sica en roedores puede aclarar los mecanismos por los que las mutaciones
de los KARs provocan trastornos mentales.

5.5.2 El caso del Sindrome de Down

GRIK]1, el gen que codifica la subunidad GluK1, se localiza en el cro-
mosoma humano 21 (HSA21). Dado que la causa genética particular del
Sindrome de Down (SD) es que el cromosoma HSA21 aparece triplicado,
no es necesario ningun analisis de asociacion para sospechar la relacion
de esta patologia con la subunidad del KAR. Por el contrario, este hecho
implica que los pacientes de este sindrome portan una copia genética extra
de GRIK1. En el hipocampo, la expresion de Grikl esta restringida princi-
palmente a las interneuronas®. Dado que se ha demostrado que los KARs
presinapticos regulan de forma bidireccional la transmision GABAérgica
mediante sus vias de sefializacion ionotropicas y metabotropicas, la tri-
plicacion de GRIK I se erige como una causa plausible de las alteraciones
sinapticas inhibitorias descritas en el SD.

Con el fin de determinar la contribucién del exceso de GluK1 al SD,
primero con Wilfried Mazier y mas tarde con Sergio Valbuena realizamos
un estudio para eliminar una de las tres copias de Grikl presentes en un
modelo murino de DS, el raton Ts2Cje, mientras se mantenia la trisomia
del resto de los genes en el segmento triplicado del cromosoma 16°7, que
contiene los genes ortélogos del HSA21 involucrados en DS. Asi, con la
ayuda de Alvaro Garcia, desarrollamos una bateria de pruebas conductua-
les que reveld que la normalizacion especificamente de la dosis de Grikl
hacia recuperar los déficits de memoria espacial, caracteristicos de este sin-
drome y que estan presentes en el modelo Ts2Cje, y que coinciden con las
observadas en nifios y adultos jovenes con SD. Un analisis detallado de los
mecanismos fisiologicos que pudieran explicar estos déficits de memoria
espacial revel6 que la inhibicion dendritica sobre las neuronas piramidales
CA1 esta desequilibrada en los ratones Ts2Cje.

Este desequilibrio se debe a la existencia de una mayor probabilidad de

liberacion de GABA sobre las dendritas distales de las células piramidales
de CA1 y una menor probabilidad de liberacion en la region perisomatica
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de las mismas neuronas (Figura 16). Las interneuronas de CA1 ejercen un
control estricto sobre las entradas sinapticas excitatorias que llegan a las
células piramidales®®® y es probable que el desequilibrio inhibitorio en-
contrado en Ts2Cje conduzca a una regulacion deficiente de la informacion
excitatoria en esta region, dando lugar a los déficits de memoria espacial
encontrados en estos ratones. La normalizacion de Grikl produjo una re-
duccioén de la probabilidad de liberacion de GABA en las dendritas de las
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Figura 16. La sobreexpresion de GluK1 en un modelo de ratén con sindrome de Down
(SD) deteriora la memoria espacial a través de alteraciones de la liberacion de GABA en
CA1. A. La sobreexpresion de subunidades GluK1 en el modelo de ratén Ts2Cje de SD
provoca déficits de memoria espacial. Tras el entrenamiento en una arena abierta con dos
objetos idénticos, se cambid la ubicacion de un objeto y se comprobd la preferencia por la
ubicacién conocida frente a la nueva. Los ratones Ts2Cje no recordaron la ubicacion original
y no mostraron preferencia por la nueva en comparacion con sus comparieros de camada
euploides. La normalizacién de la dosis de Grik1 dentro de un fondo trisémico (aqui llamado
TsGrik1+/-) resultd en una recuperacion de la memoria espacial en estos ratones. B. Pair
Pulse Ratio (PPR) de IPSCs evocados por estimulacion eléctrica de sinapsis inhibitorias
distales, como medio para estimar la probabilidad de liberacién de GABA. La reduccién
del PPR sugiere que la probabilidad de liberaciéon de GABA desde sinapsis distales esta
aumentada mientras que desde terminales proximales se ve disminuida en ratonesTs2Cje,
un fenotipo que se restaura totalmente a niveles euploides tras la normalizacién de Grik1.
C. Modelo propuesto para explicar los déficits de memoria en SD. En los ratones euploides,
la actividad inhibitoria (representada como areas sombreadas en las dendritas distales y
en la region perisomatica) modula la influencia de las entradas excitatorias procedentes
de la via temporoaménica (TA, que incide en las dendritas de las células piramidales
distales, marcadas en rojo) y de las colaterales de Schaffer (SC, los axones asociativos/
comisurales de las neuronas piramidales CA3, marcados en azul). La integracién adecuada
de las diferentes entradas excitatorias da lugar a una salida equilibrada, lo que permite la
correcta ejecucion de tareas relacionadas con la memoria espacial. Por el contrario, los
ratones Ts2Cje presentan alteraciones dependientes de Grik1 en la inhibicién sinaptica que
resultan en un tono inhibitorio bidireccionalmente alterado sobre el eje somatodendritico
de las células piramidales CA1. Estas alteraciones en el tono inhibitorio son consecuencia
de una mayor liberacién de GABA en las regiones distales (derecha, recuadro superior) y
una menor liberacion en las proximales (derecha, recuadro inferior) causadas por la sobre-
expresion de KARs presinépticos que contienen GIuK1 en las sinapsis inhibitorias. Como
consecuencia, las entradas excitatorias que llegan a través de la via TA se atenuarian y
la salida de las células piramidales estaria dominada por las entradas SC. Esta alteracion
de la puerta de entrada excitatoria puede explicar los déficits observados en la memoria
espacial de estos ratones. Gprot: Proteina G; O-LM: Oriens-lacunosum moleculare inter-
neuron. Figura reproducida de Valbuena y Lerma, 2021.3
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células piramidales distales de CA1 y un aumento del area perisomatica,
aboliendo la inhibicion desequilibrada presente en los ratones Ts2Cje. Tras
haber demostrado que los déficits de memoria son responsabilidad del exce-
so de funcion de Grikl, la normalizacion genética nos permitié comprobar
uno de los supuestos asumidos en el SD, a saber, que una sobreinhibicion
subyace a los fenotipos cognitivos del DS al afectar a la plasticidad a largo
plazo'%, Aunque la normalizacion de Grikl resultd en una recuperacion
de las alteraciones sinapticas inhibitorias y del deterioro de la memoria
espacial, no tuvo ningun efecto sobre los déficits de LTP, lo que sugiere
que estos déficits de LTP no estan causalmente relacionados ni con la inhi-
bicion excesiva en los ratones Ts2Cje, ni en el origen del deterioro de me-
moria espacial asociado al DS. En conjunto, nuestro estudio ilustra como
una intervencion genética precisa podria resolver cuestiones en el campo
del DS, asi como la forma en que la variacion del nimero de copias de
Grikl conduce a déficits de comportamiento tangibles a través de procesos
complejos derivados de alteraciones de la transmision sinaptica.

En resumen, nuestros estudios, junto al de otros investigadores, reali-
zados a lo largo de estos ultimos afos sefialan diversas funciones para los
receptores de kainato en el cerebro, con una consecuencia clara en la ge-
neracion de la conducta animal. Estas funciones y sus interrelaciones estan
resumidas en la figura 17.
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Figura 17. Esquema resumiendo los papeles principales identificados que desempefian los
receptores de kainato en la fisiologia cerebral y su impacto en el correcto funcionamiento
cerebral. Las citas hacen referencia a los trabajos de nuestro grupo que contribuyeron a
estas identificaciones.
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EPILOGO

Desde la biologia molecular de una sola neurona hasta la tremenda com-
plejidad de los circuitos que forman el sistema nervioso humano, nuestra
comprension del cerebro y su funcionamiento ha sufrido un progreso es-
pectacular en el ultimo siglo. Tras los sabios postulados de Cajal, la indi-
vidualidad de la célula nerviosa y el descubrimiento de los mecanismos de
comunicacion neuronal, el cerebro presenta una complejidad organizativa
y estructural tal que su comprension aun sigue siendo un desafio en la
ciencia. No olvidemos que el cerebro humano se compone de miles de
millones de neuronas que interactian a través de billones de conexiones
sindpticas, algunas de cuyas particularidades he tratado de ilustrar y que,
conjuntamente determinan la actividad mental, contribuyendo al maravi-
lloso laberinto de la mente.

Afortunadamente, las patologias del cerebro, tanto neuroldgicas como
psiquiatricas, esas que pervierten la mente y extraen el alma del ser hu-
mano, han devenido en problemas bioldgicos en las ultimas décadas, ha-
ciendo aficos supersticiones y falsas creencias. Si bien el conocimiento
fraccionado de muchos de los fendémenos basicos no impide el avance en
la comprension de funciones integrales, la diversidad y complejidad de
la transmision sinaptica contintan siendo un obstaculo para comprender
los niveles superiores de organizacion cerebral y dificulta desentrafiar los
mecanismos que estan detras de los trastornos cerebrales y, en ultima ins-
tancia, los mecanismos subyacentes a la conducta, sea normal o patolo-
gica. Como muy bien se menciona en un texto editado para la reciente
celebracion del 50 aniversario de la Society for Neuroscience (USA)P, en
la primera mitad del siglo XX los cientificos carecian de medios para li-
gar mente y cerebro. El gran progreso de la biologia en la segunda mitad
del siglo, empezando por el descifrado de la estructura del DNA, junto a
avances neurobiologicos relevantes como el descubrimiento del potencial
de accion, el conocimiento de la naturaleza quimica de la transmision si-
naptica, etc sumado a avances tecnologicos espectaculares, han transfor-
mado radicalmente la manera de abordar cientificamente el problema de
la mente y el cerebro, haciendo posible el avance en la comprension de la
mente humana.

P History of the Society for Neuroscience, written by Marcia Meldrum, Joel
Braslow and Rena Selya. Published by the Society for Neuroscience, 2021.
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En esta exposicion, se ha tratado de resumir algunos de los avances
en el conocimiento de la comunicacion neuronal con especial mencion a
nuestras contribuciones a la naturaleza de la recepcion del neurotransmi-
sor glutamato. La relacion entre la disfuncion sinaptica y los trastornos
neurologicos continta siendo un area de investigacion intensa, ya que los
trastornos cerebrales representan una carga significativa para la sociedad
en términos de salud y economia. Estos trastornos, que afectan a cientos de
millones de personas en todo el mundo, generan un enorme costo social y
economico, mas de 800.000 millones de € anuales solo en Europa!® y se
estima que uno de cada tres ciudadanos sufre o sufrira un problema cere-
bral a lo largo de su vida.

Y es que la organizacion sinaptica del cerebro es una red altamente
especializada y dinamica que permite la transmision de informacion de
manera eficiente y precisa, pero adaptable y constituye la base de todas las
funciones cognitivas y motoras del ser humano. De hecho, diversos estu-
dios han encontrado una asociacion entre la inteligencia y variaciones de
los genes que codifican para proteinas de la densidad postsindptica, concre-
tamente componentes asociados al complejo de sefializacion del receptor
NMDA!%:1% En conjunto, estos datos ponen de relieve el papel de la si-
napsis como un sistema biologico base de la capacidad intelectiva humana.

Como muestra del papel primordial de la sinapsis en el funcionamiento
cerebral, en la actualidad existen una variedad de farmacos que modulan la
actividad sinéptica y que son fundamentales en el tratamiento de diversas
enfermedades, como la depresion, la ansiedad, la esquizofrenia, el dolor
cronico, el Alzheimer o el Parkinson. Efectivamente, a lo largo de los ul-
timos afios se han desarrollado numerosos agentes terapéuticos utilizan-
do diversas estrategias de interaccion con los distintos tipos de receptores
sindpticos o proteinas involucradas en la transmision sindptica. Algunas
sustancias, actian como agonistas y se unen a los receptores postsinapticos
para desencadenar una respuesta similar a la del neurotransmisor natural.
También existen bloqueantes de los receptores, impidiendo que los neuro-
transmisores actien sobre los mismos, disminuyendo asi su efecto. Este
seria el caso del haloperidol, un antisicotico clasico que bloquea los recep-
tores de dopamina. Otros, actuan aumentando o disminuyendo la sintesis
del propio neurotransmisor en la neurona presinaptica. También, la altera-
cion de la recaptacion de neurotransmisores se ha demostrado eficaz en la
modulacién de la transmision sinaptica al prolongar o acortar su accion.
En este ultimo caso se puede citar la fluoxetina (Prozac) que al inhibir la
recaptacion de serotonina actiia como un antidepresivo. Algunos ejemplos

46



La sinapsis en el laberinto de la mente

mas son las benzodiacepinas, que potencian la accion del neurotransmisor
inhibitorio GABA. En este grupo se incluye el diazepam (Valium®) o el
lorazepam (Orfidal®) que actian como ansioliticos efectivos. Para tratar el
Alzheimer de moderado a grave, existe un farmaco que es la memantina.
La memantina (Namenda®) es un antagonista no competitivo del receptor
de NMDA que ayuda a prevenir la excitotoxicidad inducida por el gluta-
mato al limitar la apertura del canal i6nico asociado y, por tanto, reducir
el nimero de iones calcio que pueden entrar en la célula. La S-ketamina
es un modulador alostérico del receptor de NMDA?, aprobado en 2019
por la FDA en forma de aerosol nasal para el tratamiento de la depresion
resistente a los antidepresivos tradicionales. Se ha comercializado bajo el
nombre de Spravat y ejerce su accién bloqueando el receptor NMDA y
promoviendo la plasticidad sindptica en zonas especificas del sistema ner-
vioso, ejerciendo sus efectos antidepresivos de forma rapida.

Muy recientemente, la FDA ha autorizado un medicamento para el
tratamiento de la esquizofrenia que es el primero en décadas que tiene
un modo de accién distinto al de los fArmacos actuales, consiguiendo un
mejor alivio de los sintomas con menos efectos secundarios'®. Esta dro-
ga, llamada Xanomelina, es un agonista de los receptores muscarinicos de
Acetilcolina. La activacion de estos receptores reduce la liberacion de do-
pamina, un neurotransmisor fundamental para los sintomas caracteristicos
de la esquizofrenia, como las alucinaciones y los delirios.

Estos ejemplos son unos pocos que ponen de manifiesto que una mejor
comprension de las intrincadas redes cerebrales y sus nodos es y seguira
siendo fundamental no solo para entender nuestra mente, saber como en-
vejece, como enferma sino también para desarrollar nuevas estrategias y
terapias para asi mejorar la calidad de vida de todos.

Alo largo de su evolucion, la especie humana ha desarrollado una men-
te altamente sofisticada. Esto se ha traducido en la adquisicion de un ce-
rebro desproporcionadamente grande en relacion con el tamafio corporal,
con una corteza cerebral especialmente desarrollada y densamente poblada
de neuronas. Efectivamente, el cerebro humano es hasta tres veces mayor
en volumen que los cerebros de chimpancés, gorilas y muchos parientes
humanos extintos. Esta caracteristica anatomica singular ha permitido la
formacion de una intrincada red de circuitos neuronales interconectados,
cuya precisa configuracion es esencial para el correcto funcionamiento
de las diversas funciones cognitivas. La mente, en este sentido, emerge
como una propiedad compleja de esta red neuronal, aunque no sea exclu-
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siva de nuestra especie. Sin embargo, tiene que haber algo en el cerebro
humano que lo diferencie del de otros animales, como la revista Nature
ha enfatizado recientemente'*. Algo que lo hace especial, que nos permi-
te planificar, imaginar el futuro, resolver crucigramas o contar y entender
chistes sarcasticos y muchas otras cosas que hacen tnica a nuestra espe-
cie. Y algo que explique por qué los humanos padecemos enfermedades
que otros animales no sufren, como el trastorno bipolar o la esquizofrenia.
Es en el ser humano donde la mente alcanza su mayor grado de comple-
jidad, manifestandose en capacidades como la memoria, las emociones,
la conciencia y los procesos ejecutivos. Puede que sea esta complejidad
intrinseca la que simultaneamente dota al cerebro humano de la fragilidad
para enfermar. Pero por muy abstractas y etéreas que estas funciones nos
parezcan, todas son el resultado de una actividad bioldgica, de engranajes
que funcionan a nivel molecular, celular y circuital en nuestro tejido neu-
ronal®. Para comprender cabalmente el funcionamiento de este drgano tan
complejo, un paso fundamental es conocer la conectividad completa de los
circuitos hasta el nivel de sinapsis. Es decir, el analisis exhaustivo de sus
conexiones sinapticas, de sus circuitos neuronales y regiones anatomicas,
y de como éstas se modifican en respuesta a los estimulos externos que
recibimos a través de los sentidos. En los Ultimos afios y gracias a inver-
siones importantes, la tarea de mapear el cerebro y proveer de todos estos
detalles, se ha iniciado. Recientemente, hemos asistido a la complecion del
conectoma del cerebro de la mosca adulta, Drosophila melanogaster, rea-
lizado por el “FlyWire”, un consorcio formado por investigadores de 127
instituciones'”’. Para ello, ha sido necesario una serie de procesos que se ha
beneficiado de la automatizacion informatica y de la inteligencia artificial.
Es interesante senalar que, para la deteccion de posibles errores, se han

E A pesar de todo, aun hay gente que cree que las enfermedades del cerebro
no son el resultado del malfuncionamiento de algunos circuitos cerebrales, de las
conexiones que establecen las neuronas entre si. Segun refiere al inicio de su libro
“El Cerebro Roto”, Nancy Andreasen, una profesora de psiquiatria de la Universi-
dad de lowa, Sadl, el primer rey de Israel, no fue la primera ni la Gltima victima del
mal entendimiento de la naturaleza de la enfermedad psiquiatrica'"'. Un lider do-
tado que cae preso de la depresion en una época en la que esta enfermedad era
interpretada como una posesion por espiritus malignos. Sus crisis, que debieron
cursar con alteraciones emocionales y pérdida del control de sus acciones, fueron
atribuidas a un “espiritu maligno” que lo atormentaba y Dios lo rechazé como rey
y eligié a David para sucederlo. No obstante, es necesario indicar que si bien, a
juzgar por las descripciones, la idea de que Saul sufria de depresion es una posi-
bilidad, no es la Unica ni necesariamente la mas acertada. Es importante recordar
que la Biblia (1 Samuel) es un texto religioso y culturalmente situado, y que su
interpretacion puede variar segun el contexto y los conocimientos de cada época.
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utilizados un gran nimero de voluntarios con conocimientos especificos.
En total, el consorcio ha identificado unas 140.000 neuronas —de las que se
ha tipificado el 98%— y mas de 50 millones de sinapsis, incluyendo su na-
turaleza funcional. No cabe duda de que el objetivo de comprender cémo
el sistema nervioso, al menos el de la mosca, genera el comportamiento
se hace mucho mas asequible con estos datos y posibilita la prediccion de
fendmenos y mecanismos aun no descubiertos.

Con este mismo animo, diversas organizaciones, lideradas por el Ins-
tituto Allen en EE.UU., estan llevando a cabo mapeos sistematicos del
cerebro humano. Por ejemplo, utilizando tecnologias gendmicas unicelu-
lares avanzadas y modelos de aprendizaje automatico, se ha trazado re-
cientemente una cronologia de los cambios celulares y moleculares de la
enfermedad de Alzheimer, utilizando tecnologias de gendomica espacial y
unicelular, y cartografiando los genes activos, la estructura del DNA y la
localizacion precisa de células individuales en muestras de cerebro con
alzheimer'®, centrandose en la circunvolucion temporal media, un area ce-
rebral que esta relacionada con el lenguaje, la memoria y el procesamiento
visual. Tras comparar esos datos, provenientes del analisis de mas de 3
millones de células, con un mapa celular masivo de referencia del cerebro
normal generado anteriormente por el propio Instituto Allen, se llegd a
poner de manifiesto que un tipo especifico de interneurona (la que expresa
somatostatina) es uno de los primeros tipos celulares que se pierden en esta
enfermedad, un descubrimiento que pone de relieve posibles dianas para
futuras terapias.

Cabe citar, finalmente, que también la tarea de realizar un mapa com-
pleto de todas las conexiones de un cerebro de mamifero ya ha empezado.
Lo acaba de poner en marcha el citado Instituto Allen, que busca elaborar
mapas detallados de las conexiones neuronales tanto del cerebro de ratén
como del macaco, con vistas a crear en el futuro los diagramas de cableado
y conexiones completos de los cerebros de estos animales y en ultima ins-
tancia del cerebro humano.

Una pregunta natural es si el conocimiento del conectoma permitira
simular el comportamiento, y entender como éste se genera. No parece,
sin embargo, que el conectoma por si solo sea suficiente!”. Se necesita
informacion adicional, como cuantas uniones electrotonicas (sinapsis
eléctricas) hay y donde, las identidades de los neurotransmisores, los tipos
y ubicaciones de receptores, neuromoduladores y hormonas, el papel de
las células gliales, las reglas que gobiernan la plasticidad sinaptica, etc. En
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este sentido, se han identificado ciertos genes asociados a enfermedades
psiquiatricas en astrocitos y, como muy bien concluye el Grupo de
Trabajo BRAIN 2.0 del Comité Asesor al Director de los NIH (https://
braininitiative.nih.gov/vision/nih-brain-initiative-reports/brain-20-report-
cells-circuits-toward-cures), es probable que cualquier mapa que excluya
los tipos de células no neuronales sea incompleto. Asi pues, serd importante
combinar en un tnico conjunto de datos las mediciones electrofisiologicas,
metabdlicas, neuroquimicas y de expresion génica de una amplia diversidad
de tipos celulares. Esto deberia hacerse tanto localmente como en redes
distribuidas, a escala meso y macro.

En 0ltima instancia, es mediante este conocimiento llevado al cerebro
humano que podremos desentrafiar los misterios de nuestra mente y, por
ende, de nosotros mismos. Si bien la tarea es ardua (un cerebro humano
contiene 86.000 millones de neuronas y miles de billones de sinapsis) y
atn queda mucho por descubrir, creemos que se esta en el camino acer-
tado para alcanzar una comprension profunda de la naturaleza humana.
Por tanto, podemos imaginar en el plano biomédico un futuro en el que la
comprension neurobioldgica de la mente conduzca a la identificacion de
dianas especificas y al desarrollo de tratamientos transformadores de la en-
fermedad mental, una realidad que se vislumbra en un horizonte construido
sobre el conocimiento generado en las ultimas décadas y complementado
por los enfoques revolucionarios de hoy en dia.
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Contestacion al discurso de ingreso

Excelentisima Sra. presidenta de la Academia,
Excelentisimos sefioras y sefiores académicos,
Queridos colegas, familiares y amigos,
Sefioras y sefiores.

El 5 de diciembre de 1897, en este mismo salon, Santiago Ramoén y Cajal
leia su discurso de ingreso como Académico Numerario de la Real Aca-
demia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, al que titulo “Fundamen-
tos racionales y condiciones técnicas de la investigacion bioldgica”. Pese
a ser ya un cientifico admirado fuera de Espafia, su incorporacion a esta
Academia fue quizas, el primer reconocimiento formal que recibia de una
prestigiosa institucion oficial de su amada patria. Aun asi, nadie sospe-
chaba entonces que nuestro colega de Academia acabaria siendo incluido
entre los mas indiscutidos gigantes de la ciencia moderna, gracias a sus ex-
traordinarios descubrimientos, que definieron la estructura y funcion de las
neuronas y sus circuitos, pasando a ser considerado al mismo nivel que lo
fueron Darwin por su propuesta de la evolucion de las especies, o Einstein
por concebir la Teoria de la Relatividad.

Hoy recibimos como compafiero en esta Casa al Profesor Juan Lerma,
un brillante neurocientifico espafol, perteneciente a la segunda generacion
de investigadores resurgida en Espaiia tras el cataclismo de la guerra civil,
cuya trayectoria cientifica sirve de prueba de la indeleble huella dejada por
Cajal y gran influencia de su herencia sobre el ulterior renacimiento de la
investigacion cientifica en nuestro pais.

Con estos precedentes, no es de extrafar que el discurso de ingreso de
nuestro nuevo compafiero haya comenzado con una reflexion que titula:
“la tarea de entender el cerebro,” una aspiracién que presidio la vida y
los esfuerzos de Ramon y Cajal y que han asumido como propia los cien-
tificos que han seguido su estela. La excepcionalidad de Cajal estribo en
asumir como premisa de partida, que el cerebro humano no es sino una
entidad fisica, asombrosamente compleja pero determinada por los mis-
mos materiales, leyes y limitaciones generales que han regido la aparicion,
evolucion y eventual extincion del mundo fisico, incluyendo los 6rganos
y sistemas adquiridos por los seres vivos mas complejos, como es el caso
del cerebro humano. Para confirmar su hipétesis, Cajal recurrié a una ex-
ploracion cientifica rigurosa, generando al tiempo ingeniosas técnicas de
observacion microscopica, combinadas con el estudio de modelos simples
de cerebros, pertenecientes a animales menos evolucionados y recurriendo
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también al estudio de embriones, que le ayudaron a comprender la 16gica
de la transicion en la ontogenia, que parte de la simplicidad estructural y
funcional en los estadios iniciales del desarrollo del embrion y culmina con
la sofisticada organizacion cerebral del animal adulto.

Las generaciones de cientificos que han asumido continuar la tarea de
Cajal, han tenido que esforzarse como é€l, en transmitir a la sociedad la
evidencia -conseguida por la experimentacion cientifica- de que la organi-
zacion, funciones y procesos mentales generados en el complejo cerebro
humano, son a la postre, procesos naturales, susceptibles de ser desentraia-
dos y entendidos, en la misma medida que la ciencia lo ha ido logrando con
los mecanismos biologicos que sustentan la funcion de los 6rganos mas
simples. Afortunadamente, esa evidencia sobre la naturaleza del cerebro
se ha ido abriendo camino en la cultura popular en las Ultimas décadas,
gracias al explosivo avance de la investigacion del sistema nervioso, como
ha recordado Juan Lerma en su discurso.

Este ha comenzado, ofreciendo una panoramica general del excepcio-
nal progreso, alcanzado en apenas un siglo, principalmente atribuible al
esfuerzo de un grupo cuantitativamente modesto de cientificos, que con-
siguid obtener en ese corto periodo de tiempo, un conocimiento objetivo
de las complejas funciones cognitivas del cerebro humano, en un grado
mucho mas amplio que el que habia alcanzado la humanidad, a lo largo
de los mas de veinte siglos previos, en sus primeros intentos por entender
el sustrato de la razon humana, iniciados principalmente por los primeros
filosofos griegos.

Juan Lerma nos ha descrito en el discurso de ingreso su importante
contribucidn personal al conocimiento de la comunicacion neuronal, un
mecanismo crucial para explicar cientificamente como el cerebro procesa
la informacion que continuamente intercambian en milisegundos entre si,
sus miles de millones de neuronas. Definir el sustrato molecular de esta
dindmica, ha supuesto un hito fundamental en el progreso de la neuro-
ciencia actual, y aunque inconcluso, ha tenido repercusiones inmediatas en
la comprension de la organizacion anatomica y funcional de los circuitos
cerebrales que sustentan las percepciones sensoriales, la actividad motora,
los ajustes autondmicos o los complejos procesos cognitivos que definen
la singularidad de los seres humanos. Como enfatiza Juan Lerma, el cono-
cimiento reciente del nivel subcelular también estd permitiendo, por fin,
abordar la relacion entre las disfunciones sinapticas y los multiples tras-
tornos neuroldgicos que describe la Psiquiatria, un area de investigacion
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que se encuentra hoy en febril desarrollo, por la creciente posibilidad de
permitir ampliar el abordaje terapéutico de un gran numero de trastornos
mentales, para cuyo tratamiento solo disponemos hoy de terapias empiri-
cas, de cuestionable eficacia.

El trabajo experimental desarrollado por Juan Lerma durante su eta-
pa en USA representd una contribucion seminal, pues ofrecio una nueva
explicacion mecanistica de la comunicacion neuronal, al descubrir como
tiene lugar la activacion de los receptores NMDA, estructuras esenciales
para la transmision sinaptica. Juan Lerma continu6 esta fundamental linea
de trabajo tras su regreso a Espafia, ya como investigador independiente en
el madrilefio Instituto Cajal del CSIC. Durante los afios siguientes, Lerma
identifico por vez primera a los receptores de Kainato, caracterizo su meca-
nismo de sefializacion y demostro la importancia funcional que poseen, al
probar el papel que esos canales desempefian en la génesis de la epilepsia.
Desde entonces hasta hoy, ha continuado estudiando con sus colaborado-
res, el papel de los canales de Kainato en la génesis de los trastornos fun-
cionales que aparecen en diversas patologias psiquiatricas. Gracias a ello,
Juan Lerma fue pronto reconocido en la comunidad cientifica internacional
como lider destacado en el campo de los receptores de glutamato y ha sido
clasificado recientemente dentro del 0,5% de los cientificos mas citados
del mundo entero por la Base de Datos de Autores de la Universidad de
Stanford.

En los afios en los que Juan Lerma empezaba autonomamente su tra-
bajo experimental en Espana, algunos de los neurocientificos espafioles
mas veteranos, luchabamos por levantar en nuestro pais, nuevos centros
de investigacion en neurociencias y para ello buscabamos atraer a ellos
a cientificos jovenes y brillantes, con so6lida experiencia internacional, y
con ilusion por recuperar en nuestro pais la investigacion neurocientifica
de excelencia comenzada por Cajal y su escuela. Tratabamos de emular
la iniciativa de nuestros colegas bioquimicos, que habian comenzado ya a
reunir a excelentes jovenes investigadores de su campo, formando grupos
de investigacion de primer nivel y creando centros nacionales especificos
y amplios departamentos universitarios monograficos en algunas universi-
dades de nuestro pais.

En el 4rea de la Neurociencia, descontando al venerable Instituto Cajal
del CSIC, la Universidad de Alicante fue la primera en crear oficialmen-
te un monografico Instituto de Neurociencias en 1990, vinculado como
Unidad Asociada CSIC unos afos mas tarde, y en 1999 paso a ser Centro
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Mixto Universidad Miguel Hernandez-CSIC. Juan Lerma y Angela Nieto,
se sintieron atraidos por los ambiciosos planes de ese joven instituto y
decidieron sumarse a la empresa de hacer de €l un centro internacional
de élite. En 2004 se trasladaron con sus equipos humanos a Alicante. En
coherencia con esa vision, Juan Lerma acepto enseguida ser vicedirector y
desde 2007 a 2016 paso6 a ser director del Instituto. Este paso, bajo su lide-
razgo, a seguir expandiéndose muy rapidamente, atrayendo investigadores
jovenes de todo el mundo y logrando que el Instituto fuera designado en
Espaiia como Centro de Excelencia “Severo Ochoa” y reconocido en la
Unién Europea como uno de sus centros de investigacion neurocientifica
mas importantes.

La vision de futuro, capacidad gestora y voluntad de promover la inves-
tigacion de las neurociencias en Espaia y en el mundo de Juan Lerma, se
han visto reconocidas en las multiples responsabilidades y reconocimientos
publicos que nuestro nuevo académico ha recibido: Presidente de la Socie-
dad Espaiiola de Neurociencias (SENC), Secretario General de la Federa-
cion Europea de Neurociencias (FENS), Vicepresidente del European Bra-
in Council y Presidente del Comité Paneuropeo de la International Brain
Reseach Organization (IBRO), asi como tnico espaiol elegido Councilor
de la Society for Neuroscience norteamericana. Quisiera resaltar que Juan
Lerma ha realizado generosamente esas actividades solidarias, sin dejar
de lado el seguimiento diario de los continuos avances de la investigacion
neurocientifica de frontera, como prueba su elecciéon como Editor-jefe de
Neuroscience, una de las revista mas veteranas del mundo dedicada a la
investigacion del Sistema Nervioso. Tampoco ha descuidado el trabajo ex-
perimental de su laboratorio, que continua en primera linea y donde se ha
formado un numeroso grupo de estudiantes y postdoctorados de muy diver-
sos paises del mundo, algunos de ellos ya reputados cientificos.

En esta resefia biografica, he tratado de transmitir los méritos objetivos
mas relevantes, que justifican la recepcion de Juan Lerma como Acadé-
mico numerario de la RAC. Sin embargo, una descripcion asi quedaria
incompleta si no incluyera algunos aspectos personales, que explican las
motivaciones y circunstancias que finalmente determinan la trayectoria vi-
tal de cada uno de nosotros.

Las vivencias personales de los primeros afios de la vida modelan en
gran medida la conducta humana; Juan Lerma nacié en Moral de Calatra-
va, Ciudad Real, en una familia de tres hermanos. En ese pequefio pueblo
manchego transcurrio6 su infancia, libre y feliz, de juegos y amigos senci-
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llos, en un entorno natural de austera belleza. Sus padres, pertenecientes a
la generacion de espafioles de la postguerra que antepuso la educacion de
sus hijos a cualquier prioridad personal, decidieron trasladarse a Madrid
cuando Juan tenia diez afios, a fin de garantizar a sus hijos las mejores posi-
bilidades educativas. La familia tenia una pension que regentaba la madre,
lo que permiti6 a Juan convivir con personajes variopintos, desde poetas
como Antonio Colinas, artistas varios, e incluso policias “de la secreta” y
muchos universitarios arabes y latinoamericanos, un mundo radicalmente
distinto del que roded su primera infancia, que ofrecio al joven y curioso
Juan Lerma aprender la diversidad de la condicion humana, una vivencia
importante para la definicion final de su carrera cientifica. Mientras estu-
diaba Biologia en la Universidad Complutense de Madrid, fue cayendo en
la cuenta de que la biologia del cerebro humano y sus problemas eran las
cuestiones que de verdad le intrigaban y deseaba estudiar, y decidio buscar
el modo de lograr satisfacer esta aspiracion.

Como comentaba antes, en los tiempos en los que Juan Lerma comen-
zaba a plantear su futuro, el estudio cientifico del cerebro en las universida-
des y hospitales espaiioles pugnaba por resurgir, tras el abandono en el que
habia caido la herencia de Cajal tras la guerra civil. En universidades, hos-
pitales y el CSIC empezaban a resurgir pequeios grupos de investigacion,
inspirados de un modo u otro en la memoria de Cajal. Comenzaba también
la marcha de los jovenes cientificos espafioles a centros de investigacion
extranjeros, construyéndose asi la primera generacion de investigadores de
la postguerra, homologados por su aprendizaje con el estado de la moderna
neurociencia. Gracias a esa formacion pudieron a su regreso incluir en su
trabajo cientifico nuevas tecnologias de frontera, como la electrofisiologia,
la microscopia electronica, la biologia molecular, la genética o la neurofar-
macologia molecular y celular. Todas ellas aplicadas al estudio del cerebro.
Ellos a su vez transmitieron rapidamente esos conocimientos a los jévenes
que aspiraban a adquirir a su lado una formacion investigadora.

Juan Lerma fue uno de ellos, y supo aprovechar para sus aspiraciones
la reciente creacion en Madrid de un nuevo hospital dedicado a la figura
de Ramoén y Cajal. Pese a su condicion de bidlogo en el mundo médico
generalmente corporativo, supo convencerlos y logré incorporarse al nue-
vo Hospital Ramon y Cajal. Este habia creado un area especial de investi-
gacion biomédica dedicada al cerebro. Su direccion fue encargada a José
Manuel Rodriguez-Delgado, un médico y cientifico espaiiol, emigrado a
Estados Unidos al inicio de la guerra civil y veterano profesor en Yale, que
habia sido reconocido internacionalmente por su innovadora aproximacion
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al estudio funcional de diferentes areas del cerebro, empleando por vez
primera la estimulacion eléctrica y quimica en animales despiertos, a fin de
identificar las areas cerebrales implicadas en conductas motoras y afectivas
complejas. Rodriguez-Delgado trajo consigo para su Unidad a brillantes
neurocientificos latinoamericanos y recluté también a jovenes espaioles,
aspirantes a una carrera cientifica, entre los que se incluyé Juan Lerma.
Este pudo asi aprender alli electrofisiologia y neuroquimica de primer ni-
vel, con investigadores experimentados al tiempo que obtenia con ellos el
grado de Doctor en la vecina Universidad Autonoma de Madrid.

El intento de introducir grupos de investigacion traslacional de altura en
hospitales publicos, presionados por una demanda asistencial alta y esque-
mas rigidos de gestion, fue demasiado prematuro para poder sobrevivir a
largo plazo y sus cientificos acabaron marchando al extranjero, incorporan-
dose al CSIC o ambas cosas sucesivamente, como fue el caso de Juan Ler-
ma. Pese a todo, el ensayo del hospital Ramon y Cajal sirvié de precedente
y puso en valor la importancia y utilidad de conectar mas estrechamente el
mundo hospitalario con el cientifico a fin de mejorar la atencion a la salud,
un concepto que ha acabado siendo progresivamente asumido en la mayo-
ria de los hospitales publicos de Espaia.

En el caso de Juan Lerma esa experiencia profesional, sumada a las vi-
vencias de su trayectoria vital ha sido en mi opiniéon muy importante para
perfilar el enfoque y las prioridades que han regido su andadura cientifica,
y muy concretamente la inclusion de la relevancia clinica en la eleccion
de preguntas cientificas, asi como el uso de las tecnologias mas novedosas
para su abordaje.

En Juan Lerma, aprecio en el terreno personal de modo especial, su
insobornable y leal amistad, su decidido compromiso con la mejora de la
investigacion cientifica y la gratitud y afecto que sigue dedicando a las per-
sonas que le han apoyado y acompafiado a lo largo de su vida. No me resis-
to a mencionar en este punto a nuestra compafiera Angela Nieto, su pareja
y colega cientifica. A ambos les uni6 hace afios la experiencia paralela de
una honda tragedia personal, transformada luego en mutuo carifio y union,
cimentados por su compartida pasion por la investigacion biomédica.

La comprension cientifica del cerebro es, efectivamente, una apasio-
nante aventura intelectual en gran medida atin pendiente; quizas también,
a corto plazo, la informacién con mayor potencial impacto en el futuro
del ser humano. Sin embargo, un conocimiento mas avanzado del cere-
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bro puede facilitar su manipulacion no consentida, un preocupante riesgo
que obliga a reflexionar éticamente sobre los limites y consecuencias de la
investigacion del cerebro. Si bien ésta depende todavia mayoritariamente
de bidlogos y personal de salud, el conocimiento integral del cerebro ne-
cesariamente requiere el concurso de la Fisica, la Quimica y la Matema-
tica, como evidencian los vertiginosos avances obtenidos o previstos en
la neurociencia, por la inteligencia artificial y pronto por la computacion
cudntica.

Las Reales Academias tienen, entre sus obligaciones, la responsabili-
dad de informar puntualmente a la sociedad de las consecuencias, impacto,
limites y peligros de los avances que se van produciendo en sus respectivos
campos de conocimiento. Nuestra Academia de Ciencias abarca varias de
las areas cientificas implicadas en la busqueda de una vision holista de las
funciones cerebrales. Estoy seguro de que la incorporaciéon de Juan Lerma
enriquecera la RAC en la cobertura de un area cientifica de trascendental
importancia cientifica y social como es la Neurociencia. En nombre de
todos sus compaiieros académicos, le doy nuestra mas cordial bienvenida.

He dicho.
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