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RESUMEN

La acondroplasia es una patología caracterizada por una mutación en el recep-
tor para el factor de crecimiento de fibroblastos de tipo 3 (FGFR3). Esta alteración
causa la patología que conocemos habitualmente con el nombre de enanismo con-
génito y que se manifiesta con individuos de talla baja con diversos problemas
músculo-esqueléticos. La aplicación de nucleótidos y dinucleótidos ha permitido
observar que las células acondroplásicas pueden fenomenológicamente comportar-
se como células normales, en especial cuando son tratadas con el dinucleótido
Ap4A. Este compuesto reestablece los niveles de calcio en los condrocitos acondro-
plásicos, permitiendo que se comporten como células absolutamente normales en
lo que respecta a este ion. Por otro lado, también este dinucleótido permite que el
receptor de FGFR3, que no se internaliza y degrada con normalidad, pueda pasar
a ser degradado por las vías proteosomales y lisosomales, como sucede en las
células normales, haciendo que el receptor motivo de la patología desaparezca de

* Dirección de contacto:
Doctor Jesús Pintor.
Académico Correspondiente de la Real Academia Nacional de Farmacia.
Departamento de Bioquímica y Biología Molecular IV. E. U. Óptica. Universidad

Complutense de Madrid. C/ Arcos de Jalón, s/n. 28037 Madrid. Telf.: +34-91-3946859.
Fax: +34-91-3946885.

e-mail: jpintor@vet.ucm.es
Página web Fundación Magar Acondroplasia: www.acondroplasia.com



ANA I. GUZMÁN-ARÁNGUEZ Y COLS. AN. R. ACAD. NAC. FARM.

204

las membranas de los condrocitos acondroplásicos. Por último, hemos podido
comprobar cómo el derivado del piridoxalfosfato, el PPADS, presenta propiedades
extraordinarias al reducir prácticamente a cero los niveles de fosforilación de las
proteínas ERK, que son anormalmente elevadas por el receptor FGFR3 acondro-
plásico y que originan la patología. En resumen, se plantean una serie de nuevas
estrategias encaminadas al tratamiento de la acondroplasia por medio de estrate-
gias de tipo farmacológico en claro contrate con las estrategias actuales de tipo
quirúrgico.

Palabras clave: Acondroplasia.—Ap4A.—Diadenosina polifosfatos.—Enanismo
congénito.—Nucleótidos.—Receptores purinérgicos.

SUMMARY

A pharmacological appoach to achondroplasia treatment

Achondroplasia is a pathology due to a mutation in the receptor for the
fibroblast growth factor type 3 (FGFR3). This alteration produces problems in
individuals’ stature as well as other muscle-skeletal problems. The application of
nucleotides and dinucleotides permit achondroplasic cells (chondrocytes) to
recover, aparently, from this pathology. In particular, the application of the
dinucleotide Ap4A, permits to restore the correct calcium levels in achondroplasic
cell. Moreover, this dinucleotide permits the right degradation of the FGFR3
receptor, which does not downregulate properly in achondropasic chondrocytes,
by facilitating the proteosomal and lysosomal pathways alter the dinucleotide
application. Also we have discovered that the pyridoxal phosphate derivative PPADS
can dramatically reduce the activation of ERK casacade which is abnormaly
elevated by the achondroplasic FGFR3 receptor raising the pathology. In summary,
we wish to introduce a series of new pharmacological strategies for the treatment
of achondroplasia in clear contrast with the current surgery ones.

Keywords: Achondroplasia.—Ap4A.—Congenital dwarfism.—Nucleotides.—
Purinergic receptors.

INTRODUCCIÓN

El crecimiento de los huesos largos depende de la proliferación
y maduración de las células que constituyen el cartílago, los condro-
citos. Estas células van a ser reemplazadas de modo gradual por el
tejido óseo durante el crecimiento del individuo. Los condrocitos, en
su proceso de maduración, pasan por una primera etapa en la que
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se hipertrofian para posteriormente morir en un proceso de tipo
apoptótico (1, 2).

El crecimiento y desarrollo de los condrocitos en los cartílagos
que flanquean los huesos está controlado por los factores de creci-
miento de fibroblastos. Estos factores activan cuatro tipos diferentes
de receptores denominados FGFR1, FGFR2, FGFR3 y FGFR4, estan-
do los tres primeros implicados en enfermedades congénitas esque-
léticas y craneales. Dentro de estas alteraciones destaca la acondro-
plasia, la forma más común de enanismo congénito (Figura 1).
Esta patología se caracteriza por una talla baja desproporcionada y
otras anormalidades del esqueleto entre las que se incluyen el acor-
tamiento rizomélico de los huesos largos, macrocefalia, abomba-
miento frontal y parietal, hipoplasia de la facies media, lordosis
lumbar, mano en tridente y disminución caudal de la distancia in-
terpedicular en la región lumbar (3).

FIGURA 1. El enanismo congénito o acondroplasia y las características óseas
que lo identifican.

El receptor alterado en la acondroplasia es el FGFR3, cuyo gen
se localiza en el extremo distal del brazo corto del cromosoma 4
(4p16.3). Estudios realizados en distintas poblaciones han estableci-
do la existencia de una mutación frecuente (Gly380Arg) en el domi-
nio transmembrana del receptor (4, 5).
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Junto con esta modificación, observada en el 97% de los casos
(Figura 2), también se han identificado otras mutaciones menos
frecuentes como el cambio de una Gly 375 por Cys fuera de la región
transmembrana (6, 7), la sustitución de la Gly 346 por Glu (8), así
como el reemplazamiento de la Lys 650 por Met en el caso de la
forma más severa de acondroplasia (9).

FIGURA 2. Monómero del receptor FGFR3.

Ratones knock-out para el gen del receptor FGFR3 presentan un
aumento del crecimiento endocondrial, expansión de la placa de cre-
cimiento ósea y aumento de la proliferación de condrocitos, lo que
ha permitido sugerir el papel del receptor FGFR3 como regulador
negativo del crecimiento del hueso (10), si bien las rutas a través de
las cuales influye en los procesos de proliferación y diferenciación
de los condrocitos no han sido totalmente esclarecidas.

Como miembro de la familia de receptores con actividad tirosina
quinasa, este receptor se activa en presencia del FGF y de proteogli-
canos del grupo heparán sulfato, para producir la dimerización del
receptor y la posterior autofosforilación de los residuos de tirosina.
Estos residuos fosforilados de tirosina sirven como sitios de unión
de proteínas y efectores que propagan las señales de FGFR3 (11, 12).
Los desórdenes en el crecimiento del hueso son resultado del au-
mento de la transmisión de señales por parte del receptor mutado
como consecuencia de la activación sostenida del mismo. Varios
mecanismos han sido propuestos para explicar cómo se produce esta
activación continuada de FGFR3. Por ejemplo, en el caso de la mu-
tación G380R, la más típica de la acondroplasia y que afecta a la
región transmembrana, se origina una estabilización del dímero, pre-
rrequisito para la activación del receptor y que le conduce a acti-
varse incluso en ausencia del agonista (13, 14). Las mutaciones que
provocan la introducción de residuos de cisteína libres en el dominio
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extracelular del receptor originan la formación de puentes disulfuro,
lo que igualmente ocasiona la presencia continua de la forma dimé-
rica del receptor (15). Otras mutaciones como la K650M se piensa
que alteran la conformación del receptor y llevan a la activación
constitutiva de la actividad tirosina quinasa (12, 16). Adicionalmente
se ha sugerido que el receptor FGFR3 mutado presenta una menor
degradación lisosomal permitiendo su desvío a la ruta de reciclaje y
prolongando de esta forma su supervivencia y consiguientemente su
capacidad continua de enviar señales (17).

Independientemente de cómo se origine la activación sostenida del
receptor, una vez que ésta se produce se altera el equilibrio normal
entre los procesos de proliferación y maduración inhibiéndose el co-
rrecto crecimiento de la placa ósea.

Gran parte de los estudios que se han realizado hasta el momento
están dirigidos a determinar las vías de señalización celular emplea-
das por el receptor FGFR3 activado para mediar sus efectos sobre
la proliferación y diferenciación de condrocitos. Así, distintas inves-
tigaciones han identificado a la ruta de señalización de STAT1 como
la vía a través de la cual el receptor FGFR3 inhibe la proliferación
de los condrocitos (18). La activación de STAT1 provoca el aumento
de expresión del inhibidor de ciclo celular p21, bloqueándose de esta
forma el crecimiento celular.

Con respecto a la influencia del receptor FGFR3 en la diferencia-
ción de condrocitos existe aún una cierta controversia. Mientras al-
gunos autores sostienen que la activación de FGFR3 acelera el pro-
ceso de diferenciación promoviendo el incremento de condrocitos
hipertróficos (19, 20), otros plantean que la activación del receptor
inhibe la diferenciación de condrocitos a través de la ruta de seña-
lización celular de las MAP kinasas (21). Además, también mediante
esta cascada de señalización celular de las MAP kinasas, la activa-
ción constitutiva de FGFR3 provoca una menor síntesis de matriz
extracelular, hecho que también influiría en la inhibición del creci-
miento óseo (22).

Para abordar todos estos estudios están siendo empleados diver-
sos sistemas modelo. Así, se ha diseñado un ratón modificado ge-
néticamente al que se le ha incorporado el gen mutado del receptor
FGFR3 (23, 24) (Figura 3).
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FIGURA 3. Ratón normal y acondroplásico.

Este ratón presenta alteraciones características de la acondropla-
sia como pequeño tamaño, área cráneo facial reducida, hipoplasia
facial, distorsión craneal, cifosis y placas de crecimiento óseo de
los huesos largos muy reducidas. Junto con este modelo animal tam-
bién se utilizan cultivos primarios de condrocitos o células como las
de condrosarcoma de rata (RCS), que presentan marcadores carac-
terísticos de condrocitos (25). Adicionalmente se emplean condro-
citos de rata (RCJ) transfectados de manera estable tanto con el re-
ceptor FGFR3 humano intacto como con la forma mutada G380R
(Figura 2) (26).

Los nucleótidos y dinucleótidos son moléculas biológicamente
activas capaces de modificar la actividad de numerosos tejidos (27,
28). Tanto los mononucleótidos, como el ATP, como los dinucleóti-
dos ejercen sus acciones a través de una familia de receptores de-
nominados receptores purinérgicos P2 (Figura 4). Aunque el ATP es
por todos bien conocido, no lo son tanto los dinucleósidos polifos-
fatos. Estas moléculas son dinucleótidos formados por dos nucleó-
sidos (corrientemente adenosinas o uridinas) unidos entre sí por un
número variable de fosfatos (NpnN, donde n es el número de fosfa-
tos). Los dinucleósidos polifosfatos más habituales son los forma-
dos por adenina, como base nitrogenada, conformando una familia
de compuestos denominada diadenosín polifosfato o ApnA, donde la
longitud de los fosfatos oscila entre 2 y 7 (29).

La actividad de estos dinucleótidos se lleva a cabo tanto a través
de receptores de naturaleza ionotrópica, denominados P2X, como a
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FIGURA 4. Receptores purinérgicos P2X (izquierda) y P2Y (derecha).

través de receptores metabotrópicos del tipo P2Y (27). Los receptores
del tipo P2Y, más importantes en este estudio, tienen la estructura
clásica de siete dominios transmembrana, estando acoplados a fosfo-
lipasa C (PLC) y a la consiguiente producción de diacil glicerol (DAG)
e inositol trifosfato (IP3). Existen hasta ocho tipos diferentes de recep-
tores P2Y, entre los cuales algunos como el P2Y12 está también aco-
plado negativamente a la adenilato ciclasa. En otros casos como en el
del P2Y1 y P2Y2 se ha podido constatar su capacidad de activar la
guanilato ciclasa con la consiguiente producción del GMPc (30). Otra
propiedad de los receptores P2Y es estar en la mayoría de los casos
acoplado igualmente a la cascada de las MAP kinasas.

Es precisamente la habilidad que presentan algunos nucleótidos
de intervenir en la cascada de las MAP kinasas y de activar la gua-
nilato ciclasa lo que puede hacer atractivas a estas moléculas para
el tratamiento de la acondroplasia. Por un lado, porque todo lo que
sea disminuir la actividad de las MAPK va a redundar en una dife-
renciación celular de los condrocitos y una calidad de la matriz ex-
tracelular adecuada para permitir un crecimiento normal de hueso.
Por otra parte, la posibilidad de que los nucleótidos y dinucleótidos
puedan activar receptores acoplados a la guanilato ciclasa puede
ayudar en el mismo sentido, ya que las elevaciones en los niveles
citoplasmáticos de GMPc se sabe disminuye el nivel de fosforilación
de p24 y p44 (ERK 1/2). Por este motivo, los objetivos de este trabajo
son los siguientes:
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1. Determinación de la presencia de receptores purinérgicos P2Y
en condrocitos acondroplásicos.

2. Verificación de la actividad de dichos receptores en términos
de movilización de Ca2+.

3. Comprobar el efecto de los nucleótidos y dinucleótidos sobre
la cascada de las MAPK activada por el receptor FGFR3 acon-
droplásico.

4. Estudiar el efecto de los nucleótidos y dinucleótidos sobre la
degradación del receptor FGFR3 acondroplásico.

5. Verificar el comportamiento de los derivados del piridoxal
fosfato (PPADS y PPNDS).

MÉTODOS

Lás células: características y mantenimiento

Disponemos de células en cultivo primario obtenidas de ratones
normales y acondroplásicos mantenidas en DMEM con 10% de SBF
y 1% de Penicilina-Estreptomicina, y de una línea celular denomi-
nada RCJ, inmortalizadas y transfectadas con el receptor FGFR3 (a
las que llamamos FGFR3), con FGFR3 mutado (a las que llamamos
ACH) y sin transfectar. Estas células son mantenidas en α-MEM con
15% FBS, 1% Penicilina-Estreptomicina, 2 μg/mL de Tetraciclina,
600 μg/mL de Geneticina y 500 μg/mL de Higromicina. El medio de
cultivo con el que se realizan los pases de las células consta de los
mismos componentes que el de mantenimiento a excepción de la hi-
gromicina, que añadiremos 24 horas después de realizar el pase.

Si incubamos estas células con un medio de cultivo sin tetracicli-
na, permitiremos que el receptor FGFR3 se exprese, y tras incubar
con diferentes concentraciones de FGF9 podremos obtener qué con-
centración de este factor de crecimiento es la óptima para que se
active el receptor FGFR3.
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Inmunocitoquímica

Los condrocitos se adhieren a coverslips para posteriormente ser
fijados con paraformaldehído al 4% y ser tratados con la solución de
bloqueo durante una hora (para evitar la unión inespecífica). Tras
realizar dos lavados con PBS-BSA, se incuba con el anticuerpo pri-
mario (dilución 1:1000) del receptor purinérgico correspondiente o
el del FGFR3. Se lava tres veces diez minutos para pasar a poner el
anticuerpo secundario marcado con fluoresceína o rodamina duran-
te una hora. Se lava a continuación tres veces (10 min.) de nuevo
con PBS-BSA. El montaje se realiza añadiendo 5 mL de medio de
montaje sobre el porta y esperando a su secado. Las muestras se
visualizan en el microscopio confocal Zeiss (Axiovert 200) con un
módulo confocal Pascal.

Estudios de la movilización del calcio citosólico

Las medidas de calcio intracelular se realizan fijando las células
a cubreobjetos con poli-L-Lys durante una hora a 37º C seguidas de
una incubación con 5 μM FURA2-AM o FLUO3-AM durante un tiem-
po que oscila entre 30 y 45 minutos. Después de ese tiempo las cé-
lulas lavadas y los cubreobjetos son montados en una cámara de per-
fusión para ser estimuladas por los diferentes mono y dinucleótidos.
La fliuorescencia fue observada por medio de un microscopio con-
focal Zeiss LSM Pascal o bien por uno Nikon conectado a una cáma-
ra CCD. La transformación de la fluorescencia en concentraciones
intracelulares de calcio se realizó empleando la ecuación de Gryn-
kiewicz (31).

Western blot

Las células se lisan y centrifugan a 13.000xg, 10 minutos, a 4º C,
5 μg de proteína se mezclan con tampón de electroforesis y se desna-
turaliza 5 minutos a 100º C para ser corridos en un gel de poliacrila-
mida al 10% (v/p) y SDS durante 100 minutos. Tras la electroforesis,
los geles se equilibran durante 30 minutos en tampón de transferen-
cia y se transfieren durante dos horas a una membrana de PVDF. La
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membrana se incuba durante una hora con tampón PBS, para ser in-
cubado a continuación con el anticuerpo primario (FGFR3) a una
dilución 1:1000 durante 18 horas a 4º C. Tras el lavado, se incuba con
el anticuerpo secundario ligado a la peroxidasa (anti IgG HRP de ra-
tón a dilución 1:1000), durante una hora. Tras el lavado, en condicio-
nes idénticas a las del primer anticuerpo, el revelado de la membrana
se realiza utilizando el kit comercial de ECL (Enhanced ChemiLumi-
niscence; Amersham) basado en la emisión de luz por la oxidación de
luminol (una diacilhidrazida cíclica) en presencia de H2O2 catalizada
por la peroxidasa conjugada al segundo anticuerpo. La exposición de
una película fotográfica (Hyperfilm-ECL; Amersham) a la membrana
permite la detección de las bandas proteicas reconocidas por el anti-
cuerpo tras el revelado de la película (líquidos de revelado de AGFA).

Estudio de la cascada de las MAP kinasas
(isoformas ERK1 y ERK2)

Para el estudio de la cascada de las MAP kinasas se partirá de
células, bien sean condrocitos normales, acondroplásicos o células
inmortalizadas y transfectadas con el receptor FGFR3 normal y
mutado (acondroplásico). Se hará especial énfasis en la detección de
las proteínas ERK1 y ERK2 por medio de un anticuerpo comercial
frente al residuo Tyr204, presente en las dos isoformas. Las células
serán sembradas en pocillos a razón de un millón de células por
pocillo, para ser lavadas con pervanadato y así inhibir la actividad
tirosina fosfatasa.

Las células tratadas serán lisadas y centrifugadas a 13.000xg,
10 minutos, a 4º C. 5 μg de proteína se mezclan con tampón de elec-
troforesis y se desnaturaliza 5 minutos a 100º C, para ser corridos en
un gel de poliacrilamida al 10% (v/p) y SDS durante 100 minutos.
Tras la electroforesis, los geles se equilibran durante 30 minutos en
tampón de transferencia y se transfieren durante dos horas a una
membrana de PVDF. La membrana se incuba durante una hora con
tampon TBS, para ser incubado a continuación con el anticuerpo
primario (ERK1) a una dilución 1:1000 durante 18 horas a 4º C. Tras
el lavado, se incuba con el anticuerpo secundario ligado a la peroxi-
dasa (anti IgG HRP de ratón a dilución 1:1000), durante una hora.
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Tras el lavado, se revelará la membrana con el Super Signal Subs-
trate Western Blotting según fabricante.

Estudios sobre la matriz extracelular

Para el estudio de los cambios de la matriz extracelular se emplea-
rá el método del alcian blue, que permite medir la producción de
matriz extracelular al registrarse un aumento en la absorbancia a
605 nm como consecuencia de la producción de dicha matriz. El pro-
tocolo seguido es el descrito por la casa comercial (Sigma-Aldrich).

Los estudios detallados de los niveles de producción de los colá-
genos II y X se llevaron a cabo realizando los correspondientes
wester blots, como se ha descrito previamente, empleando los anti-
cuerpos comerciales de las casas Calbiochem y Santa Cruz, a dilu-
ciones 1:500 y 1:100, respectivamente.

RESULTADOS

Identificación de los receptores P2Y
presentes en los condrocitos

Por medio de las técnicas de inmunocitoquímica ha sido posible
identificar los receptores presentes en los condrocitos normales y
acondroplásicos. De todos los anticuerpos ensayados las células se
marcaron positivamente frente a los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y6 y
P2Y11 (Figura 5). No fue posible observar marcaje frente a otros re-
ceptores P2Y ni en las células acondroplásicas ni en las normales.

FIGURA 5. Presencia de los receptores P2Y2 en los condrocitos acondroplásicos.
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Un análisis realizado por la técnica de inmunotransferencia (wes-
tern-blot) confirmó la presencia de los mencionados receptores en
ambas poblaciones de condrocitos (resultados no mostrados).

Tanto la inmunocitoquímica como la inmunotransferencia pusie-
ron de manifiesto la existencia de los receptores P2Y, sin embargo
fue necesario dar un paso más, profundizando en la funcionalidad
de los receptores, midiendo su actividad por medio de la sonda fluo-
rescente FURA-2.

Medidas de calcio en los condrocitos acondroplásicos

Con la idea de probar la funcionalidad de los receptores P2Y
presentes en los condrocitos normales y acondroplásicos y dado que
estos receptores están acoplados a la movilización del calcio citosó-
lico de los reservorios intracelulares, estas células fueron cargadas
con FURA-2AM y los niveles de calcio fueron analizados tras la es-
timulación con diversos mono y dinucleótidos.

La superfusión de mononucleótidos como el ATP, ADP, UTP y
ADP sobre los condrocitos mostraron diferentes niveles de moviliza-
ción del [Ca2+]i en las células en estudio (Figura 6).

FIGURA 6. Respuesta en los niveles de calcio intracelular de los condrocitos
a los diferentes mono y dinucleótidos.

También los diadenosina polifosfatos fueron capaces de inducir
cambios en el calcio, siendo el Ap4A y el Ap5A los que indujeron ma-
yores movilizaciones del calcio en los condrocitos.

Tanto las movilizaciones de los mononucleótidos como la de los
dinucleótidos fueron independientes del calcio extracelular, confir-
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mando que se trataba de receptores P2Y. Cuando el ATP, UTP y el
Ap4A fueron ensayados a varias concentraciones fue posible estable-
cer las correspondientes curvas de concentración respuesta (Figura 7).

FIGURA 7. Curvas concentración respuesta para los nucleótidos ATP, UTP
y Ap4A.

De estas curvas se pudo deducir valores de EC50 que fueron
1,58 μM para el ATP, 2,51 μM para el UTP y 1,25 μM para el Ap4A.
El nucleótido que mostró mayores niveles de movilización fue el
ATP, con un valor máximo de 312 nM, seguido por el UTP con
274 nM y el Ap4A con 197 nM.

Los estudios realizados con los antagonistas para los receptores
P2 (100 μM) mostraron diferencias cuando antagonizaban al ATP
que cuando lo hacían con el Ap4A (ambos a 100 μM). Aunque la
suramina (antagonista general P2) y el MRS2179 (selectivo P2Y1)
presentaron el mismo rango de antagonismo y el reactivo azul 2
(RB-2, no selectivo P2) no hizo apenas nada, el derivado del piri-
doxal PPADS (no selectivo P2) funcionó de modo diferente en el caso
del ATP que en el del Ap4A. El PPADS abolió el 30% de la respuesta
inducida por el ATP, mientras que prácticamente abolió el 100% de
la movilización de calcio inducida por el Ap4A. Este hecho sugiere
que tal vez las acciones del ATP y del Ap4A, aunque semejantes en
cuanto a que movilizan el calcio, podrían ocurrir a través de recep-
tores diferentes.
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Los condrocitos acondroplásicos y la cascada
de las MAP kinasas

Por medio de una línea celular de condrocitos transfectada con
el receptor FGFR3 acondroplásico y el normal, regulados ambos por
un sistema del tipo TET-OFF (se expresan los receptores FGFR3 en
ausencia del antibiótico tetraciclina), ha sido posible estudiar la
relación que existe entre los receptores P2Y y los receptores del FGF.

Los niveles de expresión del receptor FGFR3 en ausencia de la
tetraciclina son grandes en comparación con los mismos en presen-
cia del antibiótico, por lo que todos los experimentos se realizaron
a continuación en ausencia de la tetraciclina.

Este control no sólo se manifestaba en los niveles del receptor, sino
que también se podía valorar a nivel de la fosforilación de las proteí-
nas ERK1/2 (p42 y p44), ya que al ser estimulado el receptor FGFR3
(normal y acondroplásico) con el sustrato FGF9, mostraban un fuerte
aumento en los niveles de fosforilación de las ERK (Figura 8).

FIGURA 8. Comportamiento de las células a la tetraciclina en relación
con las proteínas ERK.

Uno de los primero aspectos a abordar fue probar cuál era el papel
de los nucleótidos sobre la cascada de las MAP kinasas (ERK1/2),
ya que antes de comprobar si la aplicación de estas sustancias pueden
bajar el nivel de fosforilación de las ERK tras la estimulación del re-
ceptor FGFR3 (que sería esencial para rescatar a las células de la acon-
droplasia), hay que conocer qué hacen estas moléculas por sí solas.
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Todos los mononucleótidos naturales estimularon la fosforila-
ción de las ERK entre un 40 y un 50%, sin embargo, los diadenosina
polifosfato apenas modificaron los valores control de fosforilación
(Figura 9).

FIGURA 9. Efecto de los mononucleótidos (izquierda) y dinucleótidos
(derecha) sobre el nivel de fosforilación de las ERK.

Cuando se ensayaron los agonistas de los receptores P2Y, 2-me-S-
ADP y ATP-γ-S, entre otros, se pudo comprobar cómo la mayoría de
éstos eran capaces de aumentar el grado de fosforilación de ERK1/2.

Sin embargo, si queremos comprobar si alguno de los nucleótidos
es capaz de ayudar en el tratamiento de la acondroplasia, deberíamos
ensayar el nucleótido en presencia del agonista del receptor FGFR3
acondroplásico, pues de esa manera mimetizaremos el entorno real de
los condrocitos acondroplásicos en la placa de crecimiento ósea.

Efecto de los nucleótidos y dinucleótidos
en condrocitos estimulados con FGF9

El rescate de los condrocitos de su estado acondroplásico se logra-
rá cuando se pueda reducir el grado de fosforilación de ERK1/2 por
la administración de nucleótidos o dinucleótidos. Por ello se ensaya-
ron estas sustancias en presencia de FGF9 que de antemano incremen-
ta la fosforilación de las ERK, tal y como sucede en la patología. La
aplicación de mononucleótidos y FGF9 no hizo sino incrementar los
niveles de fosforilación por encima incluso del valor producido por
FGF9 (Figura 10). Cuando se repitió este protocolo con los diadenosi-
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na polifosfato, fue posible observar cómo Ap3A y Ap5A no incrementa-
ron la respuesta inducida por FGF9, sin embargo Ap4A fue capaz de
reducir la fosforilación inducida por FGF9 hasta los niveles del con-
trol (Figura 10).

FIGURA 10. Efecto de los mononucleótidos (izquierda) y dinucleótidos
(derecha) sobre la fosforilación de ERK estimulada por FGF9.

Cuando se ensayaron los agonistas sintéticos de los receptores
P2Y, ninguno de ellos fue capaz de reducir el grado de fosforilación
de las ERK, obteniéndose incluso el efecto contrario, es decir, más
fosforilación.

Dado el sorprendente resultado obtenido en el caso del Ap4A, se tra-
tó de profundizar un poco más para saber qué receptor era el respon-
sable de la disminución de la fosforilación de las ERK. Para ello se
ensayaron los antagonistas, que ya se habían valorado en el caso del
calcio. La aplicación de estos compuestos a la concentración 100 μM
modificaron la respuesta del Ap4A de manera variable (Figura 11).

Uno de los detalles más sorprendentes fue observar cómo el an-
tagonista PPADS no sólo antagonizó el efecto del Ap4A, sino que fue
capaz de reducir los niveles de fosforilación hasta valores muy infe-
riores al control. Este hecho nos animó a probar el efecto del PPADS
con el FGF9 a diversas concentraciones y en ausencia de cualquier
nucleótido o dinucleótido.
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FIGURA 11. Efecto de los antagonistas sobre el efecto del Ap4A y FGF9.

Sorprendentemente, el antagonista PPADS, a concentraciones en
el rango micromolar, fue capaz de reducir el nivel de fosforilación de
ERK 1/2 inducido por el FGF9, muy por debajo de nivel del control
(Figura 12). Este hecho, inesperado pero muy interesante, abre la po-

FIGURA 12. Efecto del PPADS sobre la fosforilación de ERK1/2 estimulada
por FGF9.
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sibilidad del empleo de este compuesto como agente rescatador de la
condición acondroplásica, por lo menos en los condrocitos en cultivo.

El Ap4A reduce la proporción de receptores de FGFR3
en la membrana de los condrocitos

Uno de los hechos que hace que el hueso no crezca en longitud
como debiera es la dificultad que tiene el receptor FGFR3 de ser
«downregulado». Ciertamente, la acondroplasia se convierte en en-
fermedad severa porque aunque el FGF se una al receptor FGFR3,
en el caso de ser acondroplásico no se internaliza como lo hace el
receptor normal.

Debido a la existencia de anticuerpos frente a los receptores
FGFR3 es posible visualizar la densidad de receptores presentes en
las células normales y acondroplásicas, tanto por inmunocitoquími-
ca como por inmunotransferencia (western-blot).

Estudiamos cuál era el comportamiento de los receptores cuando
las células eran tratadas por el FGF9 y comprobamos, tal y como in-
dicaban otros autores, que tras la aplicación de este agonista era po-
sible observar la desaparición del receptor FGFR3 normal y como el
de FGFR3 acondroplásico seguía inalterablemente en la membrana.

Dado que el Ap4A tenía un efecto diferente al resto de los nucleó-
tidos al reducir la fosforilación de las ERK, pensamos en la posibi-
lidad de que el Ap4A, a través de un receptor no definido todavía,
pudiese estar internalizando al receptor FGFR3 acondroplásico. Para
verificar esta hipótesis estudiamos por técnicas de inmunocitoquími-
ca si existían variaciones en el receptor FGFR3 acondroplásico cuan-
do pre-tratábamos las células con Ap4A.

Como se puede observar en la Figura 13, el efecto del dinucleó-
tido sobre la proporción de receptores fue notable, produciendo una
caída significativa de los receptores FGFR3 acondroplásicos. La dis-
minución de receptores fue del 15 al 25%, dependiendo de la dosis
empleada.

Este mismo efecto fue verificado por western-blot observando
que del mismo modo que sucede en las imágenes anteriores la pro-
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FIGURA 13. Desaparición del receptor FGFR3 acondroplásico tras
la aplicación de Ap4A.

porción de receptores se ve disminuida tras el tratamiento con Ap4A
100 μM. La disminución fue de aproximadamente un 35% respecto
a los niveles control, como se puede apreciar en la Figura 14.

FIGURA 14. Desaparición del receptor FGFR3 acondroplásico tras
la aplicación de Ap4A analizado por western-blot.

Este hecho sugiere que el Ap4A está modificando la proporción de
los receptores de FGFR3 acondroplásicos pudiendo ser este el moti-
vo por el que la fosforilación de las ERK disminuya.
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¿Cómo puede el Ap4A disminuir la presencia del receptor
FGFR3 acondroplásico?

Solamente de modo reciente hemos comenzado a trabajar en este
aspecto, que en la actualidad nos parece uno de los más interesantes.
Es sabido que debido a la mutación, el receptor FGFR3 acondroplá-
sico no tiene una internalización como la del receptor normal. Pa-
rece ser que cuando se forma el endosoma, como fase previa a la
degradación del receptor, en lugar de comenzar el ciclo degradativo
el receptor vuelve de nuevo a la membrana plasmática.

Nuestra primera idea ha sido comprobar si como consecuencia de
la presencia de los dinucleótidos, la degradación del receptor FGFR3
acondroplásico se acelera. Con esta idea, lo que hicimos fue tomar al
Ap4A y ensayarlo en presencia ausencia de inhibidores de la degrada-
ción lisosomal y proteosomal (MG-132 y cloroquina).

Los resultados presentados en la Figura 15 parecen sugerir que lo
que hace el Ap4A es facilitar la degradación de los receptores FGFR3
acondroplásicos porque favorece la degradación de los mismos con
una eficacia mayor, o bien porque sean capaces de impedir que el
endosoma vuelva a reintegrar al receptor en la membrana. Es indu-
dablemente necesario conocer más en profundidad cómo se activan

FIGURA 15. Efecto de los inhibidores de la degradación proteosomal
y lisosomal sobre el efecto del Ap4A.
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los dos mecanismos (lisosomal y proteosomal), así como qué recep-
tor y qué mecanismo podría permitir la interacción entre los dinu-
cleótidos y el receptor FGFR3 acondroplásico.

La sorpresa con los análogos del piridoxal fosfato

Como se ha podido comprobar en la Figura 12, algunos análogos
del piridoxal fosfato son capaces de reducir drásticamente los nive-
les de fosforilación de las proteínas ERK1/2. Pensamos que si bien
PPADS y PPNDS eran capaces de producir este efecto, tal vez el piri-
doxal y el fosfato de piridoxal podrían hacerlo igualmente. Por ello,
todas estas sustancias fueron ensayadas y como se puede apreciar
por la Figura 16, lamentablemente fueron incapaces de modificar la
fosforilación de las ERK.

FIGURA 16. Efecto del piridoxal y análogos sobre la fosforilación
de las ERK1/2.

La falta de efecto por parte del piridoxal fosfato sugiere que sea
fundamentalmente la estructura de la molécula asociada al grupo
piridoxal fosfato y no el grupo piridoxal fosfato la que introduce el
efecto inhibitorio sobre las proteínas ERK 1/2.



ANA I. GUZMÁN-ARÁNGUEZ Y COLS. AN. R. ACAD. NAC. FARM.

224

DISCUSIÓN

En el presente trabajo de investigación se describe el esperanza-
dor papel que los dinucleósidos polifosfatos pueden desempeñar para
el tratamiento farmacológico de la acondroplasia. Desde el punto de
vista de la patología, esta enfermedad es de las denominadas huér-
fanas, al no disponer en la actualidad de tratamiento de ningún tipo.
La única aproximación al tratamiento es la elongación quirúrgica de
las extremidades, proceso este muy tedioso, doloroso y traumático,
tanto física como psíquicamente.

Dada la baja incidencia de la acondroplasia, uno cada 25.000 na-
cimientos, las empresas farmacéuticas no tienen interés en la inves-
tigación de esta patología porque no es económicamente rentable.
Este hecho hace que solamente existan tres laboratorios en el mun-
do investigando sobre el tratamiento de la acondroplasia.

El Instituto Weissman de Israel, a través de una SPIN-OFF, creó
los laboratorios PROCHON BIOTECH, que están estudiando la posi-
bilidad del uso de un fragmento de un anticuerpo para bloquear al
receptor FGFR3 acondroplásico como posible terapia para esta pato-
logía. Por otro lado, un laboratorio en Japón investiga con éxito el
empleo de péptidos natriuréticos, que al activar la producción de
GMPc consiguen disminuir la fosforilación de las MAP kinasas y así
rescatar a las células acondroplásicas de la patología. Otras aproxima-
ciones, más complejas en sus mecanismos de acción, ponen de mani-
fiesto que los péptidos derivados de la hormona paratiroidea podrían
ser buenos candidatos para el tratamiento de la acondroplasia.

Nosotros, con toda la modestia, nos gustaría contribuir a estas
pocas iniciativas sugiriendo que el empleo de los dinucleósidos po-
lifosfatos y en particular de Ap4A, puede ser también una buena
estrategia para el tratamiento, bien solo o en combinación con algu-
na de las otras terapias, como la producida por el PPADS y PPNDS
aquí descrita.

Desde un punto de vista práctico, la molécula diadenosina tetra-
fosfato, Ap4A es eficaz disminuyendo los niveles de fosforilación de
las ERK1/2, de manera semejante a cómo lo hacen los péptidos na-
triuréticos.
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Uno de los aspectos más interesantes es reflexionar de qué modo
el PPADS o el PPNDS pueden realizar su acción. Visto que la parte
de piridoxal fosfato de la molécula es necesaria, pero insuficiente
para llevar a cabo la acción inhibidora sobre las proteínas ERK, es
necesario buscar otras posibilidades que justifiquen el efecto de estas
dos moléculas. Recientemente se ha descubierto que las moléculas
con la estructura naftalén trisulfonato se unen eficazmente al FGF,
impidiendo la unión del heparán sulfato, elemento esencial para la
unión del FGF a su receptor (32, 33). Si nos fijamos en la estructura
de los compuestos PPADS y PPNDS, ambos con tres grupos sulfó-
nicos y el segundo con la estructura naftaleno, sugiere que podrían
tener un papel semejante al que presentan los naftalén trisulfonados.
Es necesario realizar más experimentos para poder tener la certeza
de que el mecanismo sugerido en esta discusión para el PPADS y
PPNDS es el correcto.

Es todavía muy pronto para saber si alguna de las novedosas
aproximaciones presentadas en este documento van a tener la posibi-
lidad de ser ensayadas en un futuro en los seres humanos. Sin embar-
go, una reflexión detallada de la naturaleza de estas sustancias ponen
de manifiesto su origen natural. Este hecho facilitaría extraordinaria-
mente el avance de los correspondientes ensayos clínicos, ya que de
algunas de ellas, como los dinucleótidos o los derivados del piridoxal,
ya se han hecho las pruebas de tolerancia y toxicidad, lo que permiti-
ría iniciar los ensayos clínicos en un breve período de tiempo.
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