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RESUMEN

Entre las complicaciones asociadas a la Obesidad, tiene una especial relevancia
el desarrollo de resistencia a la insulina, siendo el primer eslabon de una amplia
patologia conocida como diabetes tipo 2. La Obesidad se considera como un estado
cronico de inflamacion de baja intensidad, como indican los niveles circulantes elevados
de moléculas proinflamatorias. Se ha propuesto al TNFa como el nexo de unidn entre
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adiposidad y desarrollo de resistencia a insulina ya que la mayoria de los pacientes con
diabetes tipo 2 son obesos y tienen aumentada la expresion de TNFa en sus adipocitos, y
los animales obesos deleccionados para la funcion del TNFo o su receptor no
desarrollan resistencia a insulina. Las citocinas proinflamatorias producidas por los
adipocitos y/o macrofagos activan quinasas de estrés, proinflamatorias y factores de
transcripcion que actian sobre los tejidos periféricos (entre ellos el musculo y el propio
tejido adiposo) produciendo resistencia a la accion de la insulina, que es un defecto en la
seflalizacion a varios niveles. En concreto, el TNFa activa la quinasa p38MAPK que
fosforila en residuos de serina a los IRSs, bloqueando su fosforilacidén en tirosina en
respuesta a la insulina, tanto en adipocitos marrones como en miocitos. Muy
recientemente hemos observado que la fosfatasa PTP1B también estd implicada en la
resistencia a insulina por TNFa en ambos modelos. En la clinica se estd utilizando
actualmente el tratamiento con tiazolidindionas en pacientes con diabetes tipo 2. Otros
agonistas de receptores nucleares empiezan a aparecer en la bibliografia como
potenciales sensibilizadores a accidon de la insulina, entre ellos el LXR, que puede
antagonizar la sefalizacion proinflamatoria en los propios adipocitos y/o en el musculo.

Palabras clave: Transporte de glucosa.- LXR.- PTP1B.- TNFa.- IL-6.

ABSTRACT
Obesity-Associated Insulin resistance in skeletal muscle

Insulin resistance is an important contributor to the pathogenesis of type 2
diabetes and obesity is a risk factor for its development, due in part to the fact that
adipose tissue secretes proteins called adipokines that may influence insulin sensitivity.
Among these molecules, TNFa has been proposed as a link between obesity and insulin
resistance because TNFo is overexpressed in adipose tissues of obese animals and
humans, and obese mice lacking either TNFo or its receptor show protection for
developing insulin resistance. The direct exposure to TNFa induced a state of insulin
resistance on glucose uptake in myocytes and brown adipocytes, due to the activation of
pro-inflammatory pathways that impair insulin-signaling at the level of the IRS proteins.
In this regard the residue Ser307 in IRS-1 has been identified as a site for TNFa-
inhibitory effects in myotubes, with being p38MAPK and IKK involved in the
phosphorylation of this residue. Conversely, serine phosphorylation of IRS-2 mediated
by TNFa activation of MAPKs was the mechanism found in brown adipocytes. The
phosphatase PTP1B acts as a physiological negative regulator of insulin signaling by
dephosphorylating the phosphotyrosine residues of the insulin receptor and IRS-1, and
PTP1B expression is increased in muscle and white adipose tissue of obese and diabetic
humans and rodents. Moreover, up-regulation of PTP1B expression has recently been
found in cells treated with TNFa.. Accordingly, myocytes and primary brown adipocytes
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deficient on PTP1B are protected against insulin resistance by this cytokine.
Furthermore, down-regulation of PTPIB activity is also possible by the use of
pharmacological agonists of nuclear receptors that restored insulin sensitivity in the
presence of TNFa. In conclusion, the lack of PTP1B in muscle and brown adipocytes
increase insulin sensitivity and glucose uptake and could confer protection against
insulin resistance induced by adipokines.

Key words: Glucose uptake.- LXR.- PTP1B.- TNFa.- IL-6.

INTRODUCCION

La diabetes, que constituye uno de los principales problemas de
salud publica, se define como un estado en el que el metabolismo de
hidratos de carbono y lipidos no est4 regulado de manera adecuada por la
insulina, provocando un aumento de los niveles plasmaticos de glucosa,
tanto en situaciones de ayuno como tras la ingesta de nutrientes, y que
conduce al desarrollo de patologias asociadas si no se inicia un
tratamiento adecuado. En concreto, la diabetes tipo 2 o insulino-
independiente, afecta aproximadamente al 90% de los pacientes
diabéticos y es el resultado de graves defectos tanto en la secrecion de la
insulina por el pancreas como en la accion de la hormona en el higado y
en los tejidos adiposo y muscular. Aunque atin no se conoce con exactitud
la etiologia de este desorden metabdlico, una combinacion de factores
genéticos y ambientales, tales como la edad, una dieta rica en grasa o la
inactividad fisica, estarian implicados en la progresion del mismo. El
musculo esquelético es el tejido responsable de la utilizacion de la mayor
tasa de glucosa en respuesta a insulina, y por tanto, es el 6rgano en el que
se detectan los primeros defectos relacionados con la resistencia a dicha
hormona (1).

La resistencia a la accién de la insulina, definida como un estado
de respuesta a concentraciones normales circulantes de insulina inferior a
lo normal, es la caracteristica principal de la diabetes tipo 2 e implica
alteraciones en el transporte, metabolismo o almacenamiento de la
glucosa. En concreto, en el musculo esquelético de pacientes que
desarrollan resistencia a insulina se ha observado, en los primeros
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estadios, una reduccion en la expresion de GLUT4 y en el transporte de
glucosa y, seguidamente, una disminucion en el metabolismo no
oxidativo de la glucosa y en la sintesis de glucogeno. Estos fendmenos se
agravan y desembocan en un estado severo de hiperglucemia, responsable
de diversas complicaciones en otros tejidos (2). Varios estudios
epidemiologicos en diferentes grupos de la poblacion, indican que la
diabetes tipo 2 progresa a lo largo de un continuo empeoramiento en la
respuesta a insulina, comenzando por una resistencia periférica a la accion
de la misma y terminando con la pérdida de secrecién por parte de las
células (3 del pancreas (Figura 1).
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FIGURA 1.- Etapas del desarrollo de resistencia a insulina y diabetes tipo 2.
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En la mayoria de los pacientes, la resistencia a insulina puede ser
detectada mucho antes de que se produzca intolerancia a la glucosa,
puesto que una de las primeras manifestaciones es el fallo en la captacion
de glucosa por parte del musculo esquelético. Asimismo, la aparicion en
el tejido adiposo de resistencia a los efectos antilipoliticos de la insulina,
provoca un incremento en la lipdlisis y la liberacion de 4cidos grasos que
merman la capacidad de la hormona para reprimir la producciéon de
glucosa en el higado, aunque aun se permite la sintesis de acidos grasos.
Esta desregulacion del metabolismo de hidratos de carbono y lipidos
contribuye a acelerar la progresion de la resistencia a la insulina. En los
primeros estadios, las células 3 pancreaticas responden con un incremento
en la secrecion de la hormona, generando un estado de hiperinsulinemia
compensada, lo que contribuye a largo plazo a agravar este desorden
metabodlico. El exceso prolongado de insulina circulante hace que las
células B no puedan mantener el mecanismo de compensacion y fallan a
la hora de responder apropiadamente a la glucosa, lo cual desemboca en
el desarrollo de intolerancia al azucar. Asi, aproximadamente un 5-10%
de los pacientes intolerantes a la glucosa en menos de un afo pasan a ser
diabéticos, continuando con un agravamiento progresivo de la resistencia
a insulina. Las células adiposas generan mdas acidos grasos, el higado
produce glucosa de manera incontrolada y las células f pancreaticas
fallan totalmente, llegando a las ultimas etapas de la enfermedad donde se
requieren ya altas dosis de insulina exdgena. La falta de respuesta a la
accion de la insulina y la hiperinsulinemia, incluso en ausencia de
diabetes, conducen a una gran variedad de anormalidades, incluyendo un
aumento de triglicéridos, una disminucion de los niveles de HDL, un
aumento de secrecion de VLDL, desérdenes en la coagulacion, aumento
de la resistencia vascular, cambios en los niveles de hormonas tiroideas,
atenuacion del flujo de sangre periférico y ganancia de peso. Por todo
ello, la resistencia a la insulina se asocia con la obesidad, hipertension,
dislipidemia y aterosclerosis. A este conjunto de sintomas se le denomina
sindrome X o sindrome de resistencia a insulina (2).

MECANISMOS MOLECULARES DE LA RESISTENCIA A
INSULINA EN EL MUSCULO ESQUELETICO
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Durante muchos afios varios grupos han estudiado las posibles
alteraciones de los componentes de la cascada de sefalizacion de la
insulina en situaciones de resistencia a la misma, en un esfuerzo por
definir la etiologia y los mecanismos moleculares de esta patologia. La
estimulacion con insulina induce la autofosforilacion y consecuente
activacion de su propio receptor localizado en la membrana, y por tanto,
¢ste es el primer fendmeno de la ruta susceptible de modificacion. De
hecho, en el musculo esquelético de sujetos obesos con resistencia a
insulina o de pacientes diabéticos se ha visto una disminucion en la
actividad tirosina quinasa del receptor de insulina, en algunos casos
consecuencia de un aumento en la cantidad de serinas fosforiladas (1).
Recientemente, se ha sugerido que la fosforilacion en serina y treonina
del receptor de insulina puede estar mediada por alguna isoforma de PKC
(3). Por otra parte, se ha observado una disminucion en el nimero de
receptores en la superficie celular en estas situaciones, debido a una
mayor degradacion de los mismos, o bien, a un aumento en el contenido
de receptores hibridos de insulina/IGF-I en los tejidos periféricos diana
para la acciéon de la insulina (1). Sin embargo, se ha propuesto que
defectos en elementos de la ruta situados por debajo del receptor son los
que estan directamente implicados en el desarrollo de resistencia a
insulina en el musculo esquelético, ya que aunque han observado una
reduccion en el transporte de glucosa en este tejido en pacientes con
diabetes tipo 2, no han detectado diferencias en la fosforilacion en tirosina
de la cadena P del receptor de insulina respecto a los sujetos sanos (4).

Los sustratos del receptor de insulina que principalmente se
expresan en el musculo esquelético son el IRS-1 y el IRS-2. Diferentes
estudios in vivo e in vitro en musculo de pacientes diabéticos han
demostrado que la fosforilacién en tirosina estimulada por insulina esta
afectada en ambos sustratos, siendo el efecto sobre el IRS-1 mas
acentuado. Sin embargo, este fendmeno no ha sido asociado con
alteraciones en la expresion de IRS-1, sino con el aumento en la
fosforilacion en residuos serina/treonina, lo cual disminuye la habilidad
del receptor de insulina para activar al IRS-1 en respuesta a la hormona.
Ademas, en el musculo, el IRS-2 no parece ser capaz de compensar los
defectos en la senalizacion mediada por el IRS-1 en situaciones de
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resistencia a insulina (4). Resultados muy similares también han sido
descritos en biopsias de musculo esquelético de mujeres que padecen el
sindrome poliquistico ovarico, diabetes gestacional y en individuos con
cancer de pancreas. Estas observaciones contrastan con las obtenidas del
tejido adiposo de pacientes obesos y diabéticos, donde la disminucion en
la cantidad de residuos tirosina fosforilados del IRS-1 en respuesta a
insulina estd asociada con una menor cantidad de proteina total de dicho
sustrato, y donde aumenta la sefalizacion IRS-2/PI3-K al encontrarse
afectada la del IRS-1 (5). Por tanto, aunque ambos son tejidos periféricos
diana para la accion de la insulina, existen diferencias importantes en los
mecanismos moleculares que participan en el desarrollo de resistencia a la
hormona y diabetes tipo 2.

En cuanto a la fosforilacion en serina del IRS-1 en el musculo, se
han identificado varios residuos, por ejemplo la serina 307 en roedores
(serina 312 en humanos), que pueden ser fosforilados por diferentes
quinasas, y asi, se impide la interaccion del dominio catalitico del
receptor de insulina con el dominio PTB del IRS-1 (1). En células
musculares en cultivo de sujetos con diabetes tipo 2 se ha visto un
incremento en la fosforilacién de la serina 636 en estado basal, lo cual
perjudica la accién de la insulina (4). Ademas, factores como el TNFa,
relacionado con el desarrollo de resistencia a insulina en diferentes
tejidos, o la infusion de &cidos grasos libres directamente en el muisculo
inducen la fosforilacion de IRS-1 en residuos serina, de manera que se
convierten en inhibidores de la actividad tirosina quinasa del receptor de
insulina, diminuyen la actividad de la PI3-K y el transporte de glucosa en
presencia de la hormona en este tejido. En estos casos se ha implicado a
distintas quinasas como JNK-1, quinasas activadas por la via MEK,
IKKp, PKCT y MAPK (6). No obstante, el desarrollo de resistencia a
insulina por TNFa en el musculo esquelético se detalla mas adelante.

Por debajo de estos sustratos se ha implicado a las proteinas AKT
y PKCs atipicas en la traslocacion de GLUT4 a la membrana y en el
transporte de glucosa inducidos por la insulina. El estudio de la relacién
entre AKT y el desarrollo de resistencia a dicha hormona ha sido
complicado debido a la existencia de varias isoformas de esta quinasa, y
por tanto, a los posibles mecanismos de compensacion. En los primeros
trabajos al respecto se habia observado que, tras la administracion de
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dosis fisiologicas de insulina, la actividad de AKTI en el musculo
esquelético era muy similar en pacientes diabéticos tipo 2, con o sin
obesidad, y pacientes sanos. Ademas, la estimulacion de AKT2 y AKT3
en respuesta a la hormona era normal en el musculo de sujetos obesos con
diabetes tipo 2, a pesar de tener reducida la actividad de la PI3-K asociada
a IRS-1 e IRS-2. Sin embargo, en los estudios anteriores la cuestion de la
especificidad de las isoformas de AKT no fue resuelta, ya que las técnicas
empleadas no permitian discriminar entre AKT1 y AKT2. En un trabajo
mas reciente, realizado en pacientes con obesidad morbida y resistencia a
insulina, se ha demostrado que la hormona unicamente es capaz de activar
a AKT1 en el musculo de estos sujetos, sugiriendo que tanto AKT2 como
AKTS3 son las isoformas responsables del transporte de glucosa y del
desarrollo de esta patologia, al menos en este tejido (7).

En cuanto al papel de las PKCs atipicas, se han conocido
evidencias recientes que sugieren que la activacion de PKCT/A por
insulina estd disminuida en el musculo esquelético de pacientes obesos
y/o diabéticos, fenomeno que es parcialmente explicado por una
reduccion en la expresion de estas quinasas. Algunos autores han
defendido la hipotesis de que la primera lesion que aparece en este tejido,
durante el desarrollo de diabetes tipo 2, es a nivel de las PKCs atipicas.
De hecho, en los miotubos de sujetos obesos con intolerancia a la glucosa
se ha visto que la accion de la insulina sobre la activacion de PKCT/A esta
significativamente afectada (8). Por tanto, se ha estipulado la posibilidad
de que algunos factores genéticos puedan contribuir a esta alteracion
sobre las PKCs, aunque aun no se ha publicado ninguna mutacion de estas
quinasas asociada con la resistencia a insulina. También se han visto
incrementos significativos en la cantidad total de PKCO y PKCe en el
musculo esquelético de roedores insulino-resistentes, consecuencia de una
dieta rica en grasa, hecho que se ha relacionado directamente con el
contenido muscular de triglicéridos y diglicéridos (3).

Mientras que las alteraciones en la sefializacion de la insulina a
través de la ruta IRSs/PI3-K/AKT/PKCs parecen ser caracteristicas en el
musculo esquelético de diabéticos tipo 2, los defectos en la cascada de las
quinasas MAP son menos conocidos. En este sentido, se ha observado
que la activacion de p42/p44MAPK por insulina no se encuentra afectada,
y en estado basal, la fosforilacion de estas quinasas no varia, o incluso
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aumenta, en diferentes modelos de células musculares obtenidas de
sujetos diabéticos (4, 7). Por otro lado, se ha publicado que la
fosforilacion basal de la p38MAPK es mayor en el musculo esquelético
aislado de pacientes con diabetes tipo 2, y que esta quinasa no se activa en
repuesta a insulina en esa situacion. Ademas, no se han detectado
variaciones significativas en la cantidad total de proteina de
p42/p44MAPK ni de p38MAPK en ninguno de los trabajos anteriores.
También se ha descrito un papel negativo de la JNK sobre la sefializacién
de la insulina, ya que esta ruta media la fosforilacion en residuos serina de
IRS-1 por TNFa, disminuyendo su fosforilacion en tirosina e inhibiendo
la sefalizacion de la hormona, fendmeno que no se observa en ratones
carentes del gen jnkl (9) (Tabla I). Ademads, la inhibicion de JNK
disminuye los niveles de glucosa en sangre e incrementa la insulina
plasmatica (10), y protege a las células B pancreaticas de la apoptosis
pudiendo aumentar la secrecion de insulina en situaciones de
hiperglucemia. No obstante, son necesarios mas estudios para clarificar la
implicacion de estas quinasas en el desarrollo de resistencia a insulina.

Otro mecanismo implicado en la reduccion del transporte de
glucosa y en los defectos en la sefializacion de la insulina en la diabetes
tipo 2 es el aumento en el contenido de PTPs. Se ha visto que la expresion
y/o actividad de al menos tres PTPs se encuentra aumentada en musculo y
tejido adiposo de individuos y ratones obesos con resistencia a insulina:
PTP1B, LAR y SH-PTP2 (11). De hecho, en el caso de la PTP1B, ratones
carentes de este gen presentan mayor sensibilidad a la acciéon de la
insulina y son resistentes a la obesidad inducida por una dieta rica en
grasas (12, 13) (Tabla I).

Por ultimo, las rutas de sefializacion mediadas por la quinasa
activada por AMP (AMPK), importante sensor energético de la célula y
activador del transporte de glucosa de forma independiente de insulina en
musculo esquelético (14); y por la insulina convergen en algunos puntos,
de manera que en situaciones de resistencia a insulina también puede
verse afectada la cascada de AMPK. No obstante los resultados obtenidos
en este campo son contradictorios. Asi, algunos autores han defendido
que la activacion de AMPK inducida por AICAR o hipoxia, es preservada
en el musculo esquelético de ratones obesos y de pacientes con diabetes
tipo 2, indicando que estos factores pueden mediar la traslocacion de
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GLUT4 y el transporte de glucosa. Sin embargo, otros grupos han
observado que la sobreexpresion de una forma mutada dominante
negativa de AMPK en musculo, bloquea completamente la habilidad de
AICAR o la hipoxia para activar el transporte de glucosa, mientras que el
efecto producido por la contraccion es parcialmente reducido (15).

TABLA 1.- Fenotipos desarrollados por ratones knock-out relacionados con la via de

senializacion de la insulina.

GENOTIPO

TEJIDO
ESPECIFICO

FENOTIPO

REFERENCIA
BIBLIOGRAFICA

IR

IR+/.

Organismo completo.

Severa cetoacidosis diabética y muerte.

Bruning y col., 1997

Desarrollo de diabetes.

Kido y col., 2000

IR

Musculo esquelético.

Descenso en la captacion de glucosa en
musculo y aumento en tejido adiposo.
Incremento de la masa grasa y alteraciones en
el metabolismo lipidico.

Ligera disminucion de la tolerancia a la
glucosa.

Bruning y col., 1998

Musculo esquelético.
+ Tejido adiposo.

Intolerancia a la glucosa.

Lauro y col., 1998

IGFR™

Organismo completo.

Hiperglucemia moderada, ya que los efectos
metabolicos son compensados por el IR.

Withers y col., 1999

P85

Organismo completo.

Hipoglucemia e hipersensibilidad a insulina,
consecuencia del aumento del transporte de
glucosa en musculo esquelético y tejido
adiposo.

Terauchi y col., 1999

IRS-1"

Organismo completo.

Resistencia a insulina e intolerancia a la
glucosa.

Resistencia a IGF-I e IGF-II y retraso en el
crecimiento.

Hiperinsulinemia por hiperplasia de las
células B Hipertrigliceridemia, hipertension y
una menor capacidad de relajacion del
endotelio vascular.

[Tamemoto y col.,1994
Sesti y col., 2001

Musculo esquelético.

Disminucion la sintesis de proteinas.

Datos contradictorios en el transporte de
glucosa, ya que puede haber compensacion
por el IRS-2.

Yamauchi y col.,
1996

Previs y col., 2000

10
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TABLA 1.- Fenotipos desarrollados por ratones knock-out relacionados con la via de
sefializacion de la insulina (cont.).

IRS-27"

Organismo completo.

Resistencia a insulina y disfuncion de las
células .

Desarrollo de diabetes tipo 2.

Pequerio retraso en el crecimiento.
Hiperfagia, obesidad y resistencia a la
accion de la leptina.

Kido y col., 2000
Burks y col., 2000

Musculo esquelético.

Compensacion por parte del IRS-1 en
respuesta a insulina e IGF-I.

Higaki y col., 1999

AKT2"

Organismo completo.

Resistencia a insulina en higado y misculo
Hiperinsulinemia e hiperglucemia.
Incapacidad de suprimir la produccion de
glucosa hepatica en respuesta a insulina.

Cho y col., 2001

PTP1B™

Organismo completo.

Aumento de la sensibilidad a insulina.
Resistencia a la obesidad inducida por la
dieta.

Klaman y col., 2000
Elchebly y col., 1999

SH-PTP2""

Organismo completo.

Aumento en la traslocacion de GLUT4 y en
el almacenamiento de glucdgeno en el
musculo.

Clement y col., 2001

GLUT4"

GLUT4"™"

Organismo completo.

Retardo en el crecimiento.

Moderada resistencia a insulina tras la
ingesta, en machos asociada a una
hiperglicemia, pero no en hembras.

Katz y col., 1995

Machos desarrollan una severa resistencia a
insulina sin obesidad. Cuadro mas severo que
GLUT4 ™" porque no hay compensacién por
otros transportadores.

Stenbit y col., 1997

GLUT4"

Musculo esquelético.

Resistencia a insulina e intolerancia a la
glucosa.

Aumento en los depositos de glucogeno
hepatico.

Disminucion del transporte de glucosa
estimulado por insulina en el musculo y en el
organismo completo.

Zisman y col., 2000

JNK17"

Organismo completo.

Proteccion frente a la obesidad y al desarrollo
de resistencia a insulina.

Disminucion de la fosforilacion en la serina
307 del IRS-1.

Hirosumi y col., 2002

TNFa™

Organismo completo.

Proteccion frente a la obesidad y resistencia a
insulina por una dieta grasa.

Aumento en la sensibilidad a insulina.
Niveles bajos de acidos grasos libres
circulantes.

Uysal y col., 1997

11
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TABLA 1.- Fenotipos desarrollados por ratones knock-out relacionados con la via de
sefializacion de la insulina (cont.).

Desarrolla obesidad con la edad. .
. . Alteracion del metabolismo lipidico y de Wallenius y col.,

IL-6" Organismo completo. | ..o i tatos. 2002
Aumento de los niveles de leptina y del gasto Fildty col., 2004
energético.

-/ . . ’

LXRo Organismo completo. Acumulacwn' de colesterol en el higado. Peet y col., 2002
Hepatomegalia.

LXRp Organismo completo. R'651sten01a ala a(.:umu'lamon de colesterol en Alberti y col., 2003
higado ante una dieta rica en colesterol.

CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS EN EL DESARROLLO DE
RESISTENCIA A INSULINA EN EL MUSCULO ESQUELETICO:
TNFa E IL-6

Desde hace décadas, gran cantidad de estudios epidemioldgicos
han puesto de manifiesto que el riesgo de padecer diabetes, y
presumiblemente resistencia a insulina, aumenta al incrementar el
contenido graso del cuerpo. El indice de masa corporal (BMI) es un
reflejo de la adiposidad en general, pero hay que destacar que no todos los
sitios del organismo donde se acumula la grasa contribuyen de igual
manera al desarrollo de estas enfermedades. En este sentido, los depdsitos
de grasa central (intra-abdominal o visceral) estdn mas relacionados con
el riesgo de padecer diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares que
los depositos de grasa periférica (subcutanea), debido a la diferente
actividad lipolitica de las células adiposas. Asi, en los adipocitos
viscerales la liberacion de acidos grasos de los triglicéridos es mayor que
en los adipocitos subcutaneos, donde las hormonas antilipoliticas, como la
insulina, tienen un efecto mas pronunciado, y las catecolaminas,
lipoliticas, tienen menor efecto. Como consecuencia, aumentan los
niveles y el flujo de acidos grasos a la circulacion portal, y por tanto, en el
higado. Este fendémeno conlleva una estimulacion de la gluconeogénesis,
un aumento en la sintesis de triglicéridos y una inhibicion de la retirada de
glucosa de la circulacion, desarrollando dislipidemia, hiperglucemia e
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hiperinsulinemia, las cuales conducen un aumento en el riesgo de padecer
diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares (16).

El adipocito no es sélo un sistema de almacén de lipidos, sino que
también es secretor de un nimero importante de factores circulantes, entre
los que se incluyen el TNFa, la IL-6, la leptina, el angiotensinogeno vy, las
recientemente descritas, adiponectina y resistina. Todos ellos desempefian
un papel importante en el desarrollo de la resistencia a insulina asociada a
la obesidad y en la diabetes tipo 2, no solo en el tejido adiposo, sino
también en otros tejidos del organismo (17).

TNFa: El TNFa es una citoquina proinflamatoria multifuncional
que ejerce una gran cantidad de acciones biologicas en diferentes tejidos y
especies. Sin embargo, la produccidon inapropiada de este factor o la
activacion sostenida de su cascada de sefializacion se ha relacionado con
la patogénesis de varias enfermedades, por ejemplo, sepsis, osteoporosis,
cancer, diabetes o procesos autoinmunes (18). El TNFa se sintetiza como
una proteina monomérica transmembrana de 26 kDa, la cual es
proteolizada por una metaloproteasa de membrana, llamada TACE
(enzima convertidora de TNFa), que libera una forma soluble de 17 kDa.
A pesar de tener diferente tamafio y localizacion, ambas formas de TNFau
son capaces de mediar respuestas biologicas. La transduccion de sefiales
por el TNFa es consecuencia de su interaccion con dos tipos de
receptores: el receptor de TNFa tipo 1, TNFR1, un péptido de 55 y 60
kDa en roedores y humanos, respectivamente; y el receptor de TNFa. tipo
2, TNFR2, de 75 kDa en roedores y 80 kDa en humanos. En cuanto a su
estructura, ambos receptores poseen cuatro repeticiones del aminoacido
cisteina en el dominio extracelular, conservadas evolutivamente, y que
son el sitio de union del ligando en su forma trimérica. Sus dominios
intracelulares, que no poseen actividad enzimdtica, son bastantes
diferentes, y de hecho, definen dos subgrupos dentro de la familia de los
receptores de TNFo: los que contienen un dominio de muerte
(denominados DD), en este caso TNFR1, y que se acoplan a la activacion
de caspasas y la apoptosis; y aquellos que interaccionan con las proteinas
TRAF (factor asociado al receptor de TNFa) o TNFR2, el cual se asocia
directamente con TRAF2 e induce la expresion génica (19). Otra
diferencia entre ambos receptores es su distribucion, mientras que TNFR1
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se expresa constitutivamente en la mayoria de los tejidos, la expresion de
TNFR2 esté estrictamente regulada. Los estudios que se han realizado a
este respecto han determinado que, aunque ambos receptores son capaces
de transducir la senal, el TNFa Illeva a cabo sus acciones
mayoritariamente a través del TNFR1, mientras que el TNFR2 juega
principalmente un papel regulador en la captacion de ligando. Los dos
receptores pueden ser liberados de la superficie celular y circular en
forma soluble, de manera que, en la resistencia a insulina y en la diabetes
tipo 2 los niveles de los TNFRs circulantes son muy elevados (18).

Las proteinas TRAF constituyen el principal grupo de moléculas
adaptadoras que se unen directa o indirectamente a los receptores de
TNFa. Aunque estas proteinas no parecen poseer ninguna actividad
enzimatica, pueden inducir la activacion de diferentes cascadas de
quinasas, como PI3-K, ERK1/2, p38MAPK, JNK o IKKs, y mediar el
efecto del TNFa en los procesos de proliferacion y diferenciacion celular,
apoptosis y respuesta inflamatoria (20). Por tanto, a través de sus
receptores, esta citoquina puede activar diferentes rutas de transduccion
de sefiales, muchas de ellas comunes a las que utilizan la insulina, los
IGFs y otros factores de crecimiento, como el FGF.

Puesto que la obesidad es el factor de riesgo mas importante para
el desarrollo de resistencia a insulina y diabetes tipo 2, se ha propuesto al
TNFo como un nexo de union entre la obesidad y la resistencia a la
hormona (6). De hecho, se ha demostrado que la mayoria de pacientes
diabéticos son obesos, que la expresion de TNFa en tejido adiposo esta
elevada en una variedad de modelos experimentales de obesidad y en
personas obesas y que ratones deficientes en TNFa (TNFa ! ’), sometidos
a una dieta rica en grasa, presentan proteccion frente al desarrollo de
resistencia a insulina, incluso viendo mejorada la sensibilidad a la misma.
Estos ratones tienen niveles bajos de &acidos grasos libres circulantes,
pudiendo resultar de la pérdida de los efectos lipoliticos del TNFa en el
tejido adiposo, o alternativamente, del aumento de la eficiencia de la
insulina para suprimir la lipdlisis en ausencia de TNFa (Tabla I) (19).
Ademas, la administracion directa de TNFa a ratas adultas produce una
disminucién en la sensibilidad a la insulina asociada a cambios en la
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expresion génica en los adipocitos y a la liberacion de acidos grasos a la
circulacion, sin afectar a la expresion génica en el musculo (21). Por
ejemplo, se ha descrito que el TNFa aumenta tanto la expresion como
actividad de PTP1B en musculo y tejido adiposo marrén, impidiendo el
transporte de glucosa estimulado por insulina en ambos tejidos (22, 23).
Sin embargo, la deficiencia de esta fosfatasa confiere proteccion frente a
la resistencia a insulina inducida por TNFa (23). En ensayos in vitro el
tratamiento con TNFa también inhibe la accion de la hormona sobre el
transporte de glucosa en diferentes modelos celulares, como adipocitos
3T3-L1 o cultivos primarios de adipocitos humanos y marrones fetales de
rata (24, 25). Estos resultados indican que el TNFa es un importante
mediador de la resistencia a la accion de la insulina en la obesidad.

Un mecanismo que podria explicar la resistencia a insulina
inducida por TNFa es la alteracion causada por esta citoquina sobre la via
de senalizacion de la insulina (Figura 2). Se ha descrito que el TNFa
inhibe la ruta de la insulina a través de la fosforilacion en serina de IRS-1,
convirtiéndolo en un inhibidor de la actividad tirosina quinasa del
receptor de la insulina in vivo, de manera que diminuye la actividad de la
enzima PI3-K y el transporte de glucosa (20). También se ha descrito un
papel negativo de la JNK sobre la sefializacion de la insulina, ya que esta
ruta media la fosforilacion en residuos serina de IRS-1 por TNFa,
disminuyendo su fosforilacion en tirosina e inhibiendo la sefializacion de
la hormona, fendmeno que se observa en ratones carentes del gen Jnkl
(Tabla I) (9). Otros trabajos han implicado a las proteinas IKKs en la
fosforilacion en serina del IRS-1, ya que la inactivacion del gen ikk-£3 o el
salicilato (inhibidor farmacologico de IKKs) revierten la resistencia a
insulina inducida por la obesidad o por una dieta grasa (26), restaurando
la sensibilidad a la accion de la insulina en la traslocacion de GLUT4 y en
el transporte de glucosa, ademds de recuperar toda la sefalizacion de la
hormona en miotubos neonatales (27).

Ademas de este mecanismo, se ha demostrado una disminucioén en
el contenido total de IRS-1 en modelos animales y celulares resistentes a
insulina, consecuencia de hiperinsulinemia o del tratamiento con TNFa,
indicando que el IRS-1 es degradado por el proteosoma en estas
circunstancias. También se ha sugerido el posible papel de
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p42/p44MAPK y p38MAPK, activadas por esta citoquina, en el
desarrollo de resistencia a insulina (27), aunque existe controversia al
respecto. Se ha descrito que el TNFa causa resistencia a la accién de la
insulina en adipocitos marrones fetales en cultivo primario, disminuyendo
la fosforilacion de IRS-2 sin verse afectada la sefializacion de IRS-1 o

bien por la produccion de ceramida que mantiene a AKT en un estado
defosforilado (24).

IRS-1/2

@ Serinas del IRS-1
@ Serinas del IRS-2

FIGURA 2.- Esquema de los residuos serina fosforilados por la accion del TNFa en los
sustratos del receptor de insulina.

Al contrario de lo que se ha descrito en el tejido adiposo, el papel
del TNFa en el musculo esquelético es muy controvertido, y de hecho,
los resultados existentes hasta el momento apuntan en diferentes
direcciones. Se ha aceptado que tanto la ceramida como los acidos grasos
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circulantes causan resistencia a insulina en el musculo esquelético.
Algunos grupos no han observado un efecto inhibitorio de TNFa sobre la
accion de la insulina, aunque si estda mas o menos establecido que esta
citoquina incrementa el transporte basal de glucosa en este tejido (28), y
que este fendmeno puede ser consecuencia de una mayor expresion
génica del transportador GLUTI. Sin embargo, otros trabajos han
demostrado que la cascada de la insulina se encuentra notablemente
afectada en presencia de TNFa. Asi, el tratamiento de miotubos de la
linea muscular C2C12 con esta citoquina disminuye la fosforilacion en
residuos tirosina de IRS-1, la activacion de PI3-K asociada a IRS-1 e IRS-
2, la fosforilacion de p42/p44MAPK y el transporte de glucosa
estimulados por insulina. Ademas, resultados recientes de nuestro
laboratorio han demostrado que el TNFa produce resistencia a insulina en
miotubos primarios neonatales por un mecanismo dependiente de la
activacion de la isoforma P de p38MAPK e IKKP que implica la
fosforilacion en el residuo serina 307 del IRS-1, lo que supone una
disminucidn en la traslocacion de GLUT4 y en el transporte de glucosa en
respuesta a insulina y la atenuacion de la ruta de sefializacion de la
hormona (27).

Por otro lado, el TNFa también afecta a los depositos de glucosa y
de glucogeno, asi como a la actividad de la enzima glucdgeno sintasa en
el musculo esquelético (29). Ademas bloquea las acciones
hemodindmicas de la insulina en el musculo liso; y disminuye la
fosforilacion del receptor de insulina, actuando a través de las PKCa y
PKC9, perjudicando de esta manera toda la sefalizacion activada por la
hormona en el tejido muscular (30). De hecho, esta citoquina fosforila a la
proteina fosfatasa PP-1, en este caso inactivandola, de forma que inhibe la
sintesis de glucdgeno inducida por insulina, y en concreto, este ultimo
mecanismo de actuacion del TNFa ha sido descrito en sistemas celulares
de musculo esquelético. Finalmente, se ha visto que los receptores de
insulina aislados de biopsias de musculo de pacientes con resistencia a la
hormona presentan muchos residuos serina y treonina fosforilados y una
menor actividad intrinseca tirosina quinasa, comparados con los
receptores de insulina de sujetos sanos (6).
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En otro tipo de experimentos se ha demostrado que Ila
administraciéon de anticuerpos especificos contra el TNFo a ratas
envejecidas revierte completamente el estado de resistencia a insulina que
padecen estos animales consecuencia de su edad, Uinicamente en el
musculo esquelético. Este fenomeno es debido a una disminucion en la
cantidad de TNFa especifica de tejido, ya que en el tejido adiposo el
contenido proteico de esta citoquina no es afectado bajo estas
circunstancias (6). Por ultimo, en otro sentido, el TNFa reduce la
expresion de la enzima creatina quinasa muscular, la cantidad de los
receptores de acetilcolina e inhibe la formacion de células multinucleadas
en el musculo esquelético, es decir, esta citoquina ejerce un papel
negativo sobre la miogénesis (29).

IL-6: Recientemente se ha relacionado a la IL-6 con el desarrollo
de resistencia a insulina. Se ha observado un aumento en los niveles
plasmaticos de IL-6 en situaciones de obesidad, intolerancia a la glucosa
y diabetes tipo II (31). La expresiéon de TNFa a nivel local y de IL-6 en
plasma es mayor en pacientes obesos con resistencia a insulina. Sin
embargo, al contrario de lo que sucede con el TNFa, existen pocos
estudios que argumenten el potencial metabdlico de la IL-6 para
modificar la sensibilidad a la insulina y causar resistencia a la misma.

La IL-6 es un miembro de la familia de las citoquinas formada por
el factor inhibidor de leucemia, la IL-11, el factor neurotrofico ciliar, la
oncostatina M y la cardiotrofina 1. Todos ellos poseen una alta similitud
en su estructura proteica en hélice y comparten la subunidad
glucoproteica transmembrana del receptor gp130. La IL-6 es una proteina
que puede ser glicosilada en los residuos 73 y 172. Asi, su peso molecular
oscila entre 22-27 kDa, dependiendo de las modificaciones
postrasducionales que sufra y del tipo celular donde se sintetice. En
realidad, es sintetizada como una proteina precursora de 212 aminoacidos,
con 28 de ellos como una secuencia senal (31).

Esta citoquina es producida por muchos tipos celulares; in vivo se
ha visto que las principales fuentes son monocitos y macréfagos, células
gliales, fibroblastos y células endoteliales vasculares, lo cual es indicativo
del importante papel modulador de la IL-6 en el sistema inmune. Otras
células que también expresan IL-6 son queratinocitos, osteoblastos,
células T, células B, neutrofilos, eosinofilos, células musculares lisas y
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células del musculo esquelético (31). Recientemente se ha observado que,
entre un 10-35% de la IL-6 basal circulante procede del tejido adiposo, lo
cual permite pensar en esta citoquina como un posible mediador
metabolico. Se ha descrito una mayor susceptibilidad a desarrollar
obesidad y alteraciones metabolicas en ratones deficientes en IL-6,
pudiendo ser causa de la obesidad la deficiencia central de esta citoquina
(Tabla I) (32). De hecho, se ha descrito que una inyeccion intracraneal de
esta citoquina podria disminuir la masa grasa via sistema nervioso central
(32). Sin embargo, el papel de esta citoquina en la obesidad es aun
confuso, ya que su concentracion parece estar aumentada en la obesidad
como citoquina proinflamatoria.

En condiciones normales, los niveles plasmaticos de IL-6 son
bajos, sin embargo su produccidn se puede ver alterada en condiciones de
estrés, infeccion o ejercicio. Por tanto, la IL-6 es una proteina de
localizacion ubicua cuya expresion es estimulada por diferentes agentes
tanto fisiologicos como patoldgicos. Algunos de ellos son IL-1, TNFa y
endotoxina bacteriana. Ademas, la hipoxia induce la expresion de IL-6 en
cultivo de células endoteliales, ¢ in vivo incrementa sus niveles
plasmaticos, mientras que, glucocorticoides y estrégenos, pueden
suprimir su produccién (31).

La IL-6 ejerce sus multiples acciones actuando a través de su
unidn a un complejo formado por una subunidad de 80 kDa (IL-6Ra), y
por dos homodimeros transmembrana de la glicoproteina (gp) 130. Esta
ultima, se asocia con otras tirosina quinasas activas como Jakl, Jak2 y
Tyk2, las cuales activan a su vez por fosforilacion a las proteinas STATI,
STAT3 y STATS. Las proteinas STATs activas, forman homo o
heterodimeros que pueden translocarse al ntcleo y activar la transcripcion
de diferentes factores, lo que desencadena una compleja red de
sefializacion. La IL-6 circulante, puede unirse también, de manera
especifica, a la forma soluble del IL-6Ra. (gp50). Este complejo, puede
acoplarse posteriormente a la subunidad transmembrana gp130, y activar
asi, la cascada de sefalizacion de la IL-6, incluso en aquellas células que
no expresan IL-6Ra (31).

La ruta de sefializacion de la IL-6 puede interaccionar en
diferentes puntos con la cascada de sefializacion de la insulina. De hecho,
se ha descrito que las proteinas SOCS (supresor de la sefializacion de
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citoquinas), en concreto la isoforma SOCS-3, interaccionan directamente
con IRP e IRS-1 inhibiendo la sefalizacién por insulina. En adipocitos
3T3-L1 el tratamiento crénico con IL-6 induce la expresion de SOCS-3,
efecto que es revertido por el tratamiento con rosiglitazona, antidiabético
que se esta utilizando actualmente en la clinica (33), y dicho supresor es
sobreexpresado en el tejido adiposo de ratones obesos.

Se ha visto que estimulaciones largas con IL-6 incrementan el
transporte basal de glucosa en adipocitos 3T3-L1, mientras que la
estimulacion en agudo no ejerce ningln efecto. En las lineas adipociticas
3T3-L1 y 3T3-F442A el tratamiento crénico con IL-6 induce su propia
secrecion, disminuye la cantidad total de IRf3 e IRS-1 ademas de inhibir la
activacion por insulina de IRp, IRS-1, AKT y ERK1/2, y disminuye la
lipogénesis y el transporte de glucosa estimulados por insulina (33).
Existe también algin estudio realizado en células adiposas humanas en
cultivo donde se observa como la IL-6 es capaz de incrementar la lip6lisis
y la oxidacion de grasas, afectando posiblemente a la homestasis de la
glucosa de forma indirecta (34). A diferencia del TNFa, la IL-6 en tejido
adiposo no aumenta la fosforilacion en residuos de serina de IRS-1 ni la
activacion de JNK, pero si ejerce un efecto inhibitorio a nivel
transcripcional sobre IRS-1 y GLUT4 disminuyendo el transporte de
glucosa estimulado por insulina, y sobre algunos genes especificos del
tejido adiposo como PPARYy y C/EBPa (33).

La IL-6 también parece desempefiar un papel importante en el
desarrollo de resistencia a insulina en el higado. Asi, niveles elevados de
IL-6 pueden estar relacionados con la inhibicion de la enzima glucdgeno
sintasa hepatica, la activacion de la enzima glucogeno fosforilasa y de la
lipolisis, y de un incremento en la produccion de acidos grasos. El
tratamiento cronico con IL-6 de la linea celular HepG2 y de hepatocitos
de raton inhibe el efecto de la insulina sobre la fosforilacion en residuos
de tirosina de IRS-1 y su asociacion con la subunidad p85 de la PI3K,
ademas de la activacion de AKT vy la sintesis de glucogeno. También se
ha descrito la capacidad de la IL-6 para incrementar los niveles de las
proteinas SOCS en este tejido (35).

El papel que tiene la IL-6 en el tejido muscular esquelético es mas
controvertido hasta el momento. De hecho no hay publicaciones que
realmente afiancen su implicacion en la resistencia a insulina, sino mas
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bien el efecto contrario. Esta muy bien documentado que la concentracién
plasmatica de IL-6 aumenta mas de 100 veces después de realizar algin
ejercicio. Tanto la transcripcion del gen como la secrecion de la IL-6 son
mayores cuando los niveles de glucégeno son bajos. Este incremento esta
ademads relacionado con la intensidad y la duracion del ejercicio fisico y
con la masa muscular implicada, y en algunos trabajos se ha relacionado
también con el nivel plasmatico de catecolaminas (36). Se ha postulado
recientemente a la quinasa AMPK como nexo de unidn entre el ejercicio
y la IL-6 en el musculo. La IL-6 aumenta la fosforilacion de AMPK tanto
en el musculo como en el tejido adiposo. De hecho, ratones delecionados
para IL-6 (IL-6™) presentan menor fosforilacion de AMPK y de ACC
(acetil CoA carboxilasa) en ambos tejidos (Tabla I) (37). Por otra parte, la
IL-6 estd involucrada en el metabolismo lipidico en el musculo
esquelético. Esta citoquina atenua los efectos lipogénicos de la insulina
incrementando la oxidacion de los acidos grasos, y el tratamiento
conjunto de IL-6 y leptina inhibe la sintesis de DAG inducida por TNFa
en musculo (38).

También, se ha descrito que la IL-6 media la produccion endogena
de glucosa durante el ejercicio, y es importante en el mantenimiento de la
homeostasis glucidica. Este efecto no parece ser dependiente de los
niveles circulantes de algunas hormonas, ya que las concentraciones de
insulina, glucagén, epinefrina, norepinefrina, cortisol u hormona del
crecimiento no se alteran respecto a su control. Hay evidencias que
sugieren que la IL-6 podria sensibilizar a la insulina. Por ejemplo, ratones
diabéticos no obesos que sobreexpresan el gen humano de la IL-6
sobreviven mds tiempo, y ratones deficientes en IL-6 (IL-67) tienen
niveles de glucosa mas elevados y una peor distribucion de la misma
durante un test de tolerancia (32) (Tabla I). Por ello, podria llamarse a la
IL-6 como una nueva mioquina implicada en el metabolismo lipidico y
glucidico, al menos durante la realizacion de un ejercicio fisico y que
actlia como un sensor energético.

TRATAMIENTO DE LA RESISTENCIA A INSULINA EN EL
MUSCULO ESQUELETICO CON AGONISTAS DE
RECEPTORES NUCLEARES
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La diabetes de tipo 2 es considerada como una de las
enfermedades metabolicas mas frecuentes en el mundo occidental. No
obstante, los tratamientos terapéuticos y preventivos existentes hasta la
fecha son insuficientes. En los ultimos afios se ha sugerido una relacion
funcional entre la superfamilia de receptores nucleares, entre los que se
encuentran los factores de transcripcion PPAR, los receptores nucleares
hepaticos LXRs y de dacidos RARs, y la fisiopatologia de esta
enfermedad.

Los receptores nucleares son factores de transcripcion
dependientes de ligando, que controlan una gran variedad de procesos
biologicos como crecimiento, diferenciacion, metabolismo, reproduccion,
inflamacion y morfogénesis en organismos superiores y humanos. Estos
factores regulan transcripcionalmente la expresion de numerosos genes en
respuesta a pequefios compuestos lipofilicos, ideales por su habilidad para
difundir a través de la membrana, mediante la unién a secuencias
especificas del DNA en forma de heterodimeros formados con el receptor
nuclear RXR.

Los miembros de la superfamilia de receptores nucleares son
proteinas que presentan una organizacion modular, con un dominio
central de union a DNA denominado DBD, muy conservado y que les
caracteriza. Ademas de este dominio de union al DNA, suelen
diferenciarse: una region N-terminal, que es una region no conservada, de
tamafio e importancia funcional muy variable; y una region C-terminal
que engloba una region bisagra, un dominio de dimerizacion con RXR y
el dominio de unién a ligando (LBD), que es un dominio conservado en
esta superfamilia, aunque menos que el DBD.

La region N-terminal es la mas variable, tanto en tamafio como en
secuencia y funcidn, puesto que desempeila un papel importante en la
induccion de la transcripcion ya que se ha descrito en esta region un
dominio AF-1 que estd implicado en la transactivacion independiente de
ligando. Frecuentemente, esta region es diana de fosforilacion para varias
rutas de sefalizacion, pudiendo afectar significativamente esta
modificacion, a su actividad transcripcional. La region C-terminal
contiene también una zona capaz de activar la transcripcion dependiente
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de ligando (AF-2). Se piensa que este dominio, AF-2, interacciona con
otros factores (coactivadores) necesarios para dicha transcripcion.

PPAR: Dentro de la familia de los receptores nucleares se
encuentran incluidos los receptores de PPAR, los cuales juegan un papel
clave en el catabolismo y almacenamiento de las grasas de la dieta. Estos
receptores PPAR, heterodimerizan con la familia de receptores para el
acido 9-cis-retinoico (RXR) y son activados por acidos grasos saturados e
insaturados, o sus metabolitos, procedentes de la dieta. Los PPAR pueden
ser regulados por fosforilacion de varios de sus residuos, afectando este
proceso a la capacidad de union de sus ligandos o a su union al DNA
(39). Debido a su funcion en el mantenimiento de la homeostasis lipidica,
algunos de los activadores de los PPARs, como las tiazolidindionas,
fibratos o estatinas, se emplean hoy en dia para el tratamiento de
desordenes lipidicos, aumentando las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y la sensbilidad a insulina, y disminuyendo los niveles de
triglicéridos (40).

Hasta la fecha, se han identificado tres isoformas de PPAR con
una distribucion tisular y actividades bioldgicas diferentes: PPARa,
PPARy y PPARP/S (Figura 3). PPARa fue la primera isoforma de PPAR
clonada, se expresa en tejidos y 6rganos con una alta actividad metabdlica
como musculo esquelético, higado, corazon y rifion, donde regula el
catabolismo de acidos grasos. Se han descrito ligandos naturales y
sintéticos como los eicosanoides y los acidos grasos insaturados, que
aumentan la expresion de genes implicados en el transporte y la p-
oxidacion de los acidos grasos. La activacion de PPARa, favorece la
oxidacion de 4cidos grasos principalmente en higado y corazén y, en
menor medida, en musculo esquelético, reduciendo asi, la adiposidad y la
redistribucion de los depdsitos de grasa. El aumento de la oxidacion de
los acidos grasos, es uno de los mecanismos que explican como los
ligandos de PPARa pueden, en ocasiones, mejorar la sensibilidad a
insulina reduciendo la acumulacion de lipidos en los tejidos (40). En el
musculo esquelético, defectos en el gen que codifica para PPARa,
disminuyen la (3-oxidacion (41) y la expresion de genes relacionados con
el metabolismo lipidico. Sin embargo, PPARY, tanto en musculo de
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humanos, como de roedores, es capaz de compensar los defectos debidos
a fallos en la expresion de PPARa (41).

Ligandos naturales

AG polinsaturados
AG insaturados Acidos grasos Prostaglandinas

Leucotrienos

Activadores sintéticos

I Fibratos I I Gw501516 I I TZDs I
v v v
PPARu PPAR[}/5 PPARy

v - /l
Transporte AG A Obesidad ¥ Liberacion AG ¥
Fibras de Tipo | A Transporte AG A

- AG libres circulantes ¥
?éld'amon AG A Adiposidad visceral ¥
i v
HOL A Adiposidad subcutanea

Hiperglucemia ¥

‘ \4

Aumento de la sensibilidad a insulina especifica de tejido

FIGURA 3.- Ligandos naturales y activadores sintéticos de los PPAR y sus principales
tejidos diana de actuacion.

PPARB/d se expresa de manera ubicua, aunque sobre todo en
tejidos sensibles a insulina como el tejido adiposo y el musculo
esquelético. Aunque se trata de la isoforma mas abundante en musculo
esquelético, su funcion y regulacion no estdn totalmente definidas.
Estudios recientes, han determinado que su funcidon parece estar
relacionada con la transcripcion de genes del metabolismo lipidico,
definiéndolo como un importante regulador del gasto energético. Por
ejemplo, su sobreexpresion en el tejido adiposo marrén induce la sintesis
de UCP-1 y de genes implicados en la oxidacion de acidos grasos (42).
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Se han descrito a los prostanoides como sus ligandos naturales,
aunque también se han desarrollado agonistas sintéticos como el
GW501516. La administracion de este agonista, en modelos animales,
produce un aumento de la oxidacion de acidos grasos en musculo
esquelético. Conjuntamente, la sobreexpresion de la forma activa de
PPARGJ en este tejido, confiere resistencia a la obesidad inducida por la
dieta, aumenta el metabolismo lipidico y disminuye los niveles de
triglicéridos en las células musculares (43). Asimismo, se ha relacionado
la sobreexpresion de PPARO con un aumento en el nimero de fibras
musculares de tipo I (42).

PPARy ha sido el miembro de la familia mas estudiado. Se
expresa principalmente en tejido adiposo y aunque en menor medida en
macréfagos. Se han identificado los &cidos grasos polinsaturados,
prostaglandinas y leucotrienos, como ligandos naturales de PPARY, y las
TZDs, como sus agonistas sintéticos. Su funcion se ha relacionado con la
regulacion de procesos inflamatorios ademds de su participacion en la
diferenciacion de los adipocitos y homeostasis de la glucosa (40), donde
contribuye a la disminucion en los niveles circulantes de &cidos grasos en
los paciente diabéticos, mejorando la sensibilidad a la insulina y la
funcion de la célula B-pancreatica. En este sentido, el raton deficiente
para PPARy desarrolla resistencia a insulina severa (44) sin embargo,
cuando sometemos al ratén heterozigoto (PPARy a una dieta rica en
grasas, mejora la sensibilidad a insulina, disminuyen los 4cidos grasos y
aumentan las adipoquinas (leptina y adiponectina) presentes en plasma,
siendo ademas, sus adipocitos de menor tamafio que los del raton normal
(40).

Las TZDs son una clase de drogas antidiabéticas orales que
mejoran el control metabolico en pacientes con diabetes tipo 2 a través
del aumento de la sensibilizacion a la accidon de la insulina. Las TZDs
disminuyen la resistencia a insulina y actian sobre factores asociados con
el metabolismo de los adipocitos. Actualmente tres TZDs (troglitazona,
rosiglitazona y pioglitazona) ligandos especificos del PPARY, han sido
aprobadas para el tratamiento de la diabetes tipo 2. Aunque la
Troglitazona ha sido retirada del mercado por su efecto adverso de
hepatotoxicidad, con las dos Gltimas no se han visto efectos desfavorables
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sobre el higado. A pesar de que son comunmente utilizadas en la practica
clinica, sin embargo, el mecanismo por el que median la sensibilizacion a
la accion de la insulina no estd totalmente definido. Se ha descrito que
estos agentes disminuyen la hiperglucemia porque directamente reducen
la resistencia a insulina, conduciendo a un aumento del transporte de
glucosa en musculo esquelético y en tejido adiposo, y a una disminucién
en la produccion de glucosa hepatica. Ademads, las TZDs aumentan la
expresion de la proteina CAP y de GLUT4 lo que contribuye también, en
cierta medida, a aliviar la hiperglucemia (40). Por otra parte las TZDs
parecen mejorar también la funcion de la célula 3 en el pancreas.
Recientemente se ha visto que la terapia con rosiglitazona mejora el
efecto antilipolitico de la insulina in vivo, en el tejido adiposo de
pacientes con diabetes tipo 2 (45). En paralelo a este efecto, las TZDs
podrian inducir también la redistribucion de lipidos intracelulares desde
musculo esquelético, higado y pancreas hacia adipocitos periféricos,
conduciendo a una restauracion de la sefializacion de la insulina en estos
tejidos.

A pesar de la relevancia de las TZDs descrita en tejido adiposo,
también es importante su papel en el musculo esquelético aunque la
expresion de PPARy en este tejido sea relativamente baja. La
sobreexpresion de PPARY en células C2C12 tratadas con TZDs, parece
mejorar la sensibilidad a insulina. Ademads, la estimulacion de miocitos
L6 con TZDs, restaura la transduccion de sefiales mediante la activacion
de la via AMPK (46) aumentando, consecuentemente, el transporte de
glucosa. En este sentido, otros investigadores, han descrito que el
tratamiento de células musculares con TZDs incrementa la relacion
AMP/ATP, por lo que podria establecerse una relacion entre la regulacion
de PPARy en respuesta al ejercicio. No obstante, los mecanismos
encaminados a esclarecer estos procesos, son aun muy controvertidos
(45).

Respecto al mecanismo de accidon responsable de los efectos
antidiabéticos de las TZDs, estudios recientes realizados en animales,
parecen explicar la aparente paradoja que existe en la utilizacion de
farmacos antidiabéticos que favorecen la ganancia de peso corporal y la
adipogénesis para el tratamiento de la diabetes tipo 2, siendo la obesidad
el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de esta patologia.
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Ademas, existen otros efectos negativos colaterales, como la alteracion
del perfil lipidico y la disminucion de la hemoglobinemia y del
hematocrito, éstas Ultimas parecen deberse a un aumento del volumen
plasmatico. Por lo que seria necesario desarrollar nuevos farmacos
agonistas de receptores nucleares que sean capaces de evitar el aumento
de peso y las alteraciones del perfil lipidico.

LXR: Identificados originalmente como miembros huérfanos de
la superfamilia de receptores nucleares, los LXRs (Liver X Receptors)
desempefian un papel primordial en el metabolismo lipidico y de
carbohidratos, en la homeostasis glucidica y en la respuesta inflamatoria.
Esta subfamilia consta de dos miembros, LXRa y LXR[, ambos
activados por compuestos naturales (oxiesteroles como el (22R)-
hidroxicolesterol) y ligandos sintéticos como el compuesto T0901317 o el
GW3965. La distribucion tisular de estas isoformas es diferencial:
mientras la expresion de LXRP es ubicua; el LXRo se detecta
mayoritariamente en tejidos diana para la accion de la insulina como el
higado, el tejido adiposo y el musculo esquelético (47).

Los estudios iniciales realizados en ratones deficientes en LXR,
describieron a estos receptores como sensores del metabolismo lipidico y
del colesterol ya que inducen el transporte de colesterol desde tejidos
perféricos al higado, mediante la produccion de apolipoproteinas y
transportadores ABC y la produccion de acidos grasos y triacilgliceroles,
a través de la induccion de la expresion del factor SREBPc1. No obstante,
datos recientes apuntan hacia nuevas funciones fisiologicas relacionadas
con el metabolismo de carbohidratos (48). Se ha observado que el
tratamiento de diferentes modelos animales diabéticos con estos agonistas
de los LXRs, inhibe la expresiéon de enzimas gluconeogénicos en el
higado, como la PEPCK; reduce la concentracion de glucosa en plasma,
aumentando la tolerancia a la misma e incrementa la sensibilidad a
insulina. Ademas, se ha comprobado que, tanto en el higado como en el
tejido adiposo blanco, la activacion de los LXRs incrementa la captacion
de glucosa a través de los transportadores GLUT1 y GLUT4 (49).

Por otro lado, estudios recientes relacionan a los LXRs con la
obesidad, ya que se han identificado genes diana como la leptina y la
UCP-1, moléculas implicadas en el control del estado nutricional.
Ademads, en macrofagos, los LXR inhiben la expresion de genes
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relacionados con procesos inflamatorios (47). En este sentido, en nuestro
grupo hemos relacionado la resistencia a insulina asociada a la obesidad,
con la regulaciéon mediada por los LXR en la produccion de TNFa, ya
que se ha descrito a esta citoquina proinflamatoria, como nexo de union
entre ambas patologias (22). No obstante, actualmente se desconoce la
implicacion de estos receptores nucleares en la produccion de TNFa por
parte de el tejido adiposo, proceso intimamente relacionado con la
sensibilidad a insulina por parte de los tejidos periféricos.

RAR y RXR: Los receptores RAR (Retinoic Acid Recptor) y
RXR (Retinoic X Receptor) se expresan principalmente en aquellos
tejidos diana de la accion de la insulina. Al igual que los factores PPAR,
estos receptores nucleares estdn implicados en la diferenciacion
adipocitica, aunque en los ultimos afios ha cobrado fuerza la utilizacion
de agonistas especificos como posibles agentes sensibilizadores a la
accion de la insulina. De este modo, se ha comprobado que activadores
sintéticos del RXR (rexinoides) pueden atenuar la hiperglicemia, la
hipertriglicemia y la hiperinsulinemia de ratones obesos y diabéticos de
manera similar a las TZD. No obstante, y a diferencia de estas ultimas, los
rexinoides provocan una disminucién del peso corporal y presentan un
amplio espectro de tejidos (50). Por otro lado, la activacion de loas RXRs
y RARs induce la expresion génica de ciertas UCPs (uncoupling
proteins), proteinas mitocondriales implicadas en la regulacion del gasto
energético y en el metabolismo de acidos grasos. Asimismo, y al igual
que los LXRs, se ha descrito que los retinoides (agonistas de los RARs)
presentan acciones antiinflamatorias e inmunomoduladoras. Estudios
recientes muestran como estos agonistas atenian la expresion de iNOS
(inducible Nitric Oxid Sinthase) inducida por TNFa en lineas celulares
adipocitarias. Sin embargo, la relacion entre la activacion de los
receptores de retinoicos y la generacion de NO es un hecho controvertido.
Por otro lado, también se ha descrito como el acido retinoico es capaz de
inhibir la expresion de la resistina, adipoquina implicada en la
sensibilidad sistémica a la insulina, por parte del tejido adiposo (47).

La implicacion de estos RXR, RAR y LXR en el metabolismo del
colesterol, acidos grasos y glucosa, y recientemente como integradores de
procesos inflamatorios, sugiere que estos receptores estdn ampliamente
relacionados con el riesgo de desarrollar diabetes cuando no son

28



VoL.74 (4) RESISTENCIA A INSULINA EN EL MUSCULO...

funcionales (50). Por lo que el desarrollo de agonistas de estos receptores
nucleares seria una interesante herramienta terapéutica para la resistencia
a insulina asociada a la obesidad y la diabetes tipo 2.
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ABSTRACT

Prostaglandins (PGs) and thromboxanes (TXs) play a pivotal role in
cardiovascular physiopathology. They are synthesized from arachidonic acid by the
enzymatic action of cyclooxygenases (COXs), leading to the production of an unstable
intermediate, PGH, that is subsequently converted to the different prostaglandins and
thromboxanes (PGE,, PGD,, PGI,, PGF,, and TXA,) by the action of different synthases
and isomerases. There are two well characterized COX enzymes, termed COX-1 and
COX-2, with different properties. While COX-1 is expressed constitutively in most
tissues and is thought to be involved in homeostatic prostanoid biosynthesis, COX-2 is
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transcriptionally up-regulated in response to mitogens and pro-inflammatory stimuli
being the predominant isoform involved in the inflammatory response.

In the cardiovascular system, prostanoids have been shown to modulate the
pathogenesis of vascular diseases as thrombosis and atherosclerosis through a variety of
processes, including platelet aggregation, vasorelaxation and vasoconstriction, local
inflammatory response and leukocyte-endothelial cell adhesion. Multiple studies using
pharmacological inhibitors and genetically deficient mice have demonstrated the
importance of prostanoid-mediated actions on cardiovascular physiology. However,
recent withdrawal of COX-2 selective inhibitors from the clinic because of their adverse
effects in patients with potential cardiovascular risk has opened a debate about the role
of COX—derived prostanoids in vascular pathologies and the benefits and risks for the
use of COX inhibitors in cardiovascular diseases.

Key words: Prostaglandins.- Thromboxanes.- Cyclooxygenases.- Prostanoid
receptors.- NSAIDs.- Cardiovascular physiopathology.

RESUMEN
Acciones de los prostanoides en la fisiopatologia cardiovascular

Las prostaglandinas (PGs) y los tromboxanos (TXs) juegan un papel esencial en
la fisiopatologia cardiovascular. Estos prostanoides son sintetizados a través de la accion
enzimatica de las ciclooxigenasas (COXs) sobre el acido araquiddnico, lo que lleva a la
produccién de un intermediario inestable, la PGH,, a partir de la cual diversas sintetasas
¢ isomerasas generaran las diferentes prostaglandinas y tromboxanos (PGE,, PGD,,
PGIL,, PGF,, and TXA,). Existen dos ciclooxigenasas bien caracterizadas denominadas
COX-1y COX-2, con diferentes propiedades. COX-1 se expresa constitutivamente en la
mayoria de los tejidos, estando implicada en la biosintesis de prostanoides con funciones
homeostaticas. Por otro lado, la expresion de COX-2 se induce en respuesta a mitdgenos
y estimulos pro-inflamatorios, constituyendo la isoforma predominantemente implicada
en la respuesta inflamatoria.

Los prostanoides modulan la patogénesis de enfermedades vasculares como la
trombosis y la aterosclerosis a través de una serie de procesos como: la agregacion
plaquetaria, la vasodilatacion y vasoconstriccion, y la respuesta inflamatoria local.
Multiples estudios han demostrado la importancia de las acciones mediadas por los
prostanoides en la fisiopatologia cardiovascular, bien mediante el uso de inhibidores
farmacoldgicos o a través del analisis de ratones genéticamente deficientes. Sin
embargo, la reciente retirada del mercado de inhibidores selectivos de COX-2 a causa de
sus efectos adversos en pacientes con riesgo cardiovascular, ha abierto el debate sobre el
papel de los prostanoides en la patologia vascular y sobre las ventajas o inconvenientes
del uso de inhibidores de COXs en las enfermedades cardiovasculares.
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Palabras clave: Prostaglandinas.- Tromboxanos.- Ciclooxigenasas.-
Receptores de prostanoides.- AINEs.- Fisiopatologia cardiovascular.

INTRODUCTION

Prostanoids, including prostaglandins (PGs) and thromboxanes
(TXs) are a group of bioactive lipids that play a very important role in
many physiological and pathological processes, including inflammation
(1), cancer (2), angiogenesis (3) and cardiovascular diseases (4-7).
Arachidonic acid liberated from membrane phospholipids by several
phospholipases, is metabolized by the sequential action of
cyclooxygenases (COX) and prostaglandin or thromboxane synthases to
produce the diverse classes of prostanoids (8, 9). COX enzymes catalyze
the formation of an unstable endoperoxide intermediate, PGH,, which in
turn can be metabolized by cell-specific isomerases and synthases to a
range of eicosanoids with potent and diverse biological effects, as PGD,,
PGE,, PGF,,, PGI,, and TXA, (Figure 1). Finally after their synthesis,
prostanoids are quickly released to the extracellular medium exerting
multiple effects upon interaction with prostanoid receptors present in the
neighbouring cells.

CYCLOOXYGENASES

There are two main COX isoenzymes named COX-1 and COX-2,
encoded by two separate genes (8-10). A COX-3 enzyme derived from
alternative splicing of the COX-1 gene has been also described, although
its role is still unclear (11). COX-1 is constitutively expressed in most,
but not all, cell types and tissues and is responsible for vascular, renal and
gastric homeostasis (12). In contrast, COX-2 expression is generally
induced at sites of inflammation by many stimuli that includes among
others, proinflammatory cytokines as interleukin (IL)-1f, tumor necrosis
factor (TNF)-a, growth factors, mechanical stress, oxidized lipids, free
radicals and bacterial products (9-13). Those stimuli activate many
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transcription factors such as nuclear factor (NF)-xB, NF-IL6 (C/EBP),
cAMP response element-binding protein (CREBP), Activator protein
(AP) -1, interferon regulatory factors (IRFs) and nuclear factor of
activated T cells (NFAT) (13-15) that induce COX-2 transcription in
different cell types. COX-2 transcripcional induction can be inhibited by
anti-inflammatory and immunosuppressive drugs as glucocorticoids and
Cyclosporin A (16, 17) as well as by anti-inflammatory cytokines such as
IL-4, IL-10 and IL-13 (18, 19).

Phospholipids

Phospholipase A, ¢
Lipoxygenases

Arachidonic Acid LTs, LPs

PGG, Cyclooxygenases
COX-1 and COX-2

PGH,

PG and TX Synthases

7| N\

mPGES1-2, © L-PGDS,
cPGES H-PGDS PGFS PGIS TXAS

o » v M A

PGE, PGD, PGF,, PG, TXA,

A A A A A
e N 7 N\ 7~ N\ 7~ \ 7~ Y

EP1,2,3,4 DP, CRTH, FP IP TP
Prostanoid Receptors

FIGURE 1.- Biosynthesis of prostanoids. Arachidonic acid is liberated from the
membrane phospholipids by phospholipase A, (PLA3) and converted to PGH, and then
to PGG, by cyclooxygenases (COX-1 or COX-2). Subsequent conversion of PGH, to
different prostanoids (PGs, prostaglandins and TXs, thromboxanes) is catalyzed by the
respective synthases and isomerases. Prostanoids signal through G protein-coupled
receptors with seven trans-membrane domains. PGE, signals via 4 different receptors
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(EP1, EP2, EP3 and EP4). PGD,, PGF,, PGI and TXA; bind to the DP and CRTH,,
FP, IP and TP receptors respectively.

Cyclooxygenases are the target of non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDs). It is generally accepted that these drugs exert their anti-
inflammatory and analgesic actions through inhibition of COX enzymatic
activity. Classic NSAIDs, such as aspirin, inhibit both isoforms at
standard doses. Inhibition of COX-1 may account for some of the
unwanted side effects of these drugs such as gastrointestinal and renal
toxicity. On the other hand, as COX-2 is though to be the predominant
isoform involved in the inflammatory response, the ability of NSAIDs to
inhibit COX-2 activity may explain their therapeutic effects as anti-
inflammatory drugs (Figure 2). Therefore, most of the new research on
anti-inflammatory drugs has been aimed at targeting the COX-2 inducible
production of PGs (8, 20). Newly developed drugs with high selectivity
against COX-2 such as Celecoxib and Rofecoxib have been proved to be
potent anti-inflammatory compounds without causing gastric toxicity
(21).

Many of the functions associated with each COX isoform have
been defined by the therapeutic or adverse effects resulting from
pharmacological inhibition by NSAIDs selective for each isoform.
However, increasing evidence has shown that certain actions of NSAIDs
could be mediated through mechanisms independent of cyclooxygenase
activity and prostaglandin production that may be relevant to their effects
in vivo (22). Thus, extrapolating the role of COX -derived PGs by the use
of COX inhibitors may lead to confusing conclusions. In this sense,
information provided by the use of mice genetically deficient in COX-1
or COX-2 has provided valuable insight into the roles played by those
enzymes in vivo (12, 23, 24). These studies have shown that these two
closely related enzymes have a non-redundant role. Overall, they have
indicated that, contrary to expectations, both, COX-2 and COX-1
participate in the maintenance of normal physiology. In this sense, despite
being mostly inducible, COX-2 deficiency in mice produces dramatic
phenotypic changes related to normal development and in the
maintenance of homeostasis. Thus, COX-2 deficiency results in a severe
defect in renal development and in reproduction in females (25, 26).
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Surprisingly, COX-1 KO mice show no gastric pathology and are
resistant to classical NSAIDs-induced gastric ulceration. COX-1 deficient
mice show reduced platelet aggregation that is consistent with the fact
that platelets express only COX-1. However, those mice also have a
decreased arachidonic acid-induced inflammation indicating a role of this
enzyme in inflammatory responses (27).

| Non selective NSAIDs (Aspirin, Indomethacin) ]

B

hysiological po—
functions
Physiological COX-1 : SIDE EFFECTS
’ ystimu?l ]—>L Constitutive Renal, gastric and
vascular
homeostasis
Inflammation
Inflammatory COX-2 Fover ok PR
stimuli Inducible ) g 1-INFL. R
Cellular damage | THERAPEUTIC EFFECTS

and edema

17

| COX-2 selective NSAIDs (Celecoxib, Rofecoxib) l

FIGURE 2.- Cyclooxygenases are the target of non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs). NSAIDs exert their anti-inflammatory and analgesic actions through
inhibition of COX enzymatic activity. Classical non selective NSAIDs, such as Aspirin
and Indomethacin inhibit COX-1 and COX-2 isoforms at standard doses. Unwanted side
effects of these drugs such as gastrointestinal and renal toxicity occurs through the
inhibition of the COX-1 —dependent production of prostanoids involved in physiological
Sfunctions. The ability of NSAIDs to inhibit COX-2 activity explains their therapeutic
effects as anti-inflammatory drugs. Newer NSAIDs belonging to the family of Coxibs,
such as Celecoxib and Rofecoxib, with high selectivity against COX-2, have been shown
to exhibit potent anti-inflammatory properties without causing gastric toxicity.

Subcellular location of COX isoenzymes may also be important in
determining their distinct functions. Thus, COX-1 has been mainly
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located in the endoplasmic reticulum and nuclear envelope whereas COX-
2 is preferentially expressed around the nuclear membrane (9, 12).

PROSTAGLANDIN AND THROMBOXANE SYNTHASES

Despite the importance of COX isoenzymes in prostanoid
generation, the actual prostanoid profile synthesized by a particular cell
type is determined by the presence of different downstream PG and TX
synthases and isomerases (28) (Figure 1). A particular cell type may
predominantly express a particular isomerase, which will largely
determine which prostanoid is generated. Moreover, some cell types can
express more than one isomerase and a particular COX isoenzyme can
couple to different isomerases in the same cell (29). Thus, COX-1
preferentially couples with Thromboxane synthase (TXS) and PGF,,
synthase (PGFS), while COX-2 is associated to Prostacyclin synthase
(PGIS) and microsomal PGE, synthase -1 (mPGES-1) (29, 30).
Evenmore, PGH; and other endoperoxides generated in one cell type may
be secreted and metabolized by isomerases present in surrounding cells
by the so-called “transcellular metabolism” (31).

PGE,; is synthesized by the action of PGE synthases (PGES) of
which there are 3 types: one cytosolic (cPGES) and two membrane-
associated PGE synthases (mPGES)-1 and -2. The (cPGES) belongs to
the glutathione transferase family, is ubiquitously expressed and is
preferentially functionally coupled to COX-1, thus, involved in
housekeeping production of PGE; (32, 33). In contrast, mPGES-1, which
belongs to the Membrane-Associated Proteins involved in Eicosanoid and
Glutathione metabolism (MAPEG) superfamily, is inducible by similar
stimuli that induce COX-2, being its induction also suppressed by
glucocorticoids. Moreover, mPGES-1 appears functionally coupled with
COX-2 and its induction is usually coordinated with COX-2 (34). A
second type of membrane-bound microsomal PGES is the mPGES-2, able
to couple with both COX isoenzymes, although its functional significance
is still unclear (35).

PGD; is synthesized from PGH, by the action of PGD synthases
(PGDS) of which there are two isoforms. The haematopoietic PGDS is

7
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present in mast cells, basophils, and in a subset of T helper cells (Th2)
and may play a role in allergy (36). The lipocalin—type PGD synthase is
mostly expressed in brain and it is especially abundant in the
cerebrospinal fluid (37). Interestingly, PGD, can be further metabolized
by dehydration to PGJ,, deltal2-PGlJ,, and 15- deoxy-delta(12,14)-PGJ,,
which is a ligand for the nuclear transcription factor peroxisomal
proliferator activated receptor (PPAR)-gamma having anti-inflammatory
activity (38).

PGF,, can be synthesized from PGH, by PGH 9-11-endoperoxide
reductase or PGF synthase (PGFS). In addition it can be generated from
PGE, by PGE 9-ketoreductase or from PGD, by PGD-11-ketoreductase
(39).

Prostacyclin, PGI,, is produced by the action of PGI synthase
(PGIS) which can be induced by mechanical stress, via activation of AP-1
(40).

TXA, is synthesized from PGH; by thromboxane synthase (TXS),
which is constitutively expressed in platelets as well as other blood cells
and various tissues as kidney, lung, liver and placenta. Its regulation takes
place mainly at the transcriptional level (41).

PROSTANOID RECEPTORS

Prostanoids actions, with the possible exception of cyclopentenone
PGs, are mediated through cell surface receptors. These are cell seven
membrane spanning G-protein coupled receptors that are classified into
five basic types, named according to their ligands: DP for PGD,, EP for
PGE,, FP for PGF,, IP for PGI,, and TP for TXA, (6, 42).

DP (also named DP1) is weakly expressed in brain despite the
important action of PGD; in this organ. It is moderately expressed in the
ileum with very weak expression in the lung. DP2, also called CRTH2
(chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Th2 cells),
is expressed on Th2 immune cells being a chemoattractant receptor for
Th2 lymphocyte subset in allergic inflammation (43).

FP is most abundantly expressed in the corpus luteum according to
the role played by PGF2a in menstrual cycle. It is also expressed in the

8
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heart, lung, kidney, and stomach, although its expression in these tissues
does not vary during the estrous cycle as does in the corpus luteum (44).
There are several splice variants of FP (FP, and FPg) but its particular
role is unclear.

IP is expressed in larger quantities by dorsal root ganglion neurons
but also by platelet precursors (megakaryocytes) as well as in the smooth
muscle cells of arteries consistent with the important action of PGI, in the
cardiovascular system (45).

PGE, has four receptors, EP1 to 4. In addition, there are several
splice variants of EP3. More importantly, each one is linked to a different
transduction pathway that may even give rise to opposite effects
(activation or inhibition) on cellular responses (6). Thus, EP1 induces an
inhibition of adenylate cyclase leading to a decrease in cAMP whereas
EP2 and EP4 receptors activate this enzyme. On the other hand, EP3 is
coupled to Gaq and its activation results in intracellular calcium increase.
EP3 and EP4 receptors have a wide distribution throughout the body,
being expressed in almost all tissues examined. In contrast, of EPI is
restricted to the lung, kidney and stomach, and EP2 is scarcely expressed.

In the cardiovascular system, IP, DP, EP4 and EP2 receptors that
mediate cAMP increases are termed “relaxant” receptors, whereas TP,
FP, and EP1 receptors, which induce calcium mobilization, represent the
“contractile” receptor group. EP3, which reduces cAMP levels, has been
named the “inhibitory” receptor (6).

Nuclear actions of prostanoids have also been reported. Thus,
PGJ, derivatives can bind and activate peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs) nuclear transcription factors (46). There are four types
of PPARs (alpha, delta, gamma-1, and gamma-2), which may bind
various PGs with different sensitivity (47). In this way, PGs may also act
as intracellular signalling molecules and regulate gene expression (48).
Generally PPARs induces transcription of anti-inflammatory genes as
well as inhibits activation of pro-inflammatory ones (46). Besides,
cyclopentenone PGs (that includes PGA1) have a reactive ring which may
lead to have receptor-independent actions through redox alterations (49).

PROSTANOIDS IN CARDIOVASCULAR HOMEOSTASIS
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Among eicosanoids, TXA; and PGI, are thought to be the most
important prostanoids in controlling the homeostasis of the cardiovascular
system, as proposed more than 20 years ago by Bunting, Moncada and
Vane (5, 50, 51). They are synthesized by blood platelets and vascular
endothelium, respectively, and have opposed biological activities. TXA;
is potent vasoconstrictor as well as a potent inducer of platelet adhesion
and regulates renal hemodynamics and sodium handling by the kidney
(4). On the other hand, PGI; is the predominant prostanoid produced by
cells of the vasculature, having an important vasodilator effect by
promoting renal sodium excretion and regulating the growth of vascular
smooth muscle cells. Moreover, it opposes TXA, effects on platelets
inhibiting their aggregation and action (28, 52).

Due to this, many aspects of cardiovascular disease have
traditionally been explained by alterations in the balance between PGI,
and TXA,; during the interactions between platelets and vessel wall (53)
although recent studies argue about this theory (54). Since platelets
express COX-1 but not COX-2, it is inferred that TXA, production by
TXAS uses PGH, derived from COX-1. In this regard, platelet TXA; is
blunted in COX-1 deficient mice, which have decreased platelet
aggregation and thrombosis (55). Mice deficient in the TP (51, 56) or
human patients with a genetic disorder in the TP receptor (57, 58) exhibit
an increase in bleeding tendency and resistance to platelet aggregation,
confirming the role of TXA, in those activities and consistent with the
effects of TP antagonists in humans. Conversely, transgenic mice
specifically overexpressing TP in the vasculature results in placental
ischemia during pregnancy and suppression of TXA, formation rescue the
phenotype (59). Since TXA, is a mitogen of vascular smooth muscle
cells, TP KO mice have decreased vascular proliferation and platelet
response after artery injury to the carotid although they are normotensive
(51).

Whether PGI; is synthesized through COX-1 or COX-2 has been
of paramount importance in classical cardiovascular research. Initial
reports indicated that vascular endothelial cells and smooth muscle cells
have COX-1, and that PGI, can be formed through COX-1 which was
supported by the fact that in endothelial cells, PGIS co-localizes with

10
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COX-1 but not with COX-2 (10, 54). However, PGIS expression can be
induced together with COX-2 in endothelial cells by hemodynamic shear
stress or by oxidized low density lipoproteins (oxLDLs) leading to PGI,
production (60, 61). Moreover, in healthy individuals COX-2 specific
inhibitors reduce PGI, metabolites in urine without affecting TXA,
metabolites (62). This suggests that COX-2 is a major source of PGI, in
the human cardiovascular system and plays a role under physiological
conditions. The predominant coupling of PGI, to COX-2 suggests that
COX-2 specific inhibitor could be prothrombotic, since anti-aggregatory
PGI; circulating levels within would be reduced. This has been proposed
to explain the putative associations between COX-2 inhibitors and the
development of cardiovascular complications (63, 64). In contrast to TP
deficient mice, IP knockout mice have normal blood pressure and develop
normally without suffering from spontaneous thrombosis. However, after
endothelial damage they show an enhanced thrombotic response
compared to control littermates (65), indicating that PGI, does play a
major role only in response to stress and not in the basal systemic
circulation. Mice lacking IP have enhanced vascular smooth cell
proliferation and platelet activation in response to vascular injury likely
caused by enhanced TXA,/PGI; ratio (51). Simultaneous deletion of the
TP and the IP abrogated both increased responses (51). Selective
inhibition, knockout, mutation or deletion of COX-2 or IP has been
shown to accelerate thrombogenesis. These responses were attenuated by
COX-1 knock down (66). IP KO mice also show vascular hyperplasia and
increased vascular remodeling (67) as well as cardiac hypertrophy and
fibrosis (68). Taken together those results indicate that PGI, regulates the
cardiovascular activity of TXA, and further support the hypothesis that
cardiovascular homeostasis is resulting from the balance between these
two eicosanoids.

ROLE OF PROSTANOIDS IN ATHEROSCLEROSIS
Atherosclerosis is one of the most important diseases of the

developed countries and can be considered as a multifactorial
inflammatory disease triggered by high levels of cholesterol in serum

11
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leading to an inflammation in the intima of large arteries and involving
several cell types including immune cells as T lymphocytes and
monocytes/macrophages as well as endothelial and smooth muscle cells
and platelets (69, 70). Among those, monocytes/macrophages play an
important key role in many phases of atherogenic process. Thus, after an
atherogenic stimulus, monocyte-macrophages reversibly adhere to the
endothelium and migrate across it, leading to a prolonged retention of
those cells in the intima which is central in atherogenesis. A variety of
substances including prostanoids have been implicated in the
pathogenesis of atherosclerosis.

Prostanoids may be involved in atherosclerosis through their
ability to regulate a variety of mechanisms potentially involved in the
pathogenesis such as inflammation, vasodilatation, vasoconstriction,
platelet aggregation and leukocyte—endothelial cell adhesion, and
leukocyte migration among others (71, 72). In this regard, COX-2
expression has been observed in symptomatic atherosclerotic lesions (73).
This enzyme may play a dual role in the pathogenesis of the
atherosclerosis. Initially, COX-2 expression is induced in monocytes by
pro-inflammatory cytokines and several growth factors. Then, COX-2-
mediated PG production by activated macrophages may promote
atherosclerosis in the artery wall through several mechanisms, as
induction of other proinflammatory mediators or by favouring migration
of macrophages and other immune cells or by induction of adhesion
molecules. Later on, COX-2-derived PGI,, likely from the endothelial
cells, may have a protective role in atherogenesis by favouring
vasodilatation. Moreover, in atherosclerotic patients, PGI, can be formed
through the action of both COX-1 and COX-2 (54). COX-1 but not COX-
2 is expressed in normal arteries, whereas both isoforms are expressed in
atherosclerotic lesions. In those lesions COX-2 is expressed not only by
monocyte/macrophages, but also by endothelial and proliferating smooth
muscle cells (7). Atherogenic lipoproteins, such as oxidized low density
lipoproteins (oxLDL) may promote atherosclerosis first by contributing to
inflammation by activating monocytes/macrophages and later by
stimulating lipid uptake by macrophages, leading to foam cell formation.
Interestingly, oxLDL has apparently contradictory effect on macrophages,
since they can activate the expression of some pro-inflammatory genes
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whereas reduce COX-2 expression (74). In agreement with this is the fact
that macrophage-derived foam cells from the atherosclerotic lesions in
mice, did not express COX-2. Thus induction COX-2 expression in
macrophages takes place before their transformation into foam cells in the
plaques.

In spite of the clear involvement of COX-2 derived prostanoids in
vascular atherosclerosis, results on the effect of COX-2 selective
inhibitors on the formation and progression of atherosclerotic plaques are
controversial. Results from different studies have shown increased,
reduced as well as unaltered atherogenesis (7, 62, 75-78). Those
discrepant effects of COX-2 may reflect the dual role of COX-2 in
promoting (early) but protecting later atherosclerotic lesions, mentioned
above. Results about the influence of COXs in atherosclerosis in animal
models, apart from those using pharmacological inhibitors, have been
obtained by means of cell transplantation from fetal liver or bone marrow
from COX-1 or COX- 2 deficient mice into ApoE or LDLR KO mice (75,
79, 80). The size of the atherosclerotic lesions was significantly reduced
when cells deficient in COX-2 were transplanted compared to the mice
transplanted with wild type fetal liver cells (75, 80). Those results
implicate COX-2 expression in the macrophage and not in other cells as
endothelial cells, smooth muscle cells, or T-cells in promoting
atherosclerotic lesion formation. Efforts to obtain information from mice
deficient in both COX-2 and ApoE or LDLR genes have been
unsuccessful due to the severe renal defects of COX-2 mice. Regarding to
COX-1, both proatherosclerotic and anti-atherosclerotic roles also have
been reported (79, 81).

Various prostanoids may play a significant role in the atherogenic
process (71, 82). Patients with extensive disease as well as murine models
of atherosclerosis have enhanced formation of TXA,. Even more, TP
antagonists decrease atherogenesis in mice. TP deficiency in
atherosclerotic mice models induced a significant delay in atherogenesis,
compared with mice deficient in apoE alone (72).

In contrast, PGI, may theoretically have a beneficial effect in the
atherogenic process by limiting platelet adhesion to the endothelium and
activation in the plaques. In accordance with this, local delivery of PIGS
gene through an adenoviral vector reduces the platelet deposition seen
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following vascular injury (83). Genetic deletion of the IP receptor, both in
the LDRL and in the ApoE KO mice models, aggravated atherogenesis
(72, 84). As platelets are though to contribute to the development and
progression of atherosclerosis in the late phase, PGI, may likely suppress
lesion formation by limiting platelet deposition. Those mice exhibited a
significant acceleration in atherogenesis with enhanced platelet activation
and increased rolling of leukocytes on the vessel walls. Those results
indicate that TXA, promotes whereas PGI, prevents the initiation and
progression of atherogenesis by modulating platelet activation and
leukocyte-endothelial cell interaction.

In addition to PGI, and TXA,, other PGs, such as PGE, and PGD,,
could also play an important role in the pathophysiology of
atherosclerosis. In this regard, vasoconstrictor responses to PGE, are
greatly increased in atherosclerosis (85) and PGE, may also promote
angiogenesis (3). Moreover, inducible mPGES-1 has been detected in
activated macrophages in atherosclerotic lesions where it colocalizes with
COX-2 both in mice and humans (73). Disruption of this enzyme in mice
reduced foam cell formation and atherosclerosis in fat-fed LDLR™ mice.
mPGES-1 deletion augmented both PGIS and TXS expression in
endothelial cells (86). On the other hand, COX-2 derived PGs as PGD,
may possess anti-inflammatory and anti-atherosclerotic properties in such
a way that the balance between PGDS and PGES has been shown to be a
major determinant of atherosclerotic plaque instability (87).

PHARMACOLOGICAL IMPLICATIONS

Based on the hypothesis that atherosclerosis is an inflammatory
disease, it was proposed that COX inhibition by NSAIDs, and in
particular selective inhibition of COX-2 by the Coxibs family of NSAIDs,
might have protective and even anti-atherogenic effects. However,
clinical studies have indicated that there is an increased risk of
atherothrombosis in individuals taking these drugs in such a way that
some of them as Rofecoxib have been recently withdrawn from the
market (88-91). These undesirable effects of COX-2 selective inhibitors
have been explained by the TXA,/PGI, balance theory by which selective
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inhibition of COX-2 lead to a reduction in the production of the
vasodilator PGI, whereas production of the vasoconstrictor and pro-
aggregatory TXA,, mostly COX-1-dependent, remains unaffected. Thus,
disruption of the physiological balance between TXA, and PGI,
accelerates atherosclerosis and increases the risk of thrombosis and other
cardiovascular complications (Figure 3).

Non-selective NSAIDs

Endothelial cell
COX-2, cox-1

Platelets

e TXA, PGl,

Vasoconstrictor Vasodilator
Increases Inhibits
platelets aggregation platelets aggregation

COX-2 selective NSAIDs

FIGURE 3.- The balance hypothesis for the cardiovascular effects of NSAIDs.
Cardiovascular homeostasis is controlled by the balance between COX-1 —dependent
production of TXA, by platelets and COX-2 —mediated PGI, (prostacyclin) production
by endothelial cells. Whereas TXA; function as a potent platelet activator and
vasoconstrictor, PGI, inhibits platelet aggregation and thrombosis. Classical non-
selective NSAIDs reduce the production of TXA, by platelets through their ability to
inhibit COX-1 activity thus displaying anti-thrombotic properties. In contrast, COX-2
selective NSAIDs reduce PGI, formation by endothelial cells consequently disturbing the
equilibrium between TXA, and PGI, and potentially favouring pro-thrombotic
cardiovascular events.

Nevertheless, the mechanisms underlying the pathogenesis of
cardiovascular complications upon NSAIDs administration remain to be
clarified as the TXA,/PGI, balance theory is somewhat simple and it does
not consider some important clinical and experimental evidences as the
increased risk of cardiovascular events by some non-selective NSAIDs,
the contribution of other prostanoids to the overall effect in
cardiovascular physiopathology, and the COX-2 independent effects of
NSAIDs. In this sense, a more profound knowledge of the complex
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relations between prostanoids-mediated actions and function of cells in
the cardiovascular system is required to clearly understand the benefits
and risks of NSAIDs on cardiovascular diseases.
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ABSTRACT

G protein-coupled receptor kinase 2 (GRK2) emerges as a key modulator of G
protein-coupled receptors and other plasma membrane receptors triggered by chemotactic
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transduction proteins related to cell migration. Interestingly, the levels of expression and
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may play an important role in the onset or progression of these pathologies. This review
summarizes the mechanisms involved in the control of GRK2 expression and function and
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altered GRK?2 levels affects cell migration in different cell types and pathological settings.
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RESUMEN
Papel de GRK2 (G protein-coupled receptor kinase 2) en migracion e inflamacion

La quinasa GRK2 (G protein-coupled receptor kinase 2) se perfila como un
modulador clave de receptores acoplados a proteinas G y de otros receptores de
membrana plasmatica que responden a estimulos migratorios. Ademas, GRK2 es capaz de
interaccionar con diferentes proteinas sefializadoras relacionadas con la migracion celular.
Por otra parte, puesto que los niveles de expresion y actividad de esta quinasa se
encuentran alterados en distintas en enfermedades inflamatorias, se sugiere que GRK2
puede desempeiiar un papel importante en el desencadenamiento o la progresion de estos
procesos. Esta revision resume los mecanismos implicados en el control de la expresion y
funcion de GRK?2 y resalta nuevas interacciones funcionales de esta proteina que pueden
contribuir a explicar como las alteraciones en los niveles de GRK2 afectan a la migracion
de distintos tipos celulares y a diversas situaciones patologicas.

Palabras clave: GPCR.- Arrestinas.- GIT.- p38MAPK.- MEK.

INTRODUCTION

Signal-directed migration requires a spatio-temporal integration of
information arising from mechanical cues and from diffusible molecules
such as chemokines, bioactive lipids and growth factors. Failures in this
process might result in aberrant migration leading to chronic inflammatory
disorders, tumor metastasis, impaired wound healing or other diseases (1).
Key messengers involved in cell migration (such as chemokines or
sphingosine-1-phosphate, S1P) emit signals to the actin cytoskeleton and to
adhesion structures by binding to plasma-membrane receptors of the
GPCR family (2, 3).

GRK2 is a ubiquitous member of the G protein-coupled receptor
kinase family, a group of seven serine/threonine protein kinases that
specifically recognize and phosphorylate agonist-activated G protein-
coupled receptors (GPCRs). GRK2-mediated receptor phosphorylation
triggers the binding of cytosolic proteins termed arrestins, which block the
ability of GPCR to interact with G proteins, leading to rapid
desensitization. As a result of f-arrestin binding, phosphorylated receptors
are also targeted for clathrin-mediated endocytosis, a process that
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classically serves to re-sensitize and recycle receptors back to the plasma
membrane, but may also help to promote the activation of additional
signalling pathways by way of arrestins and/or GRKs acting as agonist-
regulated adaptor scaffolds (4, 5). Interestingly, GRK2 expression and
function has been shown to be altered in several inflammatory conditions
(see below), thus suggesting that it may play an important role in the onset
or progression of the inflammatory disease. Therefore, the understanding
of the molecular mechanisms leading to altered GRK2 levels and
functionality, as well as of the consequences of such changes on key
cellular processes is a very active field of research.

Consistent with its role in GPCR desensitization, GRK2 has been
shown to attenuate chemokine-induced migration in T cells and monocytes
(revised in (6)), thus emerging as a relevant modulator of inflammatory
responses. However, pro-migratory effects for f-arrestins and for a
member of a distinct GRK subfamily, GRK6, have also been reported in
response to different GPCR in several cell types (2, 6), thereby suggesting
other unknown functional roles different to those related to GPCR
desensitization.

Interestingly, in addition to phosphorylate a variety of GPCR,
recent data indicate that GRK2 is also able to phosphorylate other types of
membrane receptors, such as the PDGF-receptor, and non-receptor
substrates as tubulin, the ERM family protein ezrin, or the p38 MAPK (see
(4, 5, 7) and references therein). Thus, GRK2 may participate in the
regulation of diverse cellular phenomena through the phosphorylation of
substrates that are very varied functionally. Moreover, GRK2 has been
shown to interact with a variety of proteins involved in migration (MEK,
Akt, PI3Ky or GIT (reviewed in (5)). In this review we will briefly
summarize the main mechanisms involved in the control of GRK2
expression and function, its reported alterations in inflammatory disorders
and the emerging functional interactions of GRK2 with diverse molecules
related to cell migration and inflammation (see Figure 1) that may shed
new light on how GRK2 influences motility in different cellular types and
on the physiological consequences of altering the cellular complement of
this kinase.
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FIGURE 1.- GRK?2 functionally interacts with multiple signalling proteins involved in cell
migration. See text for details.

GRK2 STRUCTURE AND MODULATION

GRK family members can be subdivided into three main groups
based on sequence homology: rhodopsin kinase or visual GRK subfamily
(GRK1 and GRKY7), the [-adrenergic receptor kinase subfamily
(GRK2/GRK3) and the GRK4 subfamily (GRK4, GRK5 and GRK®6).
GRKZ2, 3, 5 and 6 are ubiquitously expressed in mammalian tissues.

GRKs share a common structural architecture with a well-
conserved, central catalytic domain (~270 aa), similar to that of other
serine-threonine kinases, flanked by an N-terminal domain (~185 aa) and a
variable-length carboxyl-terminal domain (~105-230 aa). The N-terminal
domain has been proposed to be important for receptor recognition, for
intracellular membrane anchoring and also contains an RH domain
(regulator of G protein signalling homology domain) of ~120 aa. In the
case of GRK2 and GRK3, the RH domain has been shown to specifically
interact with Gaq family members, thus blocking its interaction with their
effector phospholipase C beta. The C-terminal region of GRK2 contains a
pleckstrin homology domain (PH) with binding sites for the membrane
phospholipid PIP2 and free Gy subunits and therefore is involved in its
agonist-dependent translocation to the plasma membrane (4, 5).

In addition to this general domain architecture, ongoing research is
unveiling the existence of regions involved in interaction with different
cellular proteins and of regulatory phosphorylation sites in the GRK2
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structure. Association with actinin, actin, calmodulin, caveolin, the Raf
kinase inhibitor protein (RKIP) or with an undetermined microsomal
component negatively modulates GRK kinase-dependent functions. In
addition, phosphorylation of GRKs at different sites and by a variety of
protein kinases has emerged as an important mechanism for regulation of
their activity, the interaction with other proteins and even protein stability
4,5).

REGULATION OF GRK2 BY PHOSPHORYLATION

Phosphorylation by second-messenger-modulated protein kinases (PKC
and PKA).

PKC and PKA have been shown to modulate GRK activity and
membrane targeting. “In vitro”, PKC-mediated phosphorylation of GRK2
led to an enhanced phosphorylation of receptor but not soluble peptides,
suggesting that PKC phosphorylation stimulated GRK2 translocation from
the cytosol to the plasma membrane without affecting catalytic activity. It
has been recently reported that phosphorylation of GRK2 by PKC takes
place at serine 29 (8) within the calmodulin-binding region of GRK2. It
has been suggested that in intact cells a pool of GRK2 may be tonically
inhibited by forming a complex with calmodulin, and that PKC
phosphorylation would release such inhibitory interaction and allow for
GRK2 binding to the receptor substrate (8).

On the other hand, PKA activated by Gs-coupled receptors can
directly phosphorylate GRK2, leading to an enhanced GRK2 activity
toward B2-adrenergic receptors (9). The site of PKA phosphorylation on
GRK2 was mapped at Serine 685, which is in close proximity to the Gy
binding domain of GRK2. In fact, PKA phosphorylation does not affect the
kinase activity, but rather enhances binding of GRK2 to GPy subunits,
thereby facilitating membrane targeting of GRK2 and interaction with
activated receptors.

Phosphorylation by c-Src and MAPK.
c-Src can directly phosphorylate GRK2 “in vitro” with high affinity
and also promotes tyrosine phosphorylation of GRK2 upon agonist
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stimulation of 2-adrenergic receptors (10). This process is dependent on
the ability of p-arrestins to recruit c-Src (11). The activity of tyrosine-
phosphorylated GRK?2 is increased toward both soluble and membrane-
bound substrates, suggesting a direct effect on its catalytic activity.
Mutagenesis experiments have identified tyrosine residues within the RH
region of GRK2 (amino acids 13, 86 and 92) that are critical for c-Src-
mediated phosphorylation. Tyrosine phosphorylation also appears to
enhance the interaction of GRK2 with Gaq (12) and to promote its
degradation by the proteasome pathway (see below).

GRK2 activity is also regulated by p42/p44 MAPK. “In vitro” and
“in situ” experiments revealed that ERK1 is able to phosphorylate
recombinant GRK2 on serine 670 (13, 14), and both kinases are
specifically co-immunoprecipitated in an agonist-dependent manner (13).
Interestingly, Serine 670 lies within the Gy binding domain of GRK2, and
MAPK phosphorylation of this site strongly impairs the GRK2/GPy
interaction, thereby inhibiting kinase translocation and catalytic activity
toward receptor membrane substrates.

REGULATION OF GRK2 EXPRESSION LEVELS

Little has been reported about the mechanisms governing GRK
transcription. In aortic smooth muscle cells, agents that induce
physiological vasoconstriction and hypertrophy markedly enhance GRK?2
promoter activity, whereas pro-inflammatory cytokines promote the
opposite effect, suggesting that the expression of GRK2 is strongly
controlled at the transcriptional level by the interplay between various
signal transduction pathways (15). However, whether these mechanisms
apply to other cell types awaits further investigation.

On the other hand, regulation of GRK2 stability may provide an
important mechanism for modulating its expression levels (Figure 2).
GRK2 is rapidly degraded by the proteasome pathway, and [,AR
activation enhances GRK2 ubiquitination and turnover (16). Our
laboratory has also shown that agonist-dependent binding of B-arrestin to
GPCR supports GRK2 degradation by allowing the recruitment of c-Src
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and the phosphorylation of GRK2 on critical tyrosine residues (11).
MAPK-mediated GRK2 phosphorylation also triggers GRK2 degradation
in a process which is again dependent on f-arrestin function (17). More
recently, we have shown that Mdm2, an E3-ubiquitin ligase involved in the
control of cell growth and apoptosis, plays a key role in GRK2 degradation
(18). Mdm2 and GRK2 association and subsequent proteolysis is enhanced
by P,-adrenergic receptor stimulation and f-arrestin. On the contrary,
activation of the PI3K/Akt pathway by agonists such as IGF-1 alters
Mdm2-mediated GRK2 degradation, leading to enhanced GRK2 stability
and increased kinase levels, what might be relevant in several
pathophysiological contexts.

Agonlst
® .
@. \ngase
-
@3
?
Oxidative stress
Calpain—p mdm2
alpain Proteasome
degradation
GRK2

degradation

FIGURE 2.- Mechanisms involved in the regulation of GRK2 stability. See text for details.

GRK2 levels might also be downregulated by additional proteolytic
pathways. Rheumatoid arthritis (RA) patients display significantly reduced
GRK2 levels in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) without
significant changes in GRK mRNA levels. The same is observed in rats in
an animal model of adjuvant arthritis (6). Proinflammatory cytokines as
IL-6 and INFy are elevated in patients with RA, and treatment of PBMC
with these compounds strongly promotes GRK2 down-regulation.

7
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Production of reactive oxygen species (ROS) has been detected in different
cells treated with these cytokines, suggesting that ROS could mediate the
decrease in GRK2 levels observed in these experimental models of
inflammation. In fact, it has been recently described that exposure of
lymphocytes to oxidative stress results in decreased GRK2 levels in T
lymphocytes (19). Interestingly, the H,O,-induced decreases in GRK2
protein were prevented by inhibiting calpain activity, but not proteasome
function. “In vitro” proteolysis experiments show that purified m-calpain
promotes partial degradation of GRK2 in a calcium-dependent way (19). It
is tempting to suggest that calpain-mediated degradation of GRK2 could
also play a role in other situations characterized by altered calpain activity
and GRK levels, such as hypertension. Overall, these results indicate the
occurrence of different proteolytic pathways for GRK2 down-regulation
(proteasome- and calpain dependent). How these mechanisms are activated
and contribute to the control of GRK2 stability in a given cell type and
physiological condition is an interesting area of future research.

GRK2 AND INFLAMMATORY DISORDERS

GRK2, which is highly expressed in different cellular types of the
immune system, emerges as an important regulator of the immune cell
responses during inflammation. GRK2 phosphorylates manifold
chemokine receptors such as CCRS5, CCR2b, CXCR4, CXCR2 and
chemotactic receptors for substance P, S1P or formyl-peptide, responsible
of leukocyte trafficking to the inflammatory foci, T cell egression from
lymphoid organs, leukocyte activation or proliferation (6). Interestingly, a
decrease of GRK2 protein expression (~55%) and kinase activity was
found in peripheral blood mononuclear cells of patients with rheumatoid
arthritis (RA), as compared with kinase levels in healthy subjects (20). The
decline of GRK2 is a direct consequence of the pathology as demonstrated
in animal models of experimental arthritis (21), which specifically show a
reduction in GRK2 levels in splenocytes and mesenteric lymph node cells.
Down-regulation of GRKs in immune cells during inflammation may
represent initially an adaptive mechanism to facilitate cell response, but
chronic GRK2 down-regulation can lead to an aberrant inflammatory
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response. Indeed, T cells from GRK2"" mice, that display a 50% reduction
in GRK2 levels, showed a significant increase in signalling and chemotaxis
toward CCR1 and CCRS5 receptor ligands compared to wild-type T cells
(22). However, whether GRK2 expression levels are determinant for the
progression of RA still requires further evidence. Interestingly, such notion
was indeed demonstrated for another inflammatory disorder, i.e. multiple
sclerosis (MS) (23). Expression of GRK2 in leukocytes from patients
suffering from MS, but not from neurological disorders without an
inflammatory component, was also decreased by circa 40% compared with
kinase levels from healthy individuals. GRK2 levels have a direct impact
in the clinical course of experimental MS. Thus, the onset of the relapsing-
remitting experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) in
hemizygous GRK2"" mice was significantly accelerated, what is paralleled
by a higher initial infiltration of T cells into the brain. Curiously, these
animals display lower inflammatory infiltrates in the long-term and do not
develop relapses of the disease compared to wild-type animals. Reactive
microglia and neuronal damage secondary to excessive glutamate
signalling are important components of diverse neurological disorder that
course with inflammation. Interestingly, GRK2 expression levels in brain
also modulates the strength of microglia-mediated inflammation, what
might determine the sensitivity to cerebral stroke by means of rate-limiting
the extent of local release of inflammatory mediators that could attract T
cells (24). Therefore, the effects of altered GRK2 expression are far to be
clear-cut in terms of inflammation, since many different cell types, not
only from the immune system but also from the inflamed tissue, are
responsible for the course of the disease and can respond distinctly to
GRK2 changes.

Brain GRK2 also modulates the strength of microglia-mediated
inflammation and its protein expression levels might determine the
sensitivity to cerebral stroke (24). Reactive microglia and neuronal damage
secondary to excessive glutamate signalling are important components of
AD pathology. Recently, a study aimed to evaluate peripheral lymphocyte
GRK2 expression in patients suffering from AD has shown a positive
correlation between kinase protein levels and the severity of the disease
(25).
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NOVEL GRK2 FUNCTIONAL INTERACTIONS MIGHT BE
RELATED TO THE ROLE OF THIS KINASE IN INFLAMMATION
AND CELL MIGRATION

GRK2 as a modulator of the MEK/ERK interface upon chemokine
challenge

We have recently reported, using GRK2-transfected cells or
splenocytes from heterozygous GRK2 mice, that elevated levels of GRK2
can inhibit chemokine-mediated induction of ERK activity and, on the
contrary, that decreased levels of GRK2 promote a more robust ERK
activation upon agonist treatment. Neither the kinase activity of GRK2 nor
its interaction with G protein subunits is necessary for this inhibitory effect
and no changes were observed in the extent of MEK activation in our
experimental settings. Interestingly, we have found that GRK2 and MEK 1
are present in the same multimolecular complex and that this interaction
correlates with an inhibition of ERK activation, that involves a direct or
coordinate interaction with MEK (26). Thus, this association seems to be
important in the control of chemokine induction of MAPK activation hence
for the extent of chemotactic cell motility. By binding to MEK, GRK2
could interfere (at the cellular level or at defined cellular locations) with
MEK association to proteins important for its cellular compartimentation,
internalization, or activity, such as MEK-ERK scaffolds. Therefore,
changes in GRK2 expression in pathological conditions would alter
chemokine receptor signaling at different levels.

GRK2/p38 MAPK

We have found that GRK2 directly phosphorylates p38a at the
Thr123 residue located at the entrance of the p38 docking groove (7).
Mimicking phosphorylation of this residue interferes with the binding and
phosphorylation of well-established p38 substrates (ATF2, MEF2, MK2),
and also with the ability of p38 to bind and become phosphorylated by
MKKS6 in vitro and in cells. This phosphorylation has an impact on p38-
dependent cellular functions, since changing GRK2 levels alters the
secretion of TNFa upon LPS stimulation, this process being increased in
GRK2"" murine macrophages.

10
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Kinases upstream p38 have been classically involved in its
activation by means of phosphorylation at the activation loop, but this
work defines GRK2 as a kinase upstream of p38 and also as an
“inactivating MAP2K”, what may have important consequences in the
regulation of p38 activation subsequent to stimuli that potentiate GRK2
activity, such as GPCRs. Accordingly, one may envisage a scenario where
previous GPCR stimulation could lead to an increased pool of pT123-p38
and thus serve to dampen subsequent p38 stimulation by other stimuli. In
support of this notion, p38 activity happens to be reduced in end stage
failing myocardium in humans while the elevation of GRK2 levels is an
early event in cardiac failure (see ref. (27) for a review). In striking
accordance, activation of p38 has long been shown to be critical for the
development of various inflammatory processes including rheumatoid
arthritis, pulmonary illnesses and inflammatory bowel disease (28).
Precisely, as mentioned above, a significant reduction of GRK2 levels was
described in animal models of adjuvant-induced arthritis (21), or human
rheumatoid arthritis and multiple sclerosis (20, 23), what also points to a
negative correlation between GRK2 levels and p38 activity, and a
functional role for GRK2 in the control of p38 activation, that might be
altered in inflammatory conditions.

GRK2/GIT

The GIT family of proteins display a complex domain structure,
including a zinc-finger motif, three ankyrin repeats present in the N-
terminal region of the protein, a Spa2-homology domain (SHD), a coiled-
coiled domain and a paxillin-binding site (PBS). As a result of such
multidomain architecture, GIT proteins can interact with a variety of
signalling molecules involved in multiple cellular processes as cytoskeletal
dynamics, membrane trafficking, cell adhesion and signal scaffolding (29).
Therefore, the GRK2/GIT1 interaction may be involved in the modulation
of cell migration processes (5). However, only recently the functional
consequences and the modulation of such interaction by extra-cellular
signals have been addressed. Our laboratory has found that GRK2
positively regulates epithelial cell migration by mechanisms involving
coordinated fibronectin and S1P-mediated signalling and the modulation of
the Rac/PAK/MEK/ERK1/2 pathway in response to S1P and adhesion,
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based on the dynamic regulation of the interaction of GRK2 with GIT1
(Penela et al., EMBO J., in press). These results suggest that the overall
contribution of GRK2 to cell migration would be cell-type specific and
stimulus-specific. This possibility is currently being investigated in our
group.

In sum, the complex GRK2 "interactome" with multiple signaling
proteins involved in inflammation and cell migration (summarized in
Figure 1), its reported alterations in inflammatory disorders and the
network of mechanisms controlling its activity and expression levels
suggest key functional roles for GRK2 in inflammation, that deserve to be
explored in the future.
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ABSTRACT

Leukocyte trafficking throughout the vasculature is a crucial step for the
development of innate and adaptive immunity (1). The coordinate function of adhesion
receptors, cytoskeleton and signaling molecules in both cellular types is fundamental
during leukocyte extravasation. Hence, the correct integration of “outside-in” and
“inside-out” signals in leukocytes and endothelium during each stage of the process is
critical to allow the completion of the so-called “multi-step paradigm” (leukocyte
tethering and rolling involving selectins and their ligands, followed by leukocyte firm
adhesion and crawling mediated by integrins and their endothelial counter-receptors and
the subsequent diapedesis also mediated by junctional proteins) (2, 3). This review
focuses on the signaling pathways triggered during the extravasation that allow
leukocytes to efficiently migrate towards the inflammatory foci to exert their effector
functions.

* Correspondencia:

Dr. Francisco Sanchez-Madrid.

Servicio de Inmunologia, Hospital de la Princesa, Universidad Auténoma de Madrid.
C/ Diego de Leén 62, 28006. Madrid, Spain.

E-mail: fsanchez.hlpr@salud.madrid.org

Phone: 34-91-3092115

Fax: 34-91-5202374




O.BARREIRO AND F. SANCHEZ-MADRID AN.R.AcAD.NAC. FARM

Key words: Inflammation.- Leukocyte adhesion.- Transendothelial migration.-
Adhesion receptor signaling.

RESUMEN
Senalizacién derivada de la interaccion leucocito-endotelio durante la inflamacion

El trafico leucocitario a través de la vasculatura es un paso crucial para el
desarrollo de la inmunidad innata y adaptativa. El funcionamiento coordinado de los
receptores de adhesion, el citoesqueleto y las moléculas sefializadoras tanto en el
leucocito como en el endotelio es fundamental durante el proceso de extravasacion. Asi,
la correcta integracion de las sefiales del exterior hacia el interior y del interior hacia el
exterior en ambos tipos celulares durante cada etapa del proceso es critica para la
consecucion del llamado “paradigma multi-secuencial” (el rodamiento de los leucocitos
en el que estan implicadas las selectinas y sus ligandos, seguido de la adhesion firme
mediada por las integrinas leucocitarias y sus contra-receptores endoteliales, asi como el
subsiguiente paso de diapedesis en el que también estan implicadas moléculas tipicas de
uniones intercelulares). Esta revision se centra en las vias de sefalizacion que se
desencadenan durante la extravasacion que permiten a los leucocitos migrar de manera
eficiente hacia los focos inflamatorios donde ejercen sus funciones efectoras.

Palabras clave: Inflamacion.- Adhesion leucocitaria.-  Migracion
transendotelial.- Sefalizacion mediada por receptores de adhesion.

ROLLING MEDIATORS AS SIGNALING RECEPTORS

Free-flowing leukocytes contact with and adhere to the vascular
wall under shear forces to initiate an inflammatory response or to migrate
into a secondary lymphoid organ (homing). Leukocyte tethering and
rolling on activated endothelial cells are the first steps of the sequential
process of extravasation, followed by the firm adhesion and
transendothelial migration of leukocytes (4). These initial contacts are
largely mediated by selectins and their ligands.

Selectins (P-, E- and L-selectin) are cell adhesion molecules that
predominantly mediate the initial interactions of leukocytes with
endothelium. They are type I transmembrane glycoproteins that bind to
sialylated carbohydrate moieties present on ligand molecules in a
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calcium-dependent manner. Although selectins and their ligands tend to
interact with a variable affinity, their rapid association and dissociation
rates mediate transient contacts between leukocytes and endothelium
(“tethering”™) (5, 6). Tethering results in the slowing of leukocytes in the
bloodstream and their rolling on the surface of endothelium, which favors
subsequent interactions with endothelial cells mediated by integrins and
their ligands, increasing the adhesiveness of leukocytes, that leads to their
final arrest on the vessel wall (7).

It has been demonstrated that L-selectin activates multiple
signaling pathways involved in the reorganization of the actin
cytoskeleton, such as the MAPK cascade (8), the tyrosine kinase p56'*
and Ras (9) or the Rho GTPase Rac2 (10). In this regard, it has been
described that neutrophils from Rac2” mice show deficient actin
polymerization and L-selectin-mediated rolling (11). On the other hand,
the best characterized selectin ligand named PSGL-1 (P-selectin
glycoprotein ligand-1) activates the MAPK pathway (12), and acts as a
negative regulator of human hematopoietic progenitor cells (13). In
addition, it has been shown that PSGL-1 induces a rapid synthesis of
uPAR and different cytokines such as TNF-alpha, IL-8 and MCP-1 in
neutrophils, monocytes and T cells (14-17). Moreover, PSGL-1 induces
activation of beta-2 integrins and binding to ICAM-1 in neutrophils (18-
20). Our group has also described the interaction of PSGL-1 with ERM
proteins, which link membrane molecules with the actin cytoskeleton (21,
22). This interaction is of critical importance for the leukocyte activation
that occurs before extravasation, because it allows the recruitment of the
tyrosine kinase Syk by association to ERM proteins through their
phosphorylated ITAM-like motifs. Therefore, after PSGL-1 ligation to P-
selectin or E-selectin, Syk conveys rolling-emanating signals to the
activation of gene expression programs (23). This phenomenon suggests
that the intracellular signals induced through PSGL-1 have a priming
effect on leukocyte activation, up-regulating the expression of different
molecules further involved in extravasation and effector functions (24)
and an unsuspected role inducing tolerogenic functions in dendritic cells
(25). Since it has been demonstrated that the cytoplasmic tail of L-selectin
also interacts with moesin (26), it is very likely that selectins use a similar
strategy to trigger intracellular signaling cascades. In this regard, it has
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been shown that E-selectin is dephosphorylated upon endothelial cell
interaction with leukocytes, supporting its role as a signal transduction
molecule (27). In addition, P-selectin also functions as a signaling
receptor, mediating stimulation through its interaction with ligands
expressed by leukocytes (28). Finally, it has been recently reported that
another E-selectin ligand, CD44, can control rolling velocity and mediate
E-selectin-dependent redistribution of PSGL-1 and L-selectin to a major
rear pole on slowly rolling leukocytes through p38 signaling to promote
firm adhesion (29).

CHEMOKINE MODULATION OF INTEGRIN ACTIVITY

During their rolling, leukocytes are stimulated by chemokines and
integrin ligands expressed on the surface of endothelial cells. These
outside-in signals induce an important increase in the affinity and/or
avidity of leukocyte integrins (inside-out signals) that allows the shear-
resistant arrest of these cells and their firm adhesion to activated
endothelium.

Leukocytes modify their adhesive properties to be properly
adapted to every immune scenario (30). Hence, free-flowing leukocytes
maintain their integrins in non-adhesive conformation, to avoid unspecific
contacts with non-inflamed vascular walls, but upon encountering
localized inflammatory foci, a rapid in situ activation of leukocyte
integrins by endothelium-displayed activating signals takes place during
the transition of rolling to adhesion (31). Therefore, the regulation of
integrin adhesiveness is independent of their membrane expression and,
during the extravasation process, it is modulated by the chemokines
coupled to apical endothelial glycosaminoglycans (32). These
chemokines act by signaling through GPCRs and induce an array of
“inside-out” signals within fractions of seconds, leading to multiple
conformational changes of integrins with important effects on leukocyte
adhesion and morphology (33-35). Both the endothelium-immobilized
chemokines and the chemokine receptors expressed on leukocytes are
concentrated on microvilli to facilitate their interaction. The presence of
specific chemokines on different vascular beds contributes to orchestrate
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the selective recruitment of leukocyte subsets to inflammation foci or
secondary lymphoid organs (26). In addition, chemokines may exert a
differential effect on specific integrins within the same
microenvironment. Accordingly, it has been described that chemokines
can only mediate lymphocyte arrest dependent on VLA-4/VCAM-1 when
binding their GPCRs with high affinity and with high relative occupancy,
but this signal threshold-dependent effect is not observed with
chemokine-stimulated 32 integrins (37).

Small GTPases play a central regulatory role in the integrin
activation induced by chemokines, mainly through RhoA activation
or/and RhoH inactivation (37-39). It has been also suggested that Racl
and its GDP/GTP exchanging factors (GEFs) Vav-1 and DOCK2 are
involved in the chemokine-mediated activation of integrins in T and B
cells (40-42). However, other authors propose that DOCK2 is mainly
involved in microvilli collapse, lamellipodium formation, and lateral
mobility induced by chemokines (43). On the other hand, the ras-like
small GTPase Rapl can regulate integrin activation through RAPL that
binds to the cytoplasmic tail of LFA-1 a chain (44, 45). The important
role of Rapl in integrin activation has been recently underscored by a
deficiency in lymphocyte adhesiveness (LAD III), that correlates with a
selective impairment in the activation of Rap1 induced by chemokines via
CalDAG-GEFI (46, 47). Furthermore, the activation of
phosphatidylinositol 3-OH kinase (PI3K) and PKCCT by chemokines is
involved in LFA-1 clustering at areas of low ICAM-1 density (33, 37,
38). In addition, the ARF-guanine-nucleotide exchange factor Cytohesin-
1 induces LFA-1 activation by direct interaction with its f2 cytoplasmic
domain (48, 49). However, there are also negative regulators of integrin
activation, such as PKA, H-ras and ILK (integrin-linked kinase) (37, 50,
51). Due to the complexity and timeframes of the signaling mechanisms
controlling integrin activation, it is conceivable the existence of
preformed compartmentalized protein networks (“signalosomes”) in
leukocytes encountering endothelial chemokines (37).
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INTEGRIN SIGNALING TRIGGERED BY LIGAND BINDING

Upon interaction with their ligands, integrins activate distinct
myosin contractility effectors, actin-remodeling GTPases and molecules
involved in microtubule network regulation at the leading and trailing
edges of motile leukocytes (52, 53). During cell polarization, Cdc42,
MLCK, Rac, RAPL, Rapl, mDia, Myosin-IIA and chemokine receptors
are redistributed to the cellular front, participating in the formation of
exploratory filopodia and in the extension of lamellipodia. In contrast,
Rho and ROCK (both involved in trailing edge retraction), the
microtubule-organizing center (MTOC) and the adhesion receptors
ICAM-1, ICAM-3, CD44 and CD43 move towards the rear pole (54).
Interestingly, the redistribution of integrin ligands to the uropod seems to
be involved in the recruitment of bystander leukocytes through this
cellular structure (55). Hence, the integration of signals generated in both
cellular poles leads to a coordinate movement of the leukocyte.

The a4 integrins can bind paxillin upon dephosphorylation of
Ser988 in their cytoplasmic domain at the sides and rear pole of the cell,
whereas PKA-mediated phosphorylation of these integrins is confined at
the leading edge of the cell. Paxillin regulates a4 integrin function
(tethering and firm adhesion) in immune cells (56), enhancing their rate
of migration and reducing their spreading. In addition, paxillin/a4
interaction down-regulates the formation of focal adhesions, stress fibers
and lamellipodia by triggering the activation of different tyrosine kinases
such as FAK, Pyk2, Src and Abl (57). The a4/paxillin complex inhibits
stable lamellipodia by recruiting an ADP-ribosylation factor GTPase-
activating protein (Arf-GAP) that decreases Arf activity, thereby
inhibiting Rac, and limiting lamellipodia formation to the cell front (58).

On the other hand, it has been described that LFA-1 and Mac-1
may use the adaptor molecules talin, a-actinin, filamin and 14-3-3 to
properly anchor to the actin cytoskeleton (59, 60). Regarding the
subcellular localization, the pattern of LFA-1 varies from low expression
in the lamellipodia to high expression in the uropod. However, it has been
reported that high affinity clustered LFA-1 is restricted to a mid-cell zone,
termed the “focal zone”, different from focal adhesions and focal
contacts. In addition, talin, properly activated by phosphorylation or PIP,,
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is essential for the formation and stability of the focal zone and for LFA-
1-dependent migration (61).

SIGNALS TRIGGERED BY ENDOTHELIAL RECEPTORS UPON
INTEGRIN ENGAGEMENT

VCAM-1 and ICAM-1, members of the Ig superfamily, are the
two major endothelial adhesion molecules involved in the binding to the
main leukocyte integrins VLA-4 and LFA-1, respectively (62, 63).
ICAM-1 but not VCAM-1 is expressed at low levels in resting
endothelium, and both molecules are induced upon cell activation by pro-
inflammatory cytokines such as IL-1 and TNF-a (64, 65).

Endothelium is no longer considered as a passive barrier during
Transendothelial Migration (TEM). In fact, endothelial cells form
“docking” structures to firmly attach leukocytes upon the binding of
VCAM-1 and ICAM-1 to their respective leukocyte ligands, VLA-4 and
LFA-1. These cup-like structures are based on microvilli that emerge
from the endothelial apical surface and their essential constituents include
endothelial adhesion receptors, together with the actin cytoskeleton,
adaptor proteins (ERM, alpha-actinin, vinculin, VASP) and signaling
molecules (PIP,, Rho/ROCK) (66). The relevant role of these structures
for leukocyte adhesion and transmigration has been unveiled in
experiments under flow conditions (66).

VCAM-1 and ICAM-1 are capable of transducing signals after
ligand binding, that cooperate to increase endothelial permeability and
facilitate leukocyte transmigration (67, 68). VCAM-1 is involved in the
opening of the “endothelial passage” through which leukocytes can
extravasate. In this regard, VCAM-1 ligation induces NADPH oxidase
activation and the production of reactive oxygen species (ROS) in a Rac-
mediated manner, with  subsequent activation of  matrix
metalloproteinases and loss of VE-cadherin-mediated adhesion. This
signaling pathway can be blocked by TGFbetal and IFNgamma (69-72).
On the other hand, cross-linking of both VCAM-1 and ICAM-1 induces a
rapid increase in intracellular Ca®* concentration (28, 73). ICAM-1-
mediated calcium increase triggers activation of Src and subsequent
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phosphorylation of cortactin (73, 74). ICAM-1 is also able to activate
RhoA inducing stress fiber formation (75) and phosphorylation of FAK,
paxillin and p130“*, which in turn trigger different signaling pathways
involving JNK or p38 (76-78). Moreover, ICAM-1 cross-linking
stimulate c-fos and rhoA transcription (75). ICAM-1 cross-linking can
also induce its own expression as well as that of VCAM-1, as a regulatory
mechanism to facilitate leukocyte transendothelial migration (TEM) (79).
More recently, it has been described the ICAM-1-mediated tyrosine
phosphorylation of VE-cadherin dependent on Src and Pyk-2 activity and
required for neutrophil transmigration (80).

INTEGRINS DURING TRANSENDOTHELIAL MIGRATION
(TEM)

Once the leukocyte finds a proper site for transmigration, mostly
at intercellular junctions, it extends exploratory pseudopodia in between
the two adjacent endothelial cells. Subsequently, pseudopodia evolve into
a lamella squeezed into the monolayer gap. During this process, LFA-1 is
the integrin with a more prominent role. This molecule is rapidly
relocalized, forming a ring-like cluster at the leukocyte-endothelial
interface, where it interacts with ICAM-1 and, in some cellular models,
with JAM-A. When the transmigration process is over, LFA-1 is finally
concentrated at the uropod (81, 82). Interestingly, the NADase/ADP-
ribosyl cyclase CD157 is localized at endothelial junctions and can
associate with f2-integrins, playing an important role in TEM (83).

ENDOTHELIAL SIGNALS CONTRIBUTING TO THE
LEUKOCYTE TRANSMIGRATION

Several molecules specifically localized at endothelial intercellular
contacts induce signaling pathways to facilitate leukocyte transmigration.
This is the case for CD99 that activates in leukocytes and probably in
endothelial cells the ERK, JNK and MAPK pathways (84). In addition,
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PECAM-1 can trigger “outside-in” signals via PKC and PI-3K leading to
activation of alphav-beta3 (85).

CONCLUDING REMARKS

Understanding the complex signaling networks that govern the

extravasation process is of critical importance for the identification of
novel therapeutical targets in the treatment of chronic inflammatory and
autoimmune diseases. Moreover, the development of new non-invasive
and localized drug release strategies instead of systemic pharmacological
administration will contribute to this aim.
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RESUMEN

El receptor para antigeno de los linfocitos T (TCR) es un complejo
multiproteico responsable de la activacion y regulacion de la respuesta inmune
adaptativa. Este receptor muestra una gran especificidad y sensibilidad, a la vez que
tiene una baja afinidad por su ligando. El ligando del TCR es un complejo formado por
el péptido antigénico y una molécula del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC). Es mas, los linfocitos T responden a antigeno en un rango muy amplio de
concentraciones. Esto es, los linfocitos T continian dando una respuesta aumentada a
concentraciones de antigeno que exceden en varios Ordenes de magnitud la
concentracion activadora minima. La estequiometria y organizacion del TCR en la
membrana han estado bajo intenso escrutinio porque pueden ser clave para explicar sus
propiedades paradodjicas. Esta revision subraya la existencia de nuevos datos que indican
que el TCR se presenta en linfocitos T intactos y en reposo como una mezcla variable de
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formas monovalentes (con sélo un sitio de unién para el ligando) y formas multivalentes
de distinto grado. Estos resultados contrastan con datos anteriores de estequiometria del
TCR obtenidos por procedimientos bioquimicos. No obstante, la mayor parte de estas
discrepancias pueden deberse al efecto de distintos detergentes en la integridad del
receptor. Aqui discutimos un modelo donde los complejos multivalentes del TCR son los
responsables de dotar a los linfocitos T de sensibilidad a antigeno porque son activados
por bajas concentraciones de antigeno, mientras que los complejos monovalentes son los
responsables del amplio rango dinamico.

Palabras clave: Estequiometria.- Cambio conformacional.- Receptor para
antigeno.- Transduccion de sefiales.- Interacciones de membrana.

ABSTRACT
T cell receptor nanocomplexes: cooperating clusters

The T cell antigen receptor (TCR-CD3) is a multi-subunit complex responsible
for triggering an adaptive immune response. It shows high specificity and sensitivity
while having a low affinity for the ligand. Furthermore, T cells respond to antigen over a
wide concentration range. The stoichiometry and architecture of TCR-CD3 in the
membrane have been under intense scrutiny because they might be key to explaining its
paradoxical properties. This review highlights new evidence that TCR-CD3 is found on
intact, unstimulated T cells in monovalent (one ligand-binding site per receptor) as well
as in several distinct multivalent forms. This is in contrast to the TCR-CD3
stoichiometries determined by several biochemical means, but these data can be
explained by the effects of different detergents on the integrity of the receptor. Here, we
discuss a model in which the multivalent receptors are important for the detection of low
concentrations of ligand, and therefore confer sensitivity, whereas the co-expressed
monovalent TCR-CD3s allow a wide dynamic range.

Key words: Stoichiometry.- Conformational change.- T cell antigen receptor.-
Signal transduction.- Transmembrane interactions.

INTRODUCCION

Coémo los receptores de membrana responden a sus ligandos con
gran sensibilidad y plasticidad es objeto todavia de estudio. El receptor
para antigeno de los linfocitos T (TCR) es un caso particularmente
interesante. Esta compuesto de los dimeros TCRa/f, CD3ye, CD3d¢ y
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CD3C2 (CD247) que se asocian entre si de forma no covalente. Las
subunidades invariables (CD3) contienen, cada una, una region
transmembrana con un aminoacido acido y un tallo citoplasmico con
varios motivos de transduccion de senales (1-3). Las subunidades TCRa
y TCRf contienen cada una un dominio variable (V) de inmunoglobulina,
los cuales forman conjuntamente la superficie de interaccion con el
ligando. Las subunidades TCRa y TCRp tienen también aminoacidos
basicos en sus regiones transmembrana que estdn implicados en la
interaccion con las subunidades CD3 (4-6). El ligando del TCR es un
péptido antigénico presentado por moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) en la superficie de células presentadoras de
antigeno (APCs). Paraddjicamente, los linfocitos T pueden ser activados
por unas pocas moléculas de MHC asociado al péptido antigénico
(pMHC) (7, 8), incluso cuando la afinidad de la interaccion pMHC-
TCRo/p es muy baja (entre 1 y 50 uM) (9). Es mas, las APCs expresan
concentraciones de moléculas de MHC asociadas a péptidos propios que
son de 10’ a 10" veces superiores a las concentraciones de pMHC
antigénico. Los complejos MHC asociados a péptidos propios no son
capaces por si mismos de activar una respuesta en los linfocitos T, incluso
cuando su afinidad por el TCRa/f puede ser tan so6lo 10 veces inferior a
la afinidad del pMHC antigénico. Resulta por lo tanto dificil de entender
como esta pequeiia diferencia en afinidad resulta suficiente para obtener
una gran especificidad cuando existe un gran exceso de péptidos propios
unidos a MHC (10). Ademas de una gran sensibilidad, los linfocitos T son
todavia capaces de mostrar efectos dosis-respuesta a concentraciones de
ligando de 10° a 10° (8, 11, 12). Resulta por lo tanto también intrigante el
comprender como los linfocitos T pueden mostrar una respuesta no
saturada a un rango tan amplio de concentraciones de pMHC, dadas las
propiedades del TCR.

El conocimiento de la estequiometria del TCR (es decir, el nimero
de copias de cada subunidad por complejo) y el ordenamiento del TCR en
la membrana es fundamental para intentar resolver estas paradojas. Esta
revision se centra en los avances concernientes a la arquitectura del TCR
y trata de dar explicacion a algunas de las preguntas mencionadas.
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EL MODELO DE TCR MONOVALENTE

El consenso existente en cuanto a la composicion del TCR es que
estd formado por los dimeros TCRaf3, CD3ye, CD3de y CD3CC (Figura
1). La estequiometria minima del TCR debe ser por lo tanto afyedeCC.
De especial importancia es la valencia del TCR, es decir, el nimero de
heterodimeros TCRo/pB, responsables de la union al ligando, por
complejo.

y X
ur

FIGURA 1.- El receptor para antigeno de los linfocitos T (TCR) esta compuesto por los
dimeros af, yve, d¢ y EC. Las 6 subunidades del TCR se muestran de forma
esquematica. Los dominios variables de tipo inmunoglobulina del TCRaf3 (V) reconocen
el ligando, mientras que los tallos citoplasmicos de las subunidades CD3 (ve, o€, £&)
interaccionan con proteinas citoplasmicas encargadas de la transmision de seriales. Los
puentes disulfuro se muestran como lineas negras gruesas. Las cargas potencialmente
existentes en las regiones transmembrana han sido indicadas también.

Los primeros trabajos dirigidos a dilucidar la valencia del TCR
utilizaton el detergente digitonina para extraer el TCR de la membrana.
Utilizando ratones transgénicos (13) o linfocitos T humanos (14) que
expresan simultdneamente dos heterodimeros TCRo/f distintos, se
demostré que la inmunoprecipitacion de uno de los heterodimeros no
resultaba en la co-precipitacion del otro y viceversa. Estos datos
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alimentaron la hipotesis de que el TCR es monovalente. En 2002 se
presentd una estequiometria completa del TCR, incluyendo todas sus
subunidades (6). Utilizando un procedimiento de co-purificacion de
complejos TCR producidos en un sistema de traduccion in vitro acoplado
a microsomas derivados del reticulo endoplasmico (ER) (6, 15), la
estequiometria ofyedeCC fue experimentalmente confirmada para el
complejo TCR extraido en digitonina (Figura 2, modelo antiguo). Sin
embargo, como CD3C se ensambla con las otras subunidades sélo en el
aparato de Golgi (16) y como el TCR se modifica postraduccionalmente a
lo largo de la ruta secretora, resultaba poco claro si los datos obtenidos en
el sistema de traduccion in vitro represantaban la estequiometria del TCR
en la membrana plasmadtica o tan s6lo su posible estequiomteria en el ER.

Modelo anterior

ke odoo oo adho

TCR
monovalente

Modelo propuesto

odke koo ooendbode

TCR TCR regioén vacia TCR
monovalente bivalente multivalente

FIGURA 2.- Distribucion de los complejos TCR en la superficie celular en linfocitos en
reposo. Modelo anterior: los receptores monovalentes con una estequiometria offyede&g
estan distribuidos de forma uniforme en la membrana plasmatica. Modelo propuesto:
los receptores monovalentes coexisten en la membrana de linfocitos en reposo con una
variedad de receptores multivalentes. Debido a la incertidumbre sobre la estequiometria
ultima de los complejos monovalentes y multivalentes, no se ha querido mostrar ninguna
relacion real entre subunidades. Sin embargo, los TCR monovalentes podrian tener la
estequiometria affyedeCt. La membrana tiene también grandes areas carentes de
cualquier TCR.
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EL MODELO DE TCR MULTIVALENTE

Una estequiometria afyedeCC produciria un desequilibrio de
cargas potencialmente negativas en la regién transmembrana (Figura 1).
Este problema podria tedricamente resolverse si el TCR contuviera un
heterodimero TCRo/p adicional, resultando en un complejo bivalente
veopCCafde con una regidon transmembrana neutra (17-19).
Alternativamente, la estequiometria affye6eCC del TCR llevéd a plantear
que cada aminoécido bésico contacta con dos aminoacidos acidos en la
membrana (6).

La primera evidencia experimental a favor de una estequiometria
multivalente (esto es, un TCR con més de un heterodimero TCRa/f) vino
de mediciones hidrodinamicas del tamafio del TCR tras su extraccion en
octilglucdsido, las cuales revelaron que el TCR era mas grande que el
complejo afyedeCT (20). Otros estudios realizados posteriormente y que
no implicaban la solubilizacion de la membrana con detergentes
sugirieron también la existencia de multivalencia (19). La existencia de
sefales de FRET (Resonancia de Transferencia de Energia por
Fluorescencia) entre dos TCRao/p diferentes en linfocitos T primarios de
ratones doblemente transgénicos demostr6 que al menos dos
heterodimeros TCRo/f tenian que estar presentes en un complejo TCR
unico. Es mas, cuando las células se lisaron con cualquiera de los
detergentes Nonidet P-40 (NP40) y Brij96, se pudieron co-precipitar los
dos heterodimeros TCRa/f3 en un complejo tnico. El tratamiento con
endoglicosidasa H de los receptores demostrd que era el TCR expresado
en la membrana plasmatica el que tenia dos TCRa/f (19). Estos datos
claramente mostraron que el TCR estd constituido por mas de un
heterodimero TCRa/f, aunque no demostraron que la estequiometria
fuera yeafCCaPde. (CoOmo podia resolverse la discrepancia entre los
modelos monovalente y multivalente?

UN MODELO UNIFICADO DE LA VALENCIA DEL TCR
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Los dominios transmembrana tienen un papel fundamental en las
interacciones entre las subunidades TCRa/p y CD3 (4-6). Por lo tanto, la
eleccion de detergente es critica para el mantenimiento de las
interacciones. El detergente debe también ser lo suficientemente eficaz
como para disolver la membrana alrededor del complejo proteico. Por
otro lado, no se debe asumir que el TCR deba existir en un complejo
unico. Por lo tanto, la aproximacion experimental para estudiar un
complejo multiproteico deberia poder discriminar entre complejos con
diferentes estequiometrias.

Se aplico la electroforesis en condiciones nativas basada en azul
Coomasie (Blue native polyacrylamide gel electrophoresis, BN-PAGE)
(21, 22) con diferentes detergentes al estudio del tamafio y estequiometria
del TCR (23, 34). Al contrario que los experimentos de co-precipitacion y
de FRET, el sistema BN-PAGE permite determinar la abundancia relativa
y el nimero de complejos diferentes producidos por una proteina dada. Es
mas, los complejos se forman en condiciones nativas, lo que permite la
interaccion con otras proteinas tales como chaperonas, asi como
modificaciones postraduccionales. Cuando el TCR fue extraido en
digitonina a partir tanto de linfocitos primarios como de lineas celulares
de ratén y humanas, se detecté un unico complejo (23-25). Este complejo
resultdé ser monovalente, con la estequiometria ofyedeCC. Por el
contrario, los detergentes Brij96 y Brij98 permitieron la separacion de
varios complejos de tamafio diferente (23, 24). Una serie de controles
excluyeron que el Brij96 causara una agregacion artificiosa del TCR (23).
Se demostr6 que los complejos grandes estaban en la membrana
plasmatica y que se fosforilaban en tirosina tras la estimulacion con
pMHC. Ademas, experimentos de coprecipitacion a partir de células que
expresan dos TCRs diferentes (esto es, con dos heterodimeros TCRo/[3
distintos), demostraron que ambos TCRs podian ser coprecipitados si se
habian extraido en Brij96, pero no si se habian extraido en digitonina
(23). Estos datos eran por lo tanto compatibles con que los complejos
aislados en Brij96 contenian TCR multivalentes, mientras que en
digitonina eran exclusivamente monovalentes.

La coexistencia de complejos TCR con diferentes valencias
identificados por BN-PAGE en Brij96 y otros detergentes esta de acuerdo
con los datos de FRET previamente mencionados en células intactas. Es
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mas, los resultados de microscopia electronica en células primarias y
lineas celulares marcadas con anticuerpos anti-TCR demostraron que en
células en reposo el TCR se expresa como una variedad de complejos
multivalentes (23) (Figura 2, modelo nuevo). La misma conclusion fue
alcanzada utilizando una técnica de microscopia electrénica diferente (B.
Lillemeier & M.M. Davis, unpublished data). Los complejos mas grandes
del TCR consisten de alrededor de 20 unidades (23). Estos complejos
TCR preformados son demasiado pequeiios para ser detectados por
microscopia confocal, y son por lo tanto diferentes a los llamados
microcomplejos que se detectan por microscopia Optica tras la
estimulacion del TCR y la agregacion subsiguiente (26, 27).

En resumen, los complejos TCR multivalentes eran coexpresados
con receptores monovalentes en la membrana plasmatica de linfocitos T
en reposo (Figura 2). Como era de esperar, los diferentes detergentes
tienen un impacto diferente en la integridad de los complejos del TCR.
Brij96 es el detergente mas suave, extrae todos los complejos TCR
manteniendo intactos tanto los complejos monovalentes como los
multivalentes. Por el contrario, la digitonina rompe los complejos
multivalentes en sus componentes monovalentes. Teniendo en cuenta los
diferentes efectos de los detergentes, la coexistencia de complejos
monovalentes y multivalentes estd de acuerdo con todos los datos
previamente publicados (6, 13-15, 19, 20, 23, 25, 28, 29).

ARQUITECTURA DE LOS COMPLEJOS TCR
MULTIVALENTES

En la linea T de raton 2B4 la mitad de los heterodimeros TCRao/3
estan presentes como complejos monovalentes y el resto como complejos
multivalentes con distinto grado de valencia (23). Esta proporcion varia
entre distintos tipos celulares para un heterodimero TCRo/ dado (24),
indicando que factores distintos a la especificidad del TCR determinan el
grado de multimerizacion en linfocitos T en reposo.

Como se muestra por microscopia electronica, los complejos TCR
grandes y pequeiios estan distribuidos de manera no homogénea por la
superficie celular, dejando grandes éreas libres (Figura 2 e I. Arechaga, H.

8
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M. van S., .M. Valpuesta, W. S. & B. A., datos no publicados). Los
complejos multivalentes se disponen de forma lineal, dejando muy poco
espacio entre las particulas de oro utilizadas para visualizar los complejos.
Puesto que la resolucion del microcopio electronico es mayor que 1 nm y
el tamafio predicho de una unidad de TCR es superior al diametro de 1as
particulas de oro utilizadas (10 nm) (30), concluimos que las unidades del
TCR deben estar lo suficientemente cerca como para establecer
interacciones proteina-proteina. Ademas, el empaquetamiento de los
complejos multivalentes en ordenamientos lineales, mas que en dos
dimensiones, supone un apoyo adicional a la idea que interacciones
proteina-proteina son las responsables de la multimerizacion del TCR. No
obstante, el desensamblaje de los complejos TCR multivalentes tras la
extraccion de colesterol (23), sugiere que interacciones lipido-proteina
tienen también un papel structural dentro de los complejos multivalentes.
Es asi probable que el cholesterol confiera estabilidad a los complejos
multivalentes, pero no a los monovalentes. Esta conclusion esta apoyada
también por un estudio que indica que existen dos poblaciones de TCR
diferentes en la superficie de las células vivas, una sensible y la otra
resistente a la extraccion de colesterol (31). Debido a la dependencia de
colesterol, los complejos TCR multivalente podrian estar presentes en
balsas lipidicas, mientras que los receptores monovalentes estarian
excluidos. Puesto que los niveles de colesterols en el ER son bajos (32),
es cuestionable que los experimentos de traduccion in vitro de
Wucherpfennig y colegas pudieran permitir detectar los complejos
multivalentes (6, 15).

LA ESTEQUIOMETRIA DEL TCR NO ESTA TODAVIA
RESUELTA

Aunque la estequiometria realmente relevante es la del TCR en la
membrana plasmatica, en el momento presente solo se tiene informacion
sobre estequiometrias en micelas de detergente. Las estequiometrias en
detergentes mas suaves que la digitonina esta todavia por conocerse.
Cuando se utiliz6 el detergente Lubrol, que mantiene los complejos
multivalentes intactos, en el sistema de traduccidn in vitro, se encontrod
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una relacion 1:1:1:1 para af:ye:0e:CC (15). Puesto que no se sabe si los
complejos multivalentes se pueden formar en el ER, es dificil interpretar
los datos de Lubrol, pero podrian indicar que el TCR monovalente tiene la
estequiometria ofyedeCC. Otra consideracion importante es si los
compejos multivalentes derivan directamente de la multimerizacién del
complejo monovalente, o si dentro de los complejos multivalentes la
distintas subunidades mantienen proporciones diferentes. Una posibilidad
interesante es que en la membrana plasmatica se establezca un equilibrio
dinamico entre los receptores multivalentes y monovalentes.

Hasta que la estequiometria no esté resuelta es prematuro concluir
si cada carga positiva potencial en la membrana plasmatica esta
compensado por una (17, 19) o por dos cargas negativas (6). En este
contexto, merece la pena mencionar que los estudios de mutagénesis
llevados a cabo para determinar como se produce la interaccidon entre
aminoacidos cargados (6), fue Unicamente realizada en presencia de
digitonina y, por lo tanto, puede no reflejar las interacciones que ocurren
en membranas intactas.

AGRUPARSE PARA AUMENTAR LA SENSIBILIDAD

Hemos demostrado recientemente que los complejos multivalentes
son activados por concentraciones bajas de pMHC, mientras que los
monovalentes permanecen inalterados (23). Este descubrimiento podria
explicarse por tres mecanismos diferentes. Primero, los complejos
multivalentes probablemente aumentan la avidez por el ligando (pMHC)
que también se expresa en grupos en la superficie de las APCs (33-35).
Una consecuencia podria ser que a bajas concentraciones de ligando solo
los complejos multivalentes son contactados, mientras que los complejos
monovalentes requieren concentraciones de ligando mas altas (23). Esto
es especialmente evidente cuando se consideran complejos de MHC con
péptidos propios que tienen una afinidad intermedia por TCRao/p. Estos
complejos no pueden activar al TCR por si mismos (Figura 3C), pero
podrian aumentar la sensibilidad de los linfocitos T a concentraciones
bajas de antigeno (36-38). En estas condiciones sélo los complejos
multivalentes serian activados debido a su avidez mds alta por pMHC

10
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comparada con la forma monovalente (Figura 3A). E1 TCR monovalente
seria unicamente activado a concentraciones de agonista muy altas
(Figura 3C y D). Segundo, los complejos multivalentes pueden permitir la
propagacion de sefiales de activacion desde los TCRo/pP ligados por
pMHC a receptores no ligados dentro del mismo complejo multivalente,
amplificando por lo tanto el efecto de unién (Figura 3B). Este mecanismo
puede explicar la alta sensibilidad de los linfocitos T. En este modelo, las
moléculas de MHC asociadas a péptidos propios juegan también un papel
en la ocupacion de heterodimeros TCRo/ no unidos a pMHC agonista
dentro de los complejos multivalentes, contribuyendo a activar receptores
adicionales (Figura 3B). Tercero, la organizacion lineal de los complejos
multivalentes podria contribuir a que una tnica molécula de pMHC active
de forma seriada a varios TCRs (39).

Los complejos multivalentes podrian ser los responsables de la
respuesta de los linfocitos T a muy bajas concentraciones de antigeno;
condiciones que se dan, por ejemplo, al comienzo de la respuesta inmune
(Figura 3A). Mediante modelado matematico se ha propuesto que los
complejos multivalentes permiten efectos cooperativos que permiten
amplificar pequenias diferencias en la afinidad del ligando (40). Por lo
tanto, los complejos multivalentes del TCR podrian ser mas eficaces que
los monovlentes en la discriminacién entre complejos pMHC distintos.
Este mecanismo podria resolver la paradoja de baja afinidad/gran
especificidad de la interaccion TCR-pMHC.

LOS COMPLEJOS MONOVALENTES ELEVAN EL UMBRAL DE
SATURACION DEL TCR

Los linfocitos T responden a un amplio rango de concentraciones
(8, 11, 12). Cuando los complejos multivalentes estén ya saturados por
pMHC, los monovalentes serian todavia susceptibles de ser estimulados a
concentraciones crecientes de pMHC (23). De hecho, segtin el modelo de
Bray y colegas, la expresion de formas monovalentes y multivalentes de
un receptor dado en la células puede dotar a las mismas de gran
sensibilidad a bajas concentraciones de ligando y respuestas escaladas al
ligando cuando las concentraciones del mismo ya son altas (41). Por lo
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FIGURA 3.- La combinacion de complejos multivalentes y monovalentes dota a los
linfocitos de T de gran sensibilidad a antigeno y de un amplio rango de respuesta. En
linfocitos T en reposo, el TCR esta organizado en agrupaciones mds o menos grandes,
resultando en una mezcla de receptores monovalentes y multivalentes de distinto grado.
A) Solo los complejos multivalentes son capaces de responder a bajas concentraciones

de péptido agonista asociado a MHC (MHCp), debido a su mayor avidez por TCR

multimérico (representado como una muela con dos raices). B) A concentraciones
medias de MHCp agonista, los complejos multivalentes del TCR resultan saturados.
Algunos TCRs de los complejos multivalentes pueden ser ocupados por moléculas de

MHC unidas a péptidos propios de baja afinidad (en blanco). C) A concentraciones
altas de MHCp agonista los complejos monovalentes del TCR empiezan a ser ocupados.

Esto permite a los linfocitos T seguir respondiendo a concentraciones crecientes de

antigeno cuando los TCR multivalentes estan ya ocupados en su totalidad. D) Solo a
muy altas concentraciones de MHCp, cuando todos los complejos TCR, multivalentes y

monovalentes, estan ocupados, se satura la respuesta del linfocito T.
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tanto, la presencia de los TCRs monovalentes podria dotar a la célula T de
la capacidad de producir una respuesta dosis-dependiente incluso a
concentraciones de pMHC altas, cuando los complejos multivalentes ya
estén saturados (Figura 3C y D).

CONCLUSIONES

La controversia sobre la estequiometria del TCR ha sido resuelta
mediante la combinacion de métodos bioquimicos avanzados utilizando
detergentes de distinto tipo en combinacidon con técnicas no invasivas
tales como e inmunomicroscopia electronica. La demostracion de la
coexistencia de complejos TCR monovalentes y multivalentes en la
superficie de los linfocitos T sirve de base para la construccion de nuevas
hipotesis. Esperamos que la demostracion de la expresion simultanea de
complejos monovalentes y multivalentes del TCR sirva para comprender
el funcionamiento del mismo y de la biologia de los linfocitos T.
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RESUMEN

La infeccion cerebral por el VIH puede resultar en una profunda afectacion del
conocimiento, comportamiento y capacidades motoras, todo ello conocido como
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complejo demencia sida (CDS) en adultos y encefalopatia en nifios (EP). Aunque la
introduccion de la TARGA ha prolongado y mejorado la vida de los individuos
infectados, parece claro que la terapia antirretroviral no proporcional una proteccion
completa frente al dafio neurologico observado en esta enfermedad. La demencia-VIH es
un complejo fenomeno que aparece como resultado de varios mecanismos causados por
multiples mediadores utilizando diferentes vias de sefializacion intracelular. Ya que el
VIH no parece infectar masivamente a las neuronas, el dafio neuronal es probablemente
inducido por factores solubles entre los que se incluyen proteinas virales (gp120 y Tat
principalmente), citocinas proinflamatorias, quimiocinas y prostaglandinas liberadas por
macrofagos cerebrales infectados y células de la microglia activadas y/o infectadas.
Estos factores solubles son ademas los responsables de la activacion de células no
infectadas aumentando y perpetuando de este modo el dafio cerebral. Es pues necesario
que la terapia esté dirigida no solo a limitar la infeccién de la microglia sino también la
produccion de estos mediadores inflamatorios y la activacion de los astrocitos, para
poder disminuir el dafio neuronal observado en esta enfermedad.

Palabras clave: Sistema Nervioso.- Inflamacion.- VIH.- Citocinas.-
Neurodegeneracion.

ABSTRACT
Inflammation and HIV-neuropatogenicity

Brain HIV-l-infection may result in a syndrome of profound cognitive,
behavioural and motor impairment known as AIDS dementia complex (ADC) in adults
and HIV-related encephalopathy in children. Although the introduction of HAART has
prolonged and improved the lives of infected individuals, it is clear that HAART does
not provide complete protection against neurological damage in HIV/AIDS. HIV-
lassociated dementia is a complex phenomenon, which could be the result of several
mechanisms caused by those players using different intracellular signalling pathways.
Since HIV-1 does not easily infect neuronal cells, neuronal damage is likely to be
induced by soluble factors including viral proteins, proinflammatory cytokines,
chemokines or prostaglandins released by HIV-1-infected macrophages or microglial
cells. These soluble factors are also responsible for activation of uninfected cells and,
thus, for spreading and perpetuation of brain damage. Thus, it is necessary an
antiretroviral therapy that not only inhibit microglia infection, but also diminish pro-
inflammatory factors and astrocytic activation to reduce neuronal damage.

Key words: Central Nervous System.- Inflammation.- HIV.- Cytokines.-
Neurodegeneration.
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ENCEFALOPATIA-VIH O COMPLEJO DEMENCIA SIDA

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), al igual que otros
lentivirus, se caracteriza por su tendencia a causar enfermedad
neurologica cronica en el huésped. Por tanto, las complicaciones
neuroldgicas en la infeccidén por el VIH son frecuentes y no se limitan a
infecciones oportunistas, pudiendo afectar a cualquier nivel del sistema
nervioso, incluyendo cerebro, meninges, médula espinal, nervios y
musculos. Tres factores esenciales intervienen en la infeccion del sistema
nervioso central (SNC) por el VIH: el propio virus, el SNC y el sistema
inmune. La accion del VIH en las alteraciones del SNC se debe a su
neuropenetrancia o propiedad de penetracion del virus en el SNC, su
neurotropismo o capacidad de infectar diversas células del sistema
nervioso y a su neurovirulencia o capacidad de ocasionar patologia (1).

PATOGENIA DE LA ENCEFALOPATIA ASOCIADA AL VIH

Aunque la introduccion de la terapia antirretroviral de gran
actividad o TARGA ha reducido la incidencia del complejo-demencia
SIDA (CDS) (2), el dafio neurologico asociado a la infeccion por el VIH
continla siendo un grave problema clinico entre individuos con una
infeccion prolongada (3). Las pautas de tratamiento actuales recomiendan
el inicio de la TARGA cuando se observa un descenso importante en el
numero de células TCD4+, lo que puede ocurrir varios afios después de la
infeccion primaria. En este caso, la TARGA no inhibiria en ningln caso
la llegada del virus al SNC que segun se ha descrito se produce durante la
primoinfeccion, permitiendo que el virus permanezca en esta localizacion
durante afios (4).

La causa principal de la patogenia del CDS es desconocida, pero
como la infeccion productiva del VIH en el SNC ocurre mayoritariamente
en microglia y macrdéfagos cerebrales, se cree que estos tipos celulares
son los que desempenan el principal papel en el desarrollo de
anormalidades neurologicas. Tradicionalmente, el CDS se ha relatado
como consecuencia de dano o disfuncion neuronal resultante de la
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liberacion de sustancias neurotdxicas por parte de la microglia infectada
(5) o de modo alternativo por la interaccion neuronal con proteinas virales
secretadas o expresadas por células infectadas.

La combinacion de factores como la infeccion de microglia y la
activacion de células inmunocompetentes explicaria el hecho de que en
muchas ocasiones el grado de demencia no correlacione con la carga viral
y si, por ejemplo, con el nivel de monocitos circulantes. De este modo, la
replicacion viral parece ser necesaria pero no suficiente para que se
produzca la enfermedad.

Resulta paraddjico el hecho de que las variantes virales
mayoritarias aisladas de cerebro de pacientes VIH con alteraciones
neuroldgicas sean variantes monocitotropicas (RS/NSI) (6), y sin
embargo, en adultos la definiciéon de enfermedad a nivel clinico tiene
lugar cuando el fenotipo viral mayoritario es IS/X4. A pesar de la
presencia mayoritaria de cepas RS en el cerebro, el papel que desempenan
los virus X4 en el desarrollo y la evolucién de la demencia-VIH se
desconoce.

Por otro lado, parece cada vez mas evidente que el CDS tiene una
etiologia inflamatoria. En condiciones fisiolégicas normales, existe una
comunicacion bidireccional entre el sistema nervioso € inmunoldgico, que
se refleja por la liberacion de moléculas solubles o citocinas por células
inmunocompetentes, o bien hormonas y neurotransmisores del sistema
neuroendocrino. En la demencia-VIH se ha detectado una activacion de
células fagociticas que conduce a niveles elevados de citocinas
proinflamatorias y quimiocinas, asi como la presencia de prostaglandinas
(PGs) y ¢xido nitrico (NO) que modulan la supervivencia y funcion
neuronal (7).

Aunque no existe un claro consenso sobre los mecanismos
directamente responsables de neuropatogénesis inducida por el VIH,
actualmente predominan 2 hipotesis. En primer lugar, las proteinas virales
podrian ser las principales responsables del dafio neuronal observado en
la enfermedad aunque se necesitaria la cooperacion de células no-
neuronales. De manera alternativa, la apoptosis neuronal podria resultar
de la secrecion de sustancias neurotoxicas bien por la microglia o por
macrofagos cerebrales en respuesta a la infeccion, o por activacion
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inmune. En principio estas dos teorias no son excluyentes y existen datos
que apoyan a ambas (8).

ENTRADA DEL VIRUS EN EL SISTEMA NERVIOSO

El VIH atraviesa la barrera hematoenceféalica (BHE) y penetra en
el sistema nervioso precozmente en un periodo de tiempo que va entre
pocos dias a semanas postinfeccion en la periferia (9), probablemente de
forma concomitante a la infeccion sistémica inicial, mediante la hipdtesis
denominada Caballo de Troya, es decir, transportado al SNC en
macrofagos infectados. Aunque esta hipotesis es la mas cominmente
admitida, en realidad no explica el por qué se produce una migracion de
células infectadas a través de la BHE. Parece ser que proteinas virales
podrian inducir la expresion de quimiocinas y moléculas de adhesion que
favoreciesen esta migracion selectiva.

CELULAS DIANA EN EL SISTEMA NERVIOSO

Macrofagos/microglia.

Existen numerosas evidencias de que en el tejido nervioso la
principal diana del VIH son los macrofagos perivasculares y la microglia
(10). Asi, la replicacion del VIH-1 se ha demostrado en numerosas
ocasiones tanto en cultivos primarios de microglia aislados de adultos
(11) como del SNC fetal humano (12). La infeccion de la microglia
conduce a la formacion de sincitios, indicando que la infeccion por VIH
puede asociarse con efectos citopaticos sobre este tipo celular (13). El
receptor CD4 y el correceptor CCRS son utilizados por el virus en la
infeccion de este tipo celular (14, 15).

Astrocitos.

Se han usado varios sistemas de cultivos celulares, incluyendo
astrocitos fetales primarios asi como lineas tumorales para estudiar la
infeccion e interacciones de VIH-1 con estas células. Al contrario de lo
que ocurre en la infeccion de células CD4+, la infeccion de los astrocitos

5
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por el VIH no ocasiona un efecto citopatico claro. Varios estudios han
demostrado que la entrada del VIH-1 en este tipo celular es independiente
de CD4 (16) y receptores de quimiocinas (17), habiéndose propuesto
varios receptores potenciales. Entre ellos los mas importantes son la
galactosil-ceramida (18) y mas recientemente, el receptor de manosa
humano (RMh) (19). El RMh se ha propuesto como mediador de procesos
de endocitosis, aunque no estd claro si esto representa un mecanismo
general de entrada del VIH-1 en el astrocito.

Después de una infeccion aguda inicial de este tipo celular (2-7
dias), la produccion viral disminuye a niveles muy bajos o indetectables.
Esta infeccion latente puede activarse temporalmente por tratamiento con
citocinas inflamatorias (20). Este hecho sugiere que los astrocitos
infectados pueden transmitir el virus a otras células desempefiando un
papel importantisimo como reservorios.

Neuronas.

Se desconoce con exactitud si las células neuronales pueden
infectarse por el VIH, aunque nuestro grupo ha demostrado que existen
transcritos de VIH en neuronas inmaduras (21) y que lineas de
neuroblastoma son infectadas por VIH-1 (22). Sin embargo, ni las
neuronas primarias ni la mayoria de lineas celulares neuronales expresan
CD4 (23), ni anticuerpos contra CD4 son capaces de bloquear la infeccion
neuronal (22). Asimismo, se ha descartado que los receptores de
quimiocinas estén implicados en la infeccion neuronal por el VIH-1 en
este tipo celular (22).

De este modo, aunque el dafio neuronal observado en esta
enfermedad no parece debido a la infeccion directa por el VIH, lo cierto
es que la pérdida neuronal en estos pacientes es muy comun
probablemente debido a neurotoxinas y mediadores solubles producidos
por otros tipos celulares. Asi, se ha descrito que la apoptosis neuronal
correlaciona con la activacion microglial y el dafio axonal (24),
sugiriendo que los mediadores secretados especialmente por la microglia
juegan un papel fundamental en el inicio de las cascadas apoptdticas.
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MEDIADORES INFLAMATORIOS ASOCIADOS A LA
NEUROPATOGENIA DE VIH

Efectos patogénicos de proteinas virales.

Tanto factores virales como celulares pueden contribuir a la
neuropatogenicidad del VIH-1. Asi por ejemplo, ciertas proteinas virales
son neurotoxicas como resultado de las interacciones directas con las
neuronas o estimulando la produccion de factores neurotoxicos por las
células gliales (25). Las fuentes potenciales de proteinas virales en el
cerebro son las particulas de virus libre y las células infectadas. Las
células productivamente infectadas, como la microglia, son la principal
fuente de proteinas estructurales, como las proteinas de la envuelta viral,
mientras que las células con una replicacion en cierta medida restringida,
como los astrocitos, son la principal fuente de factores reguladores.

Proteina gp120.

La glicoproteina gpl120 del VIH-1 afecta tanto directa como
indirectamente a la viabilidad y/o funcionalidad neuronal (26). Asi, se ha
descrito que la exposicion de los astrocitos a la gpl20 compromete su
capacidad de captar glutamato del medio, lo que conduciria a un aumento
del mismo en la vecindad de la célula neuronal alterando la transmision
sindptica. Ademas, esta proteina altera la expresion génica en astrocitos
(27) y neuronas (26), sugiriendo cambios en las funciones celulares que
contribuye al dafio neuronal. Sin embargo, el mecanismo exacto por el
que la gp120 causa muerte neuronal no se conoce totalmente, habiéndose
descrito multitud de vias por las que se induce dafio como peroxidacion
lipidica (28), activacion de p53 (29), activacion de la cascada del 4cido
araquidonico (30), activacion de receptores tipo NMDA (N-Metil-D-
Aspartato) y produccion de NO (31). Ademas, parece que la interaccion
con receptores de quimiocinas puede inducir FasL. y TNF que de modo
autocrino induciria apoptosis neuronal contribuyendo a la aparicion de
alteraciones neurologicas (32).

Proteina Tat.
A pesar de que la proteina Tat es capaz de modular la expresion de
numerosos genes celulares (33), su principal funcién consiste en

7
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transactivar la transcripcion de los ARNs virales, lo que permite una
correcta replicacion viral (34). Tat es ademds activamente secretada por
células infectadas en pacientes con CDS (35, 36), habiéndose detectado
Tat extracelular en cerebros de pacientes con demencia-VIH y encefalitis
(37). Se ha comprobado que ratones que expresan Tat en astrocitos
también muestran sintomas neurologicos similares a aquellos asociados
con la infeccién a nivel cerebral en humanos (38). En astrocitos, Tat
induce la produccion de varios mediadores inflamatorios, principalmente
TNF que promueve inflamacién a nivel cerebral (39). Ademas, se ha
encontrado que la expresion intracelular de Tat en astrocitos es capaz de
activar la expresion de la 6xido nitrico sintasa (iNOS) e incrementar la
produccion de NO (40).

Tanto Tat intracelular como extracelular puede causar
neurotoxicidad por varios mecanismos que interfieren con el normal
funcionamiento de las células gliales y neuronales (41). Tat extracelular
puede inducir neurotoxicidad por induccion de estrés oxidativo, dafio
mitocondrial y/o iniciacion de cascadas inflamatorias (38).

Tat puede presentar tambien actividad quimiotactica, aumentando
la infiltracion de monocitos en el cerebro al incrementar la producciéon de
MCP-1 y moléculas de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1 por parte de
los astrocitos (42).

Citocinas.

Como se ha mencionado anteriormente, la infeccién de
macrofagos cerebrales y microglia parece ser el principal responsable del
dafio neuronal y muerte (43) observado en CDS. Esta infeccion de la
microglia tiene como resultado la activacion celular y produccion de
neurotoxinas responsables de la muerte neuronal, de modo que se explica
el que células infectadas normalmente no colocalizan con neuronas
muertas. Estos factores neurotoxicos solubles incluyen citocinas,
aminoacidos excitatorios, eicosanoides y especies reactivas de oxigeno.

Las citocinas proinflamatorias TNF-o e IL-1f juegan un
importantisimo papel en la inducciéon de dafio neuronal en la demencia
asociada al SIDA. Sin embargo, a pesar de ser consideradas
tradicionalmente neurotoxicas, ambas moléculas también presentan



VoL. 74 (4) INFLAMACION Y NEUROPATOLOGIA ASOCIADA...

efectos neuroprotectores mostrando que las causas de las alteraciones
neuroldgicas son en la mayoria de los casos multifactoriales.

Se han descrito concentraciones alteradas de citocinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6, TNF-a y la presencia de metabolitos
neurotoxicos como el dcido quinolinico en suero y LCR de pacientes con
SIDA pediatricos y adultos (44). Ademas parece que el TNF aumenta la
permeabilidad de la BHE permitiendo una mayor invasion del VIH-1 al
cerebro (45), al igual que la expresion de ICAM, VCAM y E-selectina en
astrocitos y c€lulas endoteliales permitiendo la migracion de
monocitos/macréfagos al SNC.

El VIH ejerce multiples efectos sobre la produccion de citocinas in
vivo e in vitro, tanto directos, debidos a la infeccion celular o a la union
del virus a la membrana celular, como indirectos, mediados por la
respuesta a la infeccion por el VIH. A nivel molecular, TNF ejerce su
accion a través de una cascada de senales, entre la que se encuentran
implicados multiples segundos mensajeros como las quinasas MAPK o
IKK (46). La activacion de estas quinasas resulta en la activacion de
diversos factores de transcripcion, siendo los mas importante NF-xB y
AP-1 conduciendo a la inducciéon transcripcional de genes
proinflamatorios e inmunomoduladores (47). El TNF también puede
inducir apoptosis en algunos tipos celulares a través de uno de sus
receptores, aunque parecen existir factores celulares que pueden
contrarrestar esta actividad apoptotica.

Quimiocinas.

El comprender el modo de actuacion que tienen las quimiocinas es
bastante complejo, desde el momento en que una misma quimiocina es
capaz de unirse a mas de un receptor y un receptor puede unir varias
quimiocinas (48).

El receptor de P-quimiocinas CCRS, se expresa en neuronas,
microglia, astrocitos y c€lulas endoteliales (49). Asi se ha demostrado en
cultivos mixtos in vitro que la union de las P-quimiocinas al CCRS
protege a las neuronas de la apoptosis inducida por la gpl120. Se ha
descrito que varias quimiocinas, al igual que anticuerpos monoclonales
anti-CCR3 pueden inhibir la infeccion de la microglia por aislados que
utilizan estos correceptores. El mecanismo por el cual las quimiocinas

9
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pueden inhibir la infeccion por el VIH puede deberse a varios factores: 1)
inhibicién competitiva con la gp120 viral por la union al correceptor; 2)
disminuciéon de la expresion de los correceptores; 3) sefializacion
intracelular que altera la replicacion viral, expresion de genes virales, u
otros pasos en el ciclo viral (50, 51). Por otro lado, se han encontrado
valores elevados de MCP-1, RANTES o ambas en LCR de pacientes VIH
y estos niveles han correlacionado con el grado de encefalitis y demencia
(52).

La a-quimiocina SDF (también denominada CXCL12) desempeia
un papel fundamental en la regulacion del trafico, migracion,
proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas (53-55). Se
expresa ampliamente en cerebro y de manera especifica se ha localizado
en astrocitos y neuronas (56, 57). Ademas, se ha propuesto que el SDF
participa en el mantenimiento de la homeostasis cerebral y la
coordinacion de la actividad neuronal e inmune (58). El receptor para
SDF es el CXCR4, que se expresa en macrofagos, microglia, células
endoteliales y en subpoblaciones de neuronas y astrocitos de varias
regiones cerebrales (14). Recientemente, se ha descrito la capacidad del
CXCR4 de mediar directamente muerte neuronal en CDS al unirse a la
proteina gp120, proceso que parece ser determinante en el desarrollo de la
enfermedad (59, 60). Por otro lado, la interaccion del SDF con el CXCR4
produce numerosos efectos funcionales como movilizacion de calcio,
proliferacion de astrocitos y activacion microglial (61, 62) (Figura 1).

Prostaglandina Endoperoxido Sintasa H.

Las prostaglandinas endoperoxido sintasas H o ciclooxigenasas
(COX) son las enzimas limitantes en la sintesis de PGs y tromboxanos
(TXs). Existen dos isoformas (COX-1 y COX-2) (63, 64), que difieren en
términos de genética, bioquimica y funciéon. COX-1 se expresa de forma
constitutiva en muchos 6rganos y se piensa que estd relacionada con la
sintesis de prostanoides en funciones homeostaticas, mientras que COX-2
generalmente es inducible por varios estimulos asociados con activacion
celular e inflamacion. La actividad enzimdtica de ambas isoformas de
COX es inhibida por la aspirina y otros farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs) (65).
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Niveles elevados de COX-2, y metabolitos del acido araquidonico
como PGE,, se han implicado en enfermedades neurodegenerativas como
la enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, esclerosis multiple
ademas de en CDS (66). Ademas, se ha demostrado la correlacion
positiva entre la disfuncidon cognitiva, y la desregulacion del ciclo celular
neuronal en un modelo de ratones transgénicos sobreexpresando COX-2
(67).

cpa . T +Ci
NEUROTOXINAS
(PROT. VIRALES)

CITOCINAS
\"‘“’“ocm“

TNF

Tat

‘OTOXICIDAD

AC. ARAQUIDONI!
GLUTAMATO

CAPTACION
GLUTAMATO

CXCR4
CCRS

MICROGLIA
NEURONA

GLIOSIS

BHE REACTIVA

V\ ASTROCITO

CLAS. ENDOTELIALES A ICAM,

ey

MACROFAGO

FIGURA 1.- Mecanismo de neuropatogénesis. Los macréfagos infectados y la microglia
participan activamente en la neurodegeneracion por varios mecanismos: 1) liberacion
de proteinas virales y 2) secrecion de citocinas y quimiocinas en el SNC. Quimiocinas,
Tat y TNF contribuyen al dafio en la BHE permitiendo la llegada de nuevas células
infectadas al SNC. Las citocinas proinflamatorias secretadas activan a la microglia y
los astrocitos que secretan mas neurotoxinas que pueden alterar funciones del astrocito
basicas para el mantenimiento de una buena homeostais cerebral. El daiio neuronal es
multifactorial: neurotoxinas secretadas por diferentes tipos celulares y activacion de la
microglia y los astrocitos tienen como consecuencia el dario neuronal.
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Estudios in vitro e in vivo demuestran que citocinas como la IL-1f
y el TNF en cultivos de macréfagos, microglia y astrocitos, pueden
ejercer parte de sus efectos neurotdxicos a través de la activacion de
enzimas como la COX-2, acompafiada de la acumulacion de PGE,, que
conduce a apoptosis de las células neuronales (68). Por otro lado, parece
que la liberacién de glutamato por parte de los astrocitos puede ser
modificada por PGs, sugiriendo que la relacion glia-neurona puede verse
alterada por cambios en la concentracion de esta molécula (69).

A pesar de la evidencia cada vez mayor de la implicacion de
COX-2 en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas, existen
pocos datos sobre la expresion de la misma en la encefalopatia VIH y su
papel en la patogénesis de esta enfermedad (70-72).

Regulacion de la expresion de COX-2.

En cuanto a la expresion de COX-2 en el SNC existen varios
trabajos que apuntan a una localizacién exclusivamente neuronal (73) y
por otro lado existen datos de que tanto el ARNm como la propia proteina
se han detectado tanto en neuronas corticales como en astrocitos (74).

La regulacion de la sintesis de COX-2 ocurre tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional regulando la estabilidad del
ARNm (64). Ademas, dependiendo del tipo celular y del estimulo usado,
diferentes factores de transcripcion parecen ser los responsables de la
induccion de COX-2. Estudios de su regulacion transcripcional han
demostrado la implicacion de los factores de transcripcion, CREB (cyclic
AMP responsive element binding factor), AP-1, NF-kB (64), o NFAT en
células T y células endoteliales (75). Recientemente, nuestro grupo ha
descrito que la induccion de la COX-2 en respuesta a gpl120 en células
neuronales estd mediada por la activacion de NF-xB y AP-1 (76),
mientras que en astrocitos el factor de transcripcion implicado en la
induccion de COX-2 es basicamente el NF-xB (72).

Por otro lado, tras la activacion de CXCR4, receptor de gpl20,
por su ligando natural SDF, se induce TNF (77); en astrocitos, el TNF
induce COX-2 y PGE, que incrementa de modo autocrino/paracrino el
Ca®" intracelular y la toxicidad asociada al glutamato. Podria existir de
este modo, una interaccion entre diferentes tipos celulares del SNC con
gpl120 (o SDF)/COX-2 y moléculas inflamatorias a varios niveles que

12
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constituiria una de las base de la neurodegeneracion asociada al VIH-1
(78). Asimismo, inhibidores especificos de la COX-2 bloquean la
replicacion viral y reducen la expresion génica viral debido a una
disminuciéon de los niveles de PGE, (79). Esto es interesante desde el
momento en que en otros sistemas se han relacionado directamente los
niveles de PGE; con el aumento de replicacion de diferentes virus como
el RSV (80), o el virus de la pseudorrabia (81).

CONCLUSION

La infeccion por el VIH induce una respuesta inflamatoria debida
a la activacion celular de la microglia, macréfagos cerebrales y astrocitos,
que a su vez producen mediadores inflamatorios que resultan ser
neurotoxicos. Asi, las células neuronales van a ver alterada su funcion y
su viabilidad por estas sustancias. Ademas, las neuronas pueden aumentar
el proceso inflamatorio produciendo a su vez mdas neurotoxinas. No es
sorprendente que una reaccion inflamatoria de este tipo en un tiempo
prolongado resulte en neurodegeneracion. Como se ha visto a lo largo de
este trabajo, el proceso de neurodegeneracion es multifactorial, de modo
que la terapia dirigida contra uno solo de los factores que participan en el
desarrollo de la enfermedad no asegura en absoluto neuroproteccion. Asi,
es necesario no solamente limitar la produccion de mediadores
inflamatorios si no también la activacion de diferentes tipos celulares que
intervienen en este proceso.
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Necrolodgica

Sesion Necrologica en Homenaje al Excmo. Sr. Don Eduardo Primo
Yifera.

El Excmo. Sefior Don Eduardo Primo Yufera nacio el 1 de abril de 1918 en
Mazarron, Murcia. Tomdé posesion como Académico de Honor el dia 12 de diciembre
de 2002. Fallecio el dia 28 de octubre de 2007. La Sesidén Necrologica se celebro el dia
17 de abril de 2008, coordinada por la Excma. Sra. Diia. Ana M?* Pascual-Leone
Pascual, Vicepresidenta de la Real Academia Nacional de Farmacia, con la intervencion
de los sefores D. José Pio Beltran Porter, D. Vicente Conejero Tomas, D. Juan Julia
Igual y de la Excma. Sra. Dia. Ana M? Pascual-Leone Pascual. Fue presidida por la
Excma. Sefiora Dofia Maria Teresa Miras Portugal, Presidenta de la Real Academia
Nacional de Farmacia.

El Profesor Primo Yufera y la I+D+i.

José Pio Beltran Porter.

Académico Correspondiente de la Real Academia Nacional de Farmacia.

Excma. Sra. Presidenta de la Real Academia Nacional de Farmacia.
Excmo. Sr. Rector Magnifico de la Universidad Politécnica de Valencia.
Excmas. y Excmos. Académicos.

Familiares y amigos de Don Eduardo Primo Yufera.

Seforas y Sefiores.



El Curriculum vitae del Profesor Primo Yufera, que fue Académico de Honor de
la Real Academia Nacional de Farmacia, es de sobra conocido y de facil acceso. Por
esta razén, en mi intervencion de hoy he preferido cefiirme a sus contribuciones a la
[+D+i desde una 6ptica personal, perspectiva que ha ido dibujando en mi cabeza un
retrato de Don Eduardo que hoy quisiera compartir con ustedes.

Conoci al Profesor Primo Yufera, a Don Eduardo, siendo yo un adolescente,
como consecuencia del traslado de mi familia a una vivienda sita en el nimero 9 de la
calle Jaume Roig de Valencia. Se trataba de un edificio denominado, coloquialmente, la
finca de los quimicos, en cuya fachada permanece anclada una escultura de su Patron,
San Alberto Magno. No podia imaginar que Eduardo Primo, aquel quimico que habia
cumplido la cuarentena y que era padre de mis amigos de escalera, Eduardo y Jaime,
acompanaria, de una manera u otra toda mi vida profesional. De hecho, Primo Yufera
ocupa un lugar entre el puiiado de profesores que han influido mas en mi quehacer: José
Beltran Martinez, Catedratico de Quimica Inorganica de la Universidad de Valencia,
Gary A. Strobel, profesor de la Montana State University y los profesores Heinz Saedler
y Hans Sommer del Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung en Colonia.

Mis recuerdos sobre Primo Yufera arrancan de aquella época. Por aquel
entonces los bachilleres teniamos que superar las pruebas que se conocian como
revalidas y que tenian lugar en los institutos de ensefianza media. Quizés influido por la
seriedad de Don Pio Beltran Villagrasa y por la dignidad de su profesion de catedratico
de instituto, yo me vestia para aquellas pruebas de manera especial, como se hace para
las ocasiones importantes. Recuerdo aquella mirada de Primo, incisiva y amable las mas
de las veces, mientras me preguntaba, no sin cierta guasa, donde vas hoy “Petronio”, al
verme vestido asi en un dia laborable; y recuerdo también su gesto de aprobacion al
conocer que era debido a la realizacion de un examen.

Supe que Primo Yufera trabajaba sobre la quimica relacionada con los productos
naturales en los sotanos de la Facultad de Ciencias, donde entonces se cursaban los
estudios de Ciencias Quimicas, y pronto escuché hablar del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, Institucion sita en Madrid a la que ¢l pertenecia. De hecho
fue el CSIC el que acabd con el solar de nuestros juegos de adolescentes, anejo a la
finca de los quimicos, para construir la que seria durante décadas la inica sede fisica de
la que dicha institucion dispuso en Valencia: El Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de Alimentos, coloquialmente el IATA, que se inaugurd en 1966. Para comprender la
trascendencia que tuvo para Valencia la creacion del IATA basta recordar que, en el
momento de su creacidn, sélo era posible desarrollar una Tesis doctoral en los campos
de la Quimica o de la Biologia en un pufiado de Departamentos universitarios, en
general mal dotados y equipados, y tan solo en dos centros de investigacion, el
incipiente Instituto de Investigaciones Citologicas financiado por la caja de Ahorros de
Valencia, dirigido por el profesor Jeronimo Forteza y dedicado a la investigacion
biomédica y, en segundo lugar, en el IATA. En pocas ocasiones, al hablar de
“fundacion” se unen tan intimamente el fundador y lo fundado. El IATA fue producto
en gran medida de la imaginacion, concepcion y consecucion a nivel personal de los
recursos materiales necesarios de su fundador Primo Yufera.

Eduardo Primo fue discipulo del Premio Nobel de Medicina Tadeus Reichstein,
a quién solicitod asesoramiento para la puesta en marcha del IATA que tom6 modelo del
Organisch-chemische Anstalt der Universitdt Basel. La puesta en marcha del IATA y su
concepcion disciplinar, relacionando la Agroquimica y la Tecnologia de los Alimentos
treinta afios antes de que fuera moneda corriente, sin duda constituy6 la contribucion
mas importante de Primo Yufera al desarrollo de la I+D+i en el campo de la



Agroalimentacién. En los laboratorios del IATA se desarrollaron investigaciones y
avances tecnoldgicos con gran repercusion en las industrias agroalimentarias de los
sectores de conservas vegetales, panaderia o productos carnicos. El IATA fue y es,
escuela de iniciacion a la investigacion de un gran numero de cientificos y tecnologos
espafioles y latinoamericanos. Baste recordar y tan solo de la época fundacional a
miembros del IATA como Andrés Casas, Bernardo Lafuente, Jos¢ Royo, Pascual
Cunat, Cristoébal Nebot, Luis Duran, Salvador Barber, Carmen Benedito, José Flores,
Agusti Flors, Rafael Romero, Pedro Fito, Ignacio Fernandez de Lucio, José Sala, José
Luis Rubio, Vicente Conejero, José Luis Garcia Martinez, Juan Carbonell, Ricardo
Flores, Rafael Garro, Luis Navarro, Pedro Moreno, Joan Rib6 o Sebastian Subirats entre
otros muchos.

La gestion cientifico técnica del IATA estuvo inspirada por la de los Institutos
Max-Planck, en los que dicha institucion encomienda la total responsabilidad cientifica
y economica a los directores de los institutos que ejercen toda la autoridad en la toma de
decisiones, tanto en las cuestiones estratégicas como en las que se refieren al dia a dia.
El profesor Primo tuvo la autoridad, la moral y la delegada, lo que le permitié dirigir las
actividades del IATA con eficacia y éxitos sobresalientes.

Avanzado a su tiempo, Primo Ytfera investigd también la posibilidad de obtener
energia para el transporte, lo que hoy llamamos biocombustibles, a partir de los residuos
agricolas y dedicd sus esfuerzos al estudio de la lucha biologica contra plagas,
especialmente contra la mosca blanca de los citricos; estudio que continuaria con €xitos
notables hasta poco antes de su fallecimiento.

Personalmente, debo a la iniciativa de Primo Yufera el haber tenido la
posibilidad de iniciar una carrera cientifica so6lida, ya que aceptd dirigir mi Tesis
doctoral en el IATA sobre las alteraciones metabolicas ocasionadas por el Virus de la
Tristeza de los Citricos (CTV) y me situ6 bajo la directa responsabilidad de Juan
Carbonell, discipulo de Alberto Sols, quien me ensefid las bases de la enzimologia, asi
como de Vicente Conejero con quien aprendi los principios de la bioquimica de plantas.

De aquella época recuerdo dos anécdotas, una sucedi6 al principio y otra al
finalizar mi Tesis doctoral. Unos meses después de mi incorporacion al IATA fui
llamado al despacho de Don Eduardo para comunicarme que me habian concedido una
beca del Plan de Formacion de Personal Investigador del Ministerio de Educacion y
Ciencia. Escuetamente me dijo, para mi sorpresa ¢ indignacion en ese momento, que
recibiria 10.000 pesetas al mes y que me diera cuenta de que ese dinero no era
suficiente para que buscara una novia y me casara, y anadio “sin embargo es mas que
suficiente para que te cortes el pelo y te afeites la barba”. Eran los tiempos de las
carreras delante de los “grises” por los recintos universitarios. Finalizada la Tesis y
decidido el laboratorio americano donde queria realizar una estancia posdoctoral,
solicité su opinion sobre si mi eleccion habia sido la correcta, sobre todo pensando en la
posibilidad de encontrar trabajo a mi vuelta. Me mir6 fijamente y me dijo, “lo
importante es que te especialices, que sigas aprendiendo, quién sabe a tu vuelta lo que
serd prioritario, ahora es mas importante que no te equivoques al elegir esposa”. De
nuevo indignacion por mi parte en ese momento. Este tipo de anécdotas constituyen los
unicos recuerdos que tengo de haber recibido un trato especial por su parte, sin duda
derivado del afecto que me tenia desde pequeiio. Con el tiempo esos enfados se
volvieron en agradecimiento de amigo.

Afos después, a mi vuelta de Estados Unidos, Primo habia dejado el IATA
después de pasar por la Presidencia del CSIC y se habia incorporado a la Catedra de
Bioquimica de la Escuela Superior de Ingenieros Agronomos de la Universidad
Politécnica de Valencia. El director del IATA no consider6 oportuno que diera un



seminario cientifico para explicar mis progresos americanos. Esta vez, tampoco me fall6
Primo, que aunque no me pudo ofrecer un trabajo si que me escuchd atentamente, me
felicitd por lo conseguido y se mostrd dispuesto a que investigara en los laboratorios
que habia establecido en la Escuela de Agronomos. No pude aceptar aquella oferta, ya
que me dieron la oportunidad de incorporarme como Profesor No Numerario (PNN) al
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universitat de
Valéncia.

A principios de los ochenta tuve el honor de ser llamado para formar parte de un
grupo de cientificos jovenes y entusiastas que, bajo la direccion de Juan Rojo Alaminos,
Emilio Mufioz Ruiz y posteriormente del también bioquimico Roberto Ferndndez de
Caleya, tenian como objetivo implementar un sistema de evaluacion cientifica y técnica
de las solicitudes de fondos publicos de investigacion. Es lo que primero se llamo6 nueva
CAICyT y posteriormente Agencia Nacional de Evaluacion y Prospectiva. Lo
conseguimos, y Espafia disfruta de un sistema prestigioso de evaluacion cientifica, con
alto reconocimiento nacional e internacional. Aquello, sin embargo, tuvo también su
coste personal y emocional. De nuevo mi camino y el del profesor Primo Ytufera se
encontraron, ésta vez en forma de choque de trenes. Sucedié que la CAICyT establecio
unos criterios rigidos de incompatibilidades para la percepcion de ayudas que
contemplaban, entre otros aspectos cientifico-técnicos, las ayudas publicas de las que ya
disponian los investigadores a la hora de solicitar las nuevas, y me encontré con una
solicitud de Primo Yufera que incumplia varios de esos criterios excluyentes. No hubo
mas remedio que denegar la solicitud, con gran disgusto por mi parte y también por la
de Roberto Fernandez de Caleya, gran admirador de Primo Yufera y que a buen seguro
hoy nos acompaiaria en este homenaje de no haber fallecido prematuramente. En la
CAICyT actudbamos con luz y taquigrafos, asi que recibi a Don Eduardo para
explicarle los motivos del rechazo de su proyecto. Creo que nunca vi a Primo tan
enfadado como lo estaba aquel dia, aunque escuch6 atentamente mis explicaciones. Veo
que tienes tus razones me dijo, aunque no las comparto. Aquello supuso un alejamiento
emocional que dur6 un par de afios. Luego Primo, el Primo que yo he admirado tanto,
me dijo un dia “José Pio comprendo lo que hicisteis en la CAICYT.... j;ipero
hacérmelo a mi!!!”. Nos reimos a gusto y continuamos con nuestra amistad que durd
toda su vida. Todavia pienso que hicimos lo correcto, pero quizés, desde aquel dia he
pensado que no es bueno sujetarse a normas inflexibles, aunque sin duda en ocasiones
sea conveniente. Y sin duda el Profesor Primo Yufera era caso aparte, como lo ha
demostrado a través de su larga trayectoria investigadora.

Su trayectoria profesional ha sido ejemplo e inspiracion para muchos de
nosotros. Del antiguo TATA surgio la energia para la creacion de cuatro centros de
investigacion valencianos: el Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas
(UPVCSIC), al cual pusimos su nombre como homenaje en vida, porque queriamos que
¢l supiera que nosotros sabiamos la importancia real de su obra; el Instituto de
Investigaciones sobre Desertificacion (UVEG-CSIC-GVA); el Instituto de Biomedicina
de Valencia y el nuevo IATA.

Primo Ytfera fue Presidente del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
desde finales del afio 1974 a comienzos del afio 1977. Si el aislamiento politico era un
lastre para Espafia durante la dictadura, qué decir del aislamiento de una institucion
como el CSIC dedicada a la investigacion cientifica, tarea que por su propia naturaleza
no conoce fronteras. Primo Yufera jug6 un papel importante en la preparacioén del CSIC
para la transicion y tuvo que enfrentarse a la vez al desinterés de los gobiernos de turno
-y eso que hubo hasta tres ministros de Educacion y Ciencia durante su mandato-, y a
los sectores inmovilistas de la Institucién que habian hecho del CSIC su coto privado de



privilegios frente a las universidades. Desde la Presidencia del CSIC Primo impulso6 la
internacionalizacion del Organismo y especialmente la creacion de infraestructuras y el
desarrollo de investigaciones en las areas de Bioquimica y Astrofisica. Cuando muchos
afios después, nuestros caminos se volvieron a acercar, cuando asumi con gusto la
Vicepresidencia de Organizacion y Relaciones Institucionales del CSIC, pude
comprobar la honda huella que el Profesor Primo Yufera habia dejado en la
Organizacién Central del CSIC donde le adoraban por su dedicacion, austeridad,
modestia, y honestidad.

Primo Yufera fue Catedratico de Bioquimica de la Escuela Superior de
Ingenieros Agronomos de Valencia y cofundador de la Universidad Politécnica de
Valencia. Fue un excelente e incansable profesor. Su curso de Doctorado “Iniciacion a
la investigacion” era de los de mayor demanda en la Universidad Politécnica de
Valencia a pesar de que Don Eduardo lo impartia en maratonianas sesiones de cuatro
horas. En los ultimos afios se incorporé a la plantilla del Instituto de Tecnologia
Quimica que compartia edificio con el Instituto de Biologia Molecular y Celular de
Plantas en la Universidad Politécnica de Valencia. Siguid investigando y ensefiando
hasta los ultimos dias de su vida.

Cristiano profundo se aplicd concienzudamente a si mismo la pardbola de los
talentos. Recibi6 mucho talento y lo multiplicé y nos lo devolvio, de manera que somos
sus deudores y, siguiendo su ejemplo, deudores somos también de los que nos siguen en
el camino.

Primo Yufera, del latin primus, el primero, también significa primoroso y
excelente, o premio, o como los nimeros primos Don Eduardo fue entero e indivisible,
o solo divisible por si mismo y por la unidad.

Cuanto honor hizo el profesor a su propio nombre.

He dicho.

Don Eduardo Primo, un maestro. Mi maestro.

Vicente Conejero.

Director del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas “Eduardo Primo
Yufera” (IBMCP), UPV-CSIC.

Excma. Sra. Presidenta de la Real Academia Nacional de Farmacia.
Excmo. Sr. Rector Magnifico de la Universidad Politécnica de Valencia.
Excmos. Miembros de la Academia.

Familiares de Don Eduardo Primo.

Seforas y Sefiores.

Fue en octubre de 1960, en la apertura de curso de la nueva Escuela de
Ingenieros Agronomos de Valencia, la primera vez que vi a don Eduardo. Alli, en un
aula de la antigua Estacion Naranjera de Levante del INIA, situada en las afueras de



Burjasot, que habia sido habilitada para alojarnos provisionalmente (con una
provisionalidad de 7 afios), estdbamos quienes nos habiamos embarcado en la aventura
de unos estudios -los correspondientes a la carrera de ingeniero agronomo- que se
implantaban por primera vez en provincias. Madrid, por aquel entonces, concentraba la
practica totalidad de las carreras técnicas superiores de Espafia y no era facil arrancar
concesiones en aquella tendencia centripeta tan acentuada. Pero alli estdbamos gracias a
la iniciativa de dos hombres: don Eusebio Gonzalez-Sicilia y don Eduardo Primo,
primer director y jefe de estudios, respectivamente, de la nueva Escuela Técnica
Superior de Ingenieros Agronomos. Don Eusebio era, a la sazon, director de la Estacion
Naranjera y don Eduardo, director del entonces Departamento de Quimica Vegetal del
CSIC, que mas tarde se convertiria en el Instituto de Agroquimica y Tecnologia de
Alimentos.

Mientras esperabamos el comienzo de aquella apertura de curso, me asaltaron
una serie de sensaciones y pensamientos negativos. Acostumbrado a la solemnidad y el
empaque del paraninfo de la Universidad en la calle de la Nave o del Salon de Actos de
la Facultad de Ciencias, no esperaba que pudieran producirse muchos milagros en un
aula donde apenas cabian setenta personas, desnuda de tradicion y falta de todo aquello
que pudiera recordar al aura universitaria.

De pronto, delante de nosotros, se presentd, dispuesto a dar la conferencia
inaugural, un hombre menudo de unos 40 afios. Llevaba un cuaderno-archivador de
tapas negras tamafio cuartilla con anillas que ya no le abandonaria jamas en sus clases
(tenia uno para cada asignatura; eran los guiones del programa). Llevaba también un
bigote caracteristico de la época y tenia una calva mas que incipiente. La primera
impresion, desde luego, no era como para cambiar de opinidn sobre lo que podria dar de
si todo aquello. Por fortuna para todos se trataba de don Eduardo Primo, un hombre tan
rebosante de Universidad que iba a llenar de ella no s6lo aquel aula, sino toda la escuela
y cualquier lugar donde ¢l estuviera.

Recuerdo que hizo una introduccion muy breve y profunda acerca de la ciencia y
la tecnologia como motores de la sociedad. Después nos hizo una pequefia arenga en la
que resalto la importancia de aquel momento y de la tarea que teniamos por delante, asi
como el esfuerzo que tendriamos que realizar. Entonces, movido por la transcendencia
del acto y coherente con sus convicciones religiosas y las de la mayor parte de la
audiencia, nos invitd a rezar una oracion, el Padre Nuestro, para que Dios nos ayudara
en aquella andadura. Y sin mas predmbulos, y, por supuesto, sin dejar la primera clase
para el dia siguiente, como todos esperabamos, dio la primera leccion del programa: la
estructura del atomo.

De esta manera se metio en mi vida don Eduardo Primo. Desde entonces, tuve el
privilegio de tenerlo siempre cerca. Primero, como profesor de Quimica Organica,
Bioquimica, Analisis Agricola, Quimica Agricola y Bromatologia. Después, como
Director de la Catedra en donde me formé como profesor de Bioquimica en la ETSIA;
también, como Director del Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos, donde
guid mis primeros pasos como investigador con la ayuda inestimable de mi amigo el Dr.
Pacual Cufiat, que luego seria, también director del IATA a quien quiero también rendir
homenaje desde estas lineas. Posteriormente, como compafiero de catedra en el
Departamento de Biotecnologia de la Universidad Politécnica de Valencia hasta hace
algo mas de un ano que fue arrancado de su trabajo por la enfermedad.

Han sido mas de cuarenta afios aprendiendo junto a un hombre honesto y
generoso, inteligente, culto, claro, preciso en la exposicion de sus ideas, imaginativo,
enérgico (con un genio, por aquellos dias, de mil demonios) y, a la vez, sensible, de
humor socarrén, el propio de la gente sencilla, extraordinaria capacidad de trabajo,



organizado ¢l mismo en sus cosas y capaz de organizar la propia Universidad si le
hubieran dejado. Para muchos era y es una referencia. Para mi significoO mucho mas.
Aunque no siempre estdbamos de acuerdo, en las situaciones dificiles o cuando tenia
que tomar una decision importante, acudia a escuchar su consejo, siempre sabio y
certero.

Don Eduardo me produjo un gran impacto desde el primer momento. Decia
cosas a las que yo no estaba acostumbrado y con un lenguaje muy claro y directo. Iba
con gran facilidad a la esencia de las cosas. Antes de conocerle, me habian hablado de
conceptos, de teorias, de ciencia mas o menos empirica, pero casi siempre con una
vision alejada de la realidad y de su posible aplicacion practica. De cualquier forma, lo
que aquel hombre nos decia en clase sonaba distinto. A €l le preocupaba que los
conceptos fueran introduciéndose en un orden légico y que el conjunto tuviera
intencionalidad y coherencia. Hay que tener en cuenta que algunas de las asignaturas
que explicaba no eran en absoluto convencionales, sino un conjunto, muy tamizado por
¢l, de conceptos que consideraba fundamentales para la formacion quimica y
bioquimica de un ingeniero agrénomo.

Cuéntas veces hemos recordado todos los que tuvimos la fortuna de ser
discipulos suyos, su gran maestria en poner los ejemplos adecuados para ilustrar una
idea determinada. Aquello que parecia surgir con tanta facilidad en sus clases, luego
pude comprobar, que era fruto de una preparacion hecha con el mayor cuidado y
precision. Digo que lo pude comprobar porque don Eduardo fue quien guié mis
comienzos como profesor. Guia que no se limitaba a dar buenos consejos, sino que para
facilitar nuestros comienzos y para que hubiera uniformidad de criterios en todos los
profesores de la Catedra, ¢l nos dejaba guiones de cada leccion, esos cuadernos de
anillas de los que ya he hablado. Alli se desmenuzaban los distintos epigrafes
incluyendo detalles de cada apartado, ejemplos, diapositivas con la referencia exacta y
la bibliografia, precisando hasta la pagina del libro o separata de la revista de donde
habian sido tomadas. No obstante, aquella preparacién tan minuciosa no mermaba la
frescura y amenidad de sus clases.

Una de sus grandes obsesiones era elevar el nivel tecnologico de nuestro pais. Y
ello sélo podia lograrse formando buenos técnicos en todos los &mbitos. Era un hombre
que creia en la ciencia como fundamento de la tecnologia y en esta ultima, como motor
del progreso econémico y social. Pero no solo habia que creer en la ciencia y tecnologia
de los demaés, de los paises ricos de gran potencial industrial, que en eso no es muy
dificil creer. Mucho mas dificil es estar convencido de que nosotros podemos aspirar a
crear nuestra propia riqueza, al menos en parte, con nuestra propia aportacion cientifica
y tecnolodgica.

Como hombre de accion, no se conform6 nunca con permanecer en el mundo de
las ideas y las hizo bajar al suelo. En un principio no podia aspirar a transformar toda la
ciencia y la tecnologia del pais. Por ello, eligi6 una parcela que pensd debia ser
potenciada y que seria adecuada para poner en practica sus ideas. Don Eduardo Primo
habia nacido y habia vivido en un entorno eminentemente agricola. Su padre era
maestro en Carlet, pueblo fruticultor de la Huerta de Valencia. Estudid la Licenciatura
de Ciencias Quimicas en la Facultad de Ciencias de Valencia y ya su tesis doctoral fue
la aplicacion de la Quimica al aislamiento y caracterizacion de unos componentes de las
plantas de gran interés farmacologico: los glucosidos cardiotonicos de la digital. En
aquel momento, la Quimica y la Bioquimica de las plantas era un campo muy poco
explorado y por lo tanto lleno de posibilidades para la investigacion. Parecia obvio que
el futuro tecnoldgico de nuestra tierra debia descansar, en gran parte, en algo que era
una fuente tan importante de riqueza para nosotros: la agricultura.



La clarividencia de su planteamiento basico era y sigue siendo innegable: la
humanidad depende de la alimentacién. Las plantas son directa o indirectamente (a
través de la nutricion de los animales) la fuente mas importante de alimentos y de
materias primas para la industria, incluida la farmacéutica. Todo lo que contribuyera al
conocimiento de las plantas -su estructura, composicion y fisiologia productiva en
relacion con el medio (el suelo, el agua, los insectos, los patdgenos y agentes
estresantes...) y la intervencion tecnoldgica del hombre- presentaba para €l un gran
interés cientifico y tecnologico. Y mads, en una tierra como la nuestra tan dependiente de
la agricultura. Ese fue el objetivo fundamental de su vida de trabajo en sus dos aspectos
fundamentales: la creacion y la transmision de ciencia y tecnologia agricolas. Sus logros
en ambas dimensiones han sido muy importantes. Entre otros: la creacion del Instituto
de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos con su Master en Tecnologia de Alimentos,
ambos de gran prestigio dentro y fuera de nuestras fronteras, y la fundacién, junto con
don Eusebio Gonzalez-Sicilia, de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos
de Valencia. El prestigio de su labor al frente del Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de Alimentos de Valencia le llevd a la Presidencia del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, el organismo que por aquel entonces (primera mitad de la
década de los setenta) canalizaba el mayor esfuerzo del pais en ciencia y tecnologia. Por
todo ello, y por sus trabajos de investigacion en tecnologia de alimentos, le fueron
concedidos una larga lista de honores y condecoraciones entre los que quiero resaltar el
haber sido elegido Miembro de Honor de esta Real Academia Nacional de Farmacia y
que culminaron con el mas alto reconocimiento que este pais da a sus tecnologos: el
Premio Nacional de Investigacion Tecnoldgica “Torres Quevedo”. Y, mas
recientemente, el Premio Rey Jaime I a las Nuevas Tecnologias.

Supongo que quienes me estén escuchando y no tuvieron la fortuna de conocer a
don Eduardo deben de pensar que estoy exagerando. No es facil hacerlo cuando de ¢l se
trata. Don Eduardo superaba toda mi capacidad de exageracion y de sorpresa (que no
son pocas). Y si no, juzgue cada cual por si mismo: un dia habia ido yo a su despacho a
comentarle una serie de cuestiones relativas a nuestro traslado desde los laboratorios del
Departamento de Biotecnologia al que ambos perteneciamos, a los don nuevos institutos
de investigacion que, bajo los auspicios del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas y la Universidad politécnica de Valencia, se habian construido en el campus
de esta wltima. El se iba al Instituto de Tecnologia Quimica (ITQ) y yo, al de Biologia
Molecular y Celular de Plantas (IBMCP), que llevd su nombre “Eduardo Primo
Yufera”, desde su creacion, como testimonio de reconocimiento de la trascendencia de
su obra y de carifio al maestro, por parte de quienes nos embarcamos en aquella nueva
aventura del IBMCP. Ambos institutos estaban emplazados en un mismo edificio, por
cierto, y estdbamos comentando cosas sobre esta nueva situacion. Como ya he dicho
antes, yo recurria a su sabio consejo en momentos de tribulacion. Y aquel lo era porque,
como director del IBMCP, yo tenia que negociar con el director del ITQ algunas
cuestiones territoriales que siempre entrafian dificultad.

Pues bien, a sus setenta y cinco afios, después de hacer de consiliario mio, se
puso a hablar del traslado con la ilusion de un Postdoctoral de treinta y cinco, recién
regresado a Espana de su aventura por esos laboratorios de Dios y dispuesto a comerse
el mundo. Y ya el colmo fue cuando al preguntarle si nos podia ceder algo de espacio en
su laboratorio del Departamento, en tanto nos trasladdbamos al nuevo edificio, me
contestod que si, que los siete doctorandos que tenia con ¢l habian terminado su trabajo
experimental en el laboratorio y estaban ya en fase de redaccion de la tesis. Es inaudito,
pensaba yo. Aquel hombre que tenia sentado frente a mi parecia haber hecho un pacto,
no con el diablo, sino con el Primer y Segundo Principio de la termodindmica: habia



estado estos ultimos afios dirigiendo siete tesis doctorales a la vez; ademads, ha
terminado y estan para salir de la imprenta dos libros suyos (una Quimica Organica
Fundamental y Aplicada para estudiantes de Ciencias y de Ingenieria y una
Introduccion a la Investigacion Cientifica y Tecnologica), da las mismas o mas horas de
clase que yo, tiene una actividad publica importantisima, dedica gran atenciéon a su
entrafiable familia... y le sobra tiempo para ser un documentadisimo melémano y
asiduo impenitente del Palau de la Musica, y también, para controlar las clases de
Bioquimica de su nieta Diana y a mi que soy su profesor.

En aquellos momentos senti algo muy especial: una mezcla de admiracion y de
sana envidia. Pero sobre todo, me sentia orgulloso y afortunado por haber tenido el
privilegio de aprender, trabajar y convivir con un hombre como don Eduardo.
Afortunadamente para todos, la historia continud. Su energia y entusiasmo le dieron
para trasladarse al ITQ, centro dirigido por nuestro querido e insigne profesor Avelino
Corma y, después de varios afos, se volvio a trasladar a unos laboratorios instalados
provisionalmente en una zona de la Politécnica, lo suficientemente lejos del nicleo de la
Universidad y tan poco atractivo, (debo decir que, actualmente, las cosas han mejorado)
que solo esforzados pioneros fueron alld, en espera de mejor suerte. Alli se instalo el
Centro de Ecologia Quimica Agricola, dirigido por el Profesor Jaime Primo Millo, que
nos honra con su presencia y prosiguid su actividad investigadora y profesoral, hasta
que la enfermedad pudo mas que ¢él.

Y ahora, me gustaria completar esta breve semblanza de Don Eduardo,
presentandoles, de un modo muy sucinto, como a €l le hubiera gustado, con la ayuda de
unas diapositivas, dos ejemplos de sus investigaciones en el campo de la Ecologia
Quimica Agricola. Ambos, dirigidos a la lucha contra plagas. El primero, consiste en el
aislamiento y caracterizacion de la estructura quimica y actividad bioldgica de un
compuesto extraido de un hongo entomopatogeno (Penicillium brevicompactum), no
descrito previamente, al que denominaron brevioxima. Fue la primera molécula aislada
de este tipo de hongos con actividad antagonista de hormona juvenil y que interfiere,
por lo tanto, la metamorfosis normal del insecto. El segundo, es el desarrollo de un
sistema de atraccion-esterilizacion para la lucha contra Ceratitis capitata, la mosca de
las frutas, patente registrada en 2006 por la multinacional Syngenta (fusion de Novartis
y Zeneca) y comercializado con el nombre de “Adress”, en muchos paises productores
de citricos.

Hay muchas mas cosas y anécdotas que podria contarles de Don Eduardo y de
mi vida de aprendizaje con ¢l, algunas, al margen de la Academia, reflejos de su
caleidoscopica personalidad. jOjala que estos breves retazos hayan podido hacerle
siquiera un poco de justicia! Mi intencion ha sido traerlo aqui con nosotros, durante
unos pocos minutos, para honrar su memoria.

Agradezco muy sinceramente a esta Real Academia el haberme brindado esta
oportunidad y, a todos Uds., la atenciéon que me han prestado.

Homenaje a D. Primo Yhiifera.

Juan Julia Igual.

Rector de la Universidad Politécnica de Valencia.



Excma. Sra. Presidenta de la Real Academia Nacional de Farmacia.
Sefioras, sefores,

Con emocién y jpor qué no decirlo?, legitimo orgullo, he escuchado con
verdadero interés sus exposiciones, en torno a la figura de nuestro querido profesor, don
Eduardo Primo Ytfera.

Digo emocion, por el afecto y respeto al que se hizo acreedor tanto a titulo
personal como institucional, el gran hombre, excelente profesor, destacadisimo
investigador y en suma maestro, maestro con mayusculas, que fue don Eduardo,
siempre en el recuerdo, que ustedes con sus intervenciones han venido a reavivar, mas
todavia, si ello era posible.

Digo legitimo orgullo, porque tanto yo, como rector, como la Universidad
Politécnica, en tanto que institucion, sentimos el respaldo, el valor afiadido, de ser el
rector y la universidad del profesor Primo Yufera, que tanto curriculum de excelencia,
tanto prestigio nos ha aportado.

El profesor Primo fue un maestro, en el mas excelso sentido. Por eso mismo, fue
también un referente, un modelo a seguir.

Cofundador de la Politécnica de Valencia, le imprimi6 ya desde los primeros
pasos, -y no olvidemos que fue quien impartio6 la primera clase ordinaria-, mucho de su
estilo personal.

Vocacion; pasion por el trabajo; ilusion por asumir nuevos retos diarios; por
adelantarse a su tiempo y hacer avanzar el tiempo de la ciencia; preparacion intensa y
continuada; servicio a los intereses de la sociedad en la que la UPV se inserta, son
algunas y so6lo algunas, de sus infinitas aportaciones a lo que hoy podriamos denominar
cultura politécnica: una forma de ser, un estilo, una linea de ética, superacion y eficacia,
que afortunadamente nos son reconocidos y nos prestigian.

La Universidad Politécnica de Valencia hoy es asi y tiene, como consecuencia,
un gran reconocimiento, en muy buena medida porque el profesor Primo contribuy6 a
que asi fuera.

Gran parte de esa impronta, esa manera de entender la docencia y la
investigacion como hechos dificilmente separables entre si, y la investigacion como un
servicio a la sociedad en sus necesidades concretas, provienen del inmenso legado
intelectual y humano del doctor Primo. Estos dias, cumplimos como institucion nuestros
primeros 40 afos. A lo largo de todo ese tiempo, menos estos ultimos meses, el ejemplo
y el trabajo con presencia diaria de don Eduardo, han sido el espejo en el que mirarnos y
el alto liston que habia que intentar alcanzar.

El, nos hizo en muy buena medida como somos, 0 como aspiramos a ser.

El espiritu y el estilo de la Universidad Politécnica son, en considerable medida,
el espiritu y la historia de don Eduardo Primo.

Por eso, me he tomado la licencia de sincerarme ante ustedes y decirles que
habia seguido el acto con emocion y legitimo orgullo.

En nombre de la Universidad Politécnica de Valencia.

En nombre de cuantos conformamos su comunidad universitaria.

En nombre propio y como rector, gracias.

Gracias, también, y me atrevo con ello a interpretar, el que estoy seguro seria su
sentimiento, en nombre del profesor don Eduardo Primo Yufera. Nuestro ejemplo.

Muchas gracias.



Vivencias en el Instituto del Dr. Primo Yufera.

Ana M?. Pascual-Leone Pascual.

Vicepresidenta de la Real Academia Nacional de Farmacia.

Excma. Sra. Presidenta de la Real Academia Nacional de Farmacia.
Excmo. Sr. Rector Magnifico de la Universidad Politécnica de Valencia.
Excmas. y Excmos. Académicos.

Seforas y Sefiores.

Ante todo quiero manifestar que para mi es un honor que agradezco a la Excma.
Sra. Presidenta de esta Academia el que me haya designado para coordinar esta Sesion.

Y para finalizar este Acto en homenaje a la figura del Dr. Primo Yufera voy a
relatarles unas vivencias propias extraidas de mis recuerdos, y que tuvieron lugar los
afos anteriores a mi llegada a Madrid, en 1970. En esos afios yo trabajé en el Instituto
de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos, fundado por €l en Valencia. Centro
Propio, entonces, del CSIC perteneciente al Patronato Juan de la Cierva. Mi intencion es
que ustedes, los que no le conocieron personalmente, puedan completar, a través de mi
relato, la imagen del ser humano del cual estamos hablando, y la labor que fue capaz de
realizar en tiempos, ademas, muy poco propicios para la investigacion.

Mi afecto, mi carifio y mi respeto por el Dr. Primo Yufera fueron el resultado
directo de mis impresiones durante aquellos afios de trabajo en su Centro Y por esos
sentimientos y por el respeto que su figura me inspira, acogi con entusiasmo y con
verdadero interés la propuesta de su entrada como Académico de Honor en esta Real
Corporacion. En la nota necrolégica publicada en los Anales de esta Real Academia con
ocasion de su muerte, relaté sus logros, sus muchos méritos, y de todo ello se traslucia
la gran labor realizada por el Dr. Primo, toda ella en Valencia, como acaban de exponer
los Ponentes que me han precedido. Mi tierra y la suya por adopcion y carifio.

La primera vez que oi hablar de ¢l hace mucho tiempo, nos remontamos al afio
1947, cuando yo comencé en la Facultad de Ciencias de Valencia el primer curso de
Farmacia, el curso comun con Quimicas, justamente el afio antes de trasladarme a
Barcelona a estudiar dicha Licenciatura en la Facultad de Farmacia catalana entonces
era imposible seguir los estudios farmacéuticos en Valencia.

Los muy jévenes alumnos de primero oimos hablar aquel afio, de un profesor a
quien la Facultad no facilitaba espacio para montar un laboratorio de investigacion, y
como, finalmente, lo instalé él en unos lavabos. D. Eduardo Primo Yufera seria
entonces un hombre joven, nunca lo conoci, ni le vi. Pero aquello me impacto y, por mis
muchas conexiones con Valencia, pude seguir, y tuve interés en ello, su gran trabajo,
sus esfuerzos. La creacion, mucho mas tarde del Instituto de Agroquimica, y la
construccion en la calle Jaime Roig del edificio correspondiente, hoy ocupado por el
Instituto de Biomedicina del CSIC.

En mis continuas visitas a mi familia y amigos pude constatar como su nombre
era cada vez mas conocido en Valencia y de forma obligada cuando se hablaba de



trabajo serio y bien realizado en vertiente de investigacion. Durante tiempo la
investigacion en Valencia, si no estaba realizada por €1, de alguna manera procedia de ¢l
o de su grupo.

Eran tiempos dificiles para investigar, cuando ¢l comenz6. Cuando uno decia
que queria investigar, o hablaba de investigacion, incluso honorables profesionales, casi
no terminaban de comprender de qué se estaba hablando. Los créditos eran muy escasos
y muy escasas las becas y las ayudas. Evidentemente, no habia grandes recursos
después de una guerra, pero, ademas, habia también que propiciar y preparar el
ambiente y las mentalidades para poder comprender el alcance y la importancia del
trabajo de investigar. Por ello, la labor realizada con seriedad por la gente de la
generacion de D. Eduardo, hay que ser viejo para, verdaderamente, comprenderla. Esas
generaciones abrieron paso y prepararon las mentalidades para los que seguimos en
dicho esfuerzo. No, no es verdad que era facil, o mas facil entonces, como dicen
algunos jovenes. Nunca es facil, pero en aquel tiempo hubo que prepararlo todo. Y hubo
que hacerlo con gran esfuerzo y con honestidad.

Fue por los conocimientos mios sobre la investigacion en Valencia por lo que
después de mi formacion en Paris y de haber sacado ya una plaza de entrada al Consejo,
que se llamaba de Ayudante Cientifico, en el Patronato Alfonso el Sabio, el Patronato
que abarcaba a todos los Centros Mixtos ubicados en la Universidad, llegué a Valencia
en 1967-68 y pensé en trabajar en Agroquimica con el Dr. Primo.

Pero mi formacion era en biomedicina, por ello tuve que pasar primero por la
experiencia de trabajar en la Facultad de Medicina que tenia una delegacion del
Consejo. En donde yo, ademas, habia realizado, al acabar mi carrera, mi Tesis Doctoral
con el Prof. Garcia-Blanco. Pero Garcia-Blanco ya no estaba, se habia jubilado y su
laboratorio estaba totalmente desguarnecido. Yo, ademas, tenia, debido a mi reciente
traslado a Valencia, toda una serie de problemas administrativos.

Problemas ficticios, derivados, en el fondo, de la gran escasez de vacantes en el
Consejo, sobre todo en ciudades pequenas situadas fuera de Madrid. En el Consejo las
plazas, se otorgan a personas, a un curriculum, y si esa persona se traslada o se muere
no crea vacantes en el Centro donde trabaja, porque o se lleva la plaza, si le conceden el
traslado o, si desaparece, pasa a un reservorio, y dicha plaza se cubrira por otra persona
con méritos suficientes, demostrados ademas en una oposicidon. En principio la plaza es
a persona no a Centro.

Pero cuando hay muy pocas vacantes, muy pocas dotaciones, como entonces,
aunque te concedieran el traslado, habia problemas ficticios que creaban gentes del
Centro que querian quedarse con tu plaza. En fin, la primera vez que visité a Primo y lo
conoci en el Instituto de Agroquimica le pedi que queria trabajar en su Centro, ya que
en Medicina era imposible hacer nada, y le conté, justificando la historia con
documentos y curriculum, mis problemas administrativos. Recuerdo perfectamente lo
que me dijo: “lo que Vd. me cuenta de su plaza, lo que quieren hacer, no es legal y, por
tanto, yo no lo voy a consentir en el Consejo. Si usted no puede trabajar en Medicina
puede hacerlo aqui, que es un Centro Propio del CSIC. Vuelva la semana que viene”.

Cuando volvi me dijo: “he estado en Madrid, ya le dije que lo de su plaza no es
legal se arreglard, ;pero quiere Vd. empezar a trabajar aqui mafana? el tiempo pasa...”.
Y comencé en el Departamento de Investigacion Fundamental, con Andrés Casas al
frente de ¢l. La mano derecha de Primo.

Siempre me entendi con D. Eduardo. Se tenia la sensacion de hablar con alguien
que inspiraba confianza porque decia la verdad, no perdia el tiempo, era eficaz.

En el Departamento de Investigacion Fundamental nos llovian los problemas de
todas las Secciones del Instituto: la tristeza del naranjo, los problemas del arroz



enriquecido con proteinas, la manera de distribuir los fertilizantes, los problemas de
todas las vertientes estudiadas en el Instituto. Todo ello era un buen entrenamiento para
un investigador joven como yo, que tenia que comenzar por hacer bibliografia de cada
tema y cambiar continuamente de problema, y que, ademas, no tenia base Agroquimica
sino tan s6lo Bioquimica. Pero me fue muy util.

Una vez me llamo6 D. Eduardo y me encargod, personalmente, que revisara el
protocolo que estaban utilizando de distribucion de un fertilizante con P 32. Dicho
protocolo se habia confeccionado dando por supuesto que la distribucion del fertilizante
era un problema de dilucion isotdpica. Yo tenia experiencia, conocia bien lo que
realmente significaba la dilucidn isotopica de un is6topo, porque, ademas, acababa de
realizar los cursos para usuario de isdtopos en la Junta de Energia Nuclear, en Madrid.
Estudié, profundamente, la cuestion y llegué a la conclusion de que aquello no era un
problema de dilucion isotdpica. El dia fijado para la reunién con D. Eduardo, con el Dr.
Casas y con los de la Seccion que tenian el problema, me decian “no digas que no es
una dilucion isotopica, se va a enfadar D. Eduardo, no le va a gustar nada”. Yo estaba
algo tensa, tenia mi exposicion sumamente preparada. Previamente, me habian hecho
los compaiieros todo tipo de recomendaciones: mi conveniencia o no de contradecir el
protocolo, que si alguien no formado en el Instituto no podia ir a contar, y a decir, que
aquello estaba equivocado; en fin, un buen preambulo para estar tensa. Recuerdo aun su
mirada penetrante cuando empecé a hablar en el encerado, y cuando comencé a exponer
mis razones, y puse la formula de la dilucion isotdpica. Expliqué porqué creia que
aquello no lo era. Finalmente, y después de un silencio, D. Eduardo dijo simplemente:
“La chica tiene razén eso no es una dilucidon isotopica” y acepto, absolutamente, mi
propuesta de protocolo.

Primo Yufera era ante todo un investigador en busca de la verdad en las
cuestiones. Sin mas recovecos, ni tensiones, D. Eduardo era un buscador de la verdad
con honestidad. Por ello, y por su gran capacidad de trabajo, pudo realizar la gran labor
que hizo en Valencia.

Unos meses antes de trasladarme a Madrid, D. Eduardo me llam¢ para decirme
que si yo estaba de acuerdo ¢l tenia la posibilidad de pedir una plaza de Colaborador
para el Centro y yo podria presentarme a la oposicion. Para mi era muy importante, yo
estaba en Comision de Servicio, subia de categoria y me quedaba en Valencia, pero mi
marido y yo pensabamos ya pedir Madrid y venirnos. Por ello le contesté: “Para mi
seria una gran oportunidad, pero no quiero que usted la pida, la saque y luego yo me
vaya a Madrid. Creo que no engafiaria a nadie, pero menos lo haria con usted”.

El Dr. Primo agradeci6 siempre mi gesto, que €l evidentemente merecia. Cuando
fue Presidente del Consejo, si yo pedia verle siempre encontr6 un momento para
recibirme. D. Eduardo Primo Ytfera pertenecid a una generacion que trabajé muy duro,
y en muy malas condiciones, y los que le seguimos tendremos siempre una deuda de
gratitud con ¢él. Su figura y su trabajo ahi estan para manifestarlo.

La ciudad de Valencia le ha rendido, finalmente, muchos honores, pero los que
le conociamos, sabemos que son profundamente merecidos y ganados por ¢l. Hoy, aqui,
no hemos hecho mas que manifestar nuestro afecto y tratar de destacar su figura en su
contexto.

Evidentemente su familia, su esposa e hijos, pueden estar muy orgullosos de ¢l y
también lo puede estar la Real Academia Nacional de Farmacia por su acierto al elegirle
Académico de Honor de esta Real Corporacion.

He dicho
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