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1. Resumen  

 

Objetivo 

El objetivo general del proyecto Marato2015-2030-31 era evaluar el potencial de los 

receptores de adenosina como nueva fuente de dianas terapéuticas y biomarcadores 

para la prevención, la estratificación del riesgo y el tratamiento de la fibrilación 

auricular. Con este propósito, el proyecto fue diseñado para lograr los tres siguientes 

objetivos principales: 

 

1. Determinar el funcionamiento espaciotemporal del receptor de adenosina A2A en 

cardiomiocitos de humanos y modelos experimentales. 

 

2. Explorar los receptores de adenosina como diana farmacológica para el 

tratamiento de la fibrilación auricular. 

 

3. Evaluar la utilidad de los receptores de adenosina como biomarcadores para la 

estratificación del riesgo de fibrilación auricular. 

 

Diseño y metodología  

Para alcanzar estos objetivos, el proyecto se estructuró en dos subproyectos dotados 

de equipos científicos con conocimientos complementarios que emplean técnicas de 

vanguardia, como optogenética, fotofarmacología, patch-clamp y visualización de calcio 

en cardiomiocitos en tiempo real, con el fin de desarrollar nuevas herramientas 

moleculares para el descubrimiento de nuevos biomarcadores y dianas farmacológics 

de adenosina para farmacoterapia. Posteriormente se probaron nuevos compuestos en 

miocitos auriculares humanos aislados y modelos in vitro para la detección de patrones 

arrítmicos con el fin de aumentar la traslación de los resultados de la investigación a 

un entorno clínico. 

 

 

2. Resultados  

 

Manipulación fotofarmacológica de los receptores de adenosina A1 y A2A. 

Se sintetizaron derivados de los activadores de adenosina A1 y de los inhibidores de A2A 

que permitieron liberar estas moléculas por fotoactivación, con el fin de inducir una 
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liberación local controlada y, por lo tanto, prevenir la actividad eléctrica arrítmica 

debida a la activación excesiva del receptor de adenosina A2A en pacientes con 

fibrilación auricular. 

 

Primero, el compuesto MRS7145 se sintetizó como un derivado de SCH442416, un 

inhibidor selectivo del receptor de adenosina A2A (A2AR). Las pruebas posteriores 

revelaron que la liberación de SCH442416 del MRS7145, inducida con luz de una 

longitud de ondas más cortas que 405 nm, redujo efectivamente la producción de AMPc 

mediada por A2AR en suspensiones de cardiomiocitos. Es importante destacar que la 

fotoactivación de MRS7145 también evitó las respuestas arrítmicas en preparaciones 

de cardiomiocitos multicelulares y la liberación de calcio arritmogénico en miocitos 

auriculares humanos aislados, apuntando que MRS7145 podría ser una herramienta útil 

para el control farmacológico local de la actividad de los receptores A2A y la actividad 

eléctrica auricular espontánea. 

 

Posteriormente se desarrolló un nuevo modulador alostérico positivo del receptor de 

adenosina A1 (A1R) denominado T62 y se sintetizó un derivado fotoactivable (pc-T62). 

Sin embargo, debido a que las pruebas iniciales de la eficacia del T62 fotoliberado 

revelaron que solo producía una activación moderada del A1R de un 15%, también se 

desarrolló otro derivado fotoactivable del agonista A1R CPA (pc-CPA). Las pruebas de la 

eficacia de la fotoliberación de CPA revelaron que CPA abolió la producción de AMPc 

inducida por forskolina. La utilidad de T62 y CPA se está probando en la actualidad en 

miocitos auriculares humanos (ver más abajo). 

 

Evaluación de la expresión de adenosina A2AR y A1R y heteromerización. 

Para optimizar terapias basadas en los receptores de adenosina A1 y A2A, se 

determinaron en primer lugar los perfiles de expresión de A1R y A2AR en biopsias 

auriculares humanas de pacientes con y sin fibrilación auricular. Este análisis reveló 

que la fibrilación auricular está asociada con la remodelación opuesta de la expresión 

de A1R y A2AR, con un aumento del 250% de los niveles de A2AR y una reducción del 

40% de los niveles de A1R en pacientes con fibrilación auricular. En consecuencia, la 

relación A2AR:A1R aumenta 7 veces en pacientes con fibrilación auricular, lo cual apunta 

a una posible desregulación de la señalización adenosinérgica en la fibrilación auricular 

y sugiere que las estrategias terapéuticas destinadas a restablecer el equilibrio entre 

los receptores A1 y A2A podrían ser óptimas. 
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Además, para evaluar la formación de heterómeros A2AR/A1R, también desarrollamos e 

implementamos un nuevo ensayo. En el mismo se utilizan anticuerpos específicos de 

A2AR y A1R que permiten una transferencia de energía a través de anticuerpos 

secundarios específicos. Usando este ensayo en membranas auriculares de cerdos con 

y sin fibrilación auricular, encontramos una reducción significativa en la formación de 

heterómeros A2AR/A1R en la fibrilación auricular, lo que apunta a una reducción de la 

modulación alostérica negativa que controla la función A2AR y, por lo tanto, una mayor 

actividad de A2AR intrínseca en la fibrilación auricular. 

 

Control de la homeostasis del calcio y la actividad eléctrica mediante la 

manipulación de la actividad de los receptores de adenosina A2A y A1. 

Para determinar el impacto funcional de las alteraciones en los niveles plasmáticos de 

adenosina, la remodelación de la expresión de A1R y A2AR y su heteromerización en la 

fibrilación auricular, investigamos el impacto del aumento de los niveles de adenosina, 

así como el impacto de las manipulaciones farmacológicas de la actividad A1R y/o A2AR 

en la homeostasis del calcio y en la actividad eléctrica en miocitos auriculares humanos 

aislados. 

 

Por lo tanto, para determinar si la desregulación de la señalización adenosinérgica en la 

fibrilación auricular tiene un impacto funcional en la homeostasis del calcio intracelular, 

realizamos un análisis de los efectos del aumento de las concentraciones de adenosina 

en la incidencia de corrientes de entrada transitoria (ITI) inducidas por la liberación de 

calcio y en la corriente de calcio tipo L en miocitos auriculares humanos. Estos análisis 

mostraron que una baja concentración de adenosina (6 nM) puede reducir la frecuencia 

de las corrientes espontáneas de ITI inducidas por el estrés beta-adrenérgico. Sin 

embargo, a concentraciones más altas de adenosina (600 nM), este efecto inhibidor 

desaparece. En comparación, la activación completa de A1R por el agonista selectivo R-

PIA abolió por completo el efecto de la estimulación beta-adrenérgica. Estos hallazgos 

sugieren que los receptores A2AR se activan por una elevada concentración de 

adenosina, revirtiendo el efecto inhibidor de la activación de los receptores A1 sobre la 

incidencia de corrientes ITI. Los análisis correspondientes de la corriente de calcio tipo L 

revelaron que, si bien hay un rebote en la frecuencia ITI a concentraciones de 

adenosina elevadas, la estimulación beta-adrenérgica de la corriente de calcio tipo L se 

inhibe paulatinamente a medida que aumenta la concentración de adenosina, lo que 
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sugiere que los receptores de adenosina A1 y A2A modulan los canales de calcio tipo L y 

los receptores de rianodina (que activan la corriente ITI) de una forma distinta. 

Debido a que la actividad eléctrica arrítmica en los miocitos de pacientes con fibrilación 

auricular puede desencadenarse por un aumento de la fosforilación del RyR2 y los 

receptores de adenosina A2A pueden mediar en esta fosforilación, investigamos la 

relación que existe entre la activación de los receptores A2A, las heterogeneidades 

espaciales en la fosforilación de RyR2 y alteraciones subcelulares en la homeostasis del 

calcio, y la actividad eléctrica arrítmica en miocitos auriculares humanos. 

 

Nuestros hallazgos mostraron que la estimulación de los receptores A2A con el agonista 

selectivo CGS21680 indujo la fosforilación del RyR2 en s2808 de forma más 

pronunciada en la membrana celular (donde se encuentran los receptores A2A). Esto a 

su vez activó un mayor número de eventos de liberación espontánea local de calcio 

(sparks) cerca de la membrana celular. En consecuencia, se expulsó más calcio del 

miocito por el intercambiador Na-Ca, dando lugar a mayores despolarizaciones de 

membrana arritmogénicas y más frecuentes. Curiosamente, la estimulación de los 

receptores A2A con CGS21680 en miocitos auriculares humanos de pacientes sin 

fibrilación auricular provocó alteraciones en la fosforilación de RyR2 y la incidencia de 

eventos espontáneos de liberación de calcio y despolarizaciones de membrana 

semejantes a las alteraciones observadas en pacientes con fibrilación auricular, lo cual 

demuestra que la activación excesiva de los receptores A2A puede transformar miocitos 

auriculares humanos sanos en miocitos con actividad eléctrica arrítmica similar a la 

observada en los miocitos de pacientes con fibrilación auricular. Estos hallazgos, 

combinados con niveles de adenosina elevados y la relación A2AR:A1R aumentada en 

pacientes con fibrilación auricular, subraya el potencial de los receptores de adenosina 

A1 y A2A como nuevas dianas farmacológicas para el tratamiento de la fibrilación 

auricular. 

 

Evaluación de la expresión de A2AR en linfocitos humanos de pacientes con 

fibrilación auricular. 

Para evaluar la utilidad de los A2AR como biomarcador en la fibrilación auricular, 

determinamos en primer lugar la expresión de A2AR en los linfocitos periféricos y 

demostramos que su expresión aumenta en los linfocitos de pacientes con fibrilación 

auricular. La expresión de ARNm de A2AR también aumenta en células mononucleares 

de sangre periférica de pacientes con fibrilación auricular. A continuación se 
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determinaron los niveles de expresión de A2AR en diferentes poblaciones de linfocitos 

de sujetos con y sin fibrilación auricular. Así, los linfocitos se separaron en linfocitos T 

(CD3+ y CD8+) y linfocitos B (CD19+) y se determinó la densidad A2AR en cada 

población. Curiosamente, nuestros resultados demostraron que, si bien los A2AR 

aumentan tanto en los linfocitos T como B de pacientes con fibrilación auricular, solo 

las células B mostraron un aumento significativo en CD194, un marcador de homing 

cardíaca. Además, se observó una correlación positiva entre el aumento de la 

expresión de A2AR y la presencia de CD194 en los linfocitos B. Conjuntamente, estos 

resultados sugieren que los linfocitos B de pacientes con fibrilación auricular fueron 

reclutados al corazón y mostraron una mayor expresión de A2AR, convirtiéndose así en 

un marcador específico de los pacientes con esta arritmia. 

 

 

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras  

 

Receptores de adenosina como mediadores de la actividad eléctrica auricular 

arrítmica. 

El descubrimiento de que los pacientes con fibrilación auricular presentan mayores 

niveles plasmáticos de adenosina que los pacientes sin arritmia, combinado con 

hallazgos que demuestran que la activación de A2AR induce alteraciones en la 

distribución e incidencia de liberación espontánea de calcio, que a su vez induce 

actividad eléctrica arritmogénica semejante a la actividad observada en pacientes con 

fibrilación auricular, todo ello sugiere que puede existir una correlación entre los 

niveles plasmáticos de adenosina y la actividad eléctrica auricular ectópica. Estos 

resultados proporcionan una motivación fisiopatológica para investigar una posible 

correlación entre los niveles de adenosina y la incidencia de actividad ectópica auricular 

en pacientes con fibrilación auricular paroxística o con elevado riesgo de fibrilación 

auricular. Consideración igualmente válida para los niveles de CD194 en los linfocitos B 

(ver también receptores de adenosina A2A como biomarcadores). En colaboración con 

cardiólogos, en la actualidad estamos explorando la posibilidad de comprobar estas 

hipótesis en un entorno clínico óptimo. 

 

Receptores de adenosina como dianas terapéuticas en la fibrilación auricular. 

La constatación de que la activación excesiva de A2AR promueve la actividad eléctrica 

arritmogénica, combinada con nuestro hallazgo de que los eventos de liberación de 
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calcio arritmogénico inducidos por el estrés beta-adrenérgico se mantienen a un nivel 

elevado de adenosina (600 nM), mientras que el efecto inotrópico positivo de la 

estimulación beta-adrenérgica es abolido por este nivel de adenosina, sugiere que el 

efecto beneficioso de reducir los niveles de adenosina elevados puede ser dual. En 

otras palabras, nuestros hallazgos sugieren que la normalización de los niveles 

plasmáticos de adenosina (y/o adenosina desaminasa) en pacientes con fibrilación 

auricular podría, al mismo tiempo, reducir la incidencia de actividad eléctrica ectópica y 

aumentar la reserva inotrópica auricular en pacientes con fibrilación auricular. 

Nuestros hallazgos documentan que el antagonista selectivo de A2AR, SCH442416, 

puede liberarse efectivamente por fotoactivación (sin dañar los miocitos) del 

compuesto MRS7145 y revertir completamente los eventos espontáneos de liberación 

de calcio inducidos por la activación de A2AR en preparaciones de miocitos aislados y 

multicelulares. Estos hallazgos abren la posibilidad de utilizar la fotoactivación de 

MRS7145 como herramienta farmacológica para administrar SCH442416 de forma 

local, minimizando así los efectos sistémicos potencialmente adversos del antagonista. 

Para comprobar la utilidad de MRS7145 será necesario abordar una investigación que 

explore la viabilidad de administrar MRS7145 y liberar SCH442416 en preparaciones de 

corazón intacto. 

 

Receptores de adenosina A2A como biomarcadores para la estratificación del 

riesgo en la fibrilación auricular. 

El objetivo del presente estudio era evaluar la utilidad de los receptores de adenosina 

como biomarcadores para la estratificación del riesgo de sufrir fibrilación auricular, y 

los resultados del proyecto han revelado una correlación positiva entre el aumento de 

la expresión de A2AR y la presencia de CD194 (un marcador de homing para el corazón) 

en los linfocitos B. Además, los niveles de CD194 aumentaron significativamente en 

pacientes con fibrilación auricular, lo cual indica un aumento en los niveles de CD194 

como sello específico de los pacientes y sugiere que el análisis de los niveles de CD194 

en los linfocitos B podría ser una nueva herramienta para la predicción del riesgo y la 

gravedad de la fibrilación auricular. En la actualidad estamos evaluando la posibilidad 

de patentar estos resultados. 
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