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stimados socios: Permitidme comunicaros que,
con objeto de adaptarnos a nuevos tiempos y
circunstancias, se ha tomado la decisién de publicar
la revista exclusivamente en formato online. El
cambio de la edicién impresa a la publicacién digital es un
paso importante, pero a medida que los costes, tanto de
impresion como de envio, van en aumento, esta
posibilidad cada vez ha resultado mas atractiva para los
miembros del Comité Editorial y la Junta Directiva. Pero
con la publicacién online - en formato pdf - no sélo se
reducen los costes de publicacién y envio sino que,
ademas, se mantiene su formato de impresién y logramos
tener una publicacién mas portatil y accesible desde
cualquier dispositivo electrénico.
En esta ocasion la revista incluye dos articulos de revisién.
En la primera de las revisiones, Maria Fernandez Diaz y
Abel Gayo, del Instituto FIV4 de reproduccién humana de
Oviedo, nos exponen, de forma detallada, el papel de las
citoquinas proinflamatorias en la receptividad endometrial
durante la implantacién embrionaria. Este proceso
fisiolégico esta orquestado por una compleja secuencia de
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sefales que hacen del endometrio un ambiente
inmunolégico Unico. Laliberacién de citoquinas debe estar
perfectamente orquestada, tanto en intensidad como en
tiempo, paraalcanzar un estado endometrial receptivo ala
implantacién, dado que cualquier alteracién en la
produccién de estas citoquinas conducen
indefectiblemente al fallo de laimplantacién o al aborto.

La segunda revision trata del papel del canal termosensible
TRPM8 en la transduccién sensorial del frio y la generacién
de hipersensibilidad dolorosa al frio en respuesta a lesién.
En esta ocasién, Alejandro Gonzalez, Maria Pertusa y
Rodolfo Madrid, del Laboratorio de Neurociencia del
Departamento de Biologia de la Universidad de Santiago
de Chile, ponen de manifiesto el papel del TRPM8 como la
principal entidad molecular responsable de la
transduccién del frio en las neuronas sensoriales primarias
del sistema somatosensorial y destacan su importancia en
las alteraciones sensoriales que aparecen con
posterioridad a diversas formas de lesién en estas
neuronas.

Una vez mas, espero que disfrutéis de las merecidas
vacaciones estivales con este interesante nimero de la
revista FISIOLOGIA.

Juan A Rosado

* Editor °
Juan Antonio Rosado Dionisio. Departamento de Fisiologia, Universidad de Extremadura, 10.074 Caceres
Teléfono: 927 25 71 39 © Fax: 927 2571 10 * E-mail: jarosado@unex.es.
¢ Comité editorial

Ana Isabel Alcalde (Universidad de Zaragoza, aalcalde@unizar.es), Diego Alvarez (Universidad de La Laguna, dalrosa@ull.es), Teresa Giraldez (Universidad
de La Laguna, tgiraldez@mac.com), Celestino Gonzalez (Universidad de Oviedo, tinog@uniovi.es), Ana llundain (Universidad de Sevilla, ilundain@us.es),
Juan Martinez-Pinna (Universidad de Alicante, juan.martinez-pinna@ua.es) y Carlos Villalobos (CSIC, carlosv@ibgm.uva.es).

Disefo, Maquetacién e Impresién: Imprema Gréficas Jardin S.L. - 927 62 63 89 - impremagraficasjardin@gmail.com




GRUPOTAPER

TECNOLOGIASANITARIAYCIENTIFICA

N\ £

GRUPO TAPER, S.A. se funda en junio de 1989 mediante la agregacion de seis
empresas que contaban con una experiencia de mas de 25 afios en la distribucion
de productos sanitarios y cientificos.

s PAC

MEDIC ENDOSCOPIA

\ |/ OTAPER

TECNOLOGIASAPJITAPIAYCIENTIFICA

o _
SRRHACASTDELMEDIC) I = o

Desde el afo 2004, las actividades de las companias que formaban el Grupo (Endoscopia
Médica, Pacisa y Giralt, La Casa del Médico y Dissa) han sido absorbidas e integradas en
un unica empresa denominada Grupo Taper, S.A. Dentro de |a estrategia de expansion del
grupo, ha extendido sus actividades a Portugal, mediante la adquisicion de tres empresas,
lo que sitia a GRUPO TAPER, S.A. entre las primeras companias de distribuciéon de productos
sanitarios y cientificos de la peninsula ibérica, con un equipo de mas de 140 profesionales y
unos fondos propios de 24 millones de Euros.

Avda. Industria, 49 ¢ Edificio Fresno. 22 pl. - Pol. Ind. « 28108 ALCOBENDAS (Madrid)
Teléfono: 916 596 520 - Fax: 916 610 084 / e-mail: informacion@grupotaper.com

www.GRUPOTAPER.com




©CARTA DEL PRESIDENTE

ueridos socios, queridos amigos:

Esta carta, con el verano en puertas, sera la Gltima que pueda dirigiros como Presidente de la SECF. Todos estos afios en los
que he tenido responsabilidades en la Junta Directiva, han sido, creedme, tremendamente enriquecedores tanto en el aspecto
de gestién cientifica, por lo que han significado de servicio a la comunidad de la Fisiologia espafnola, como personal, por la
relacién fantéstica que he podido mantener con mis compareros de viaje, decisivos, siempre, en todo lo que hemos hecho.

Ha sido una época de trabajo intenso en la que comenzando con la presidencia de Constancio Gonzalez, siguiendo con el mandato de Ginés
Salido y ahora finalizando con el mio, hemos intentado promocionar la SECF en el ambito internacional, modernizar nuestra Sociedad,
colaborar con otras entidades, y hacerla mas atractiva y cercana a todos los socios y también a la gente de la calle. Nos hubiera gustado hacer
mas, naturalmente; vosotros juzgaréis cual ha sido el resultado. De todas formas, os animo a pensar con cierta indulgencia teniendo en cuenta
que, como casi siempre, lo mejor est4 por veniry Guillermo Alvarez de Toledo se encargara de ello.

Y no solo eso. En el horizonte mas préximo, a finales de Septiembre, tendremos la oportunidad de celebrar el Congreso Nacional que os
auguro sera excelente, porque excelente es el trabajo que han venido haciendo los Comités Organizador y Cientifico para preparar una
reunién de alto nivel en todos los aspectos. Habida cuenta lo que esta sufriendo la sociedad en general y la ciencia en particular, os animo, una
vez mas, a que os acerquéis a Granada. No se me ocurre un balsamo mejor para la que esta cayendo, que la buena cienciay la compaiiia de los
colegas de la Fisiologia.

Queridos amigos, ha sido un privilegio servir ala SECF como Presidente. Desde aqui os deseo la mejor de las suertes, porque como una vez dijo
Thomas Jefferson:

“Me gustan mas los suenos del futuro que la historia del pasado”.

Un fuerte abrazo,

Javier Cudeiro Mazaira
Presidente de la SECF
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PAPEL DE LAS CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS
EN LA RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL

Maria Fernandez Diaz* y Abel Gayo
FIV4 Instituto de Reproduccién Humana

Calle Naranjo de Bulnes 4, 33012 Oviedo. Principado de Asturias.

* Autor para remitir correspondencia: Maria Fernandez Diaz. E-mail: m.fernandez@fiv4.es

La implantacién embrionaria requiere de un dialogo entre el embrién y el microambiente uterino. La ventana de implantacion esta

orquestada por una compleja secuencia de sefales que hacen del endometrio un ambiente inmunoldgico Unico. En este proceso el

balance Th1/Th2 es de vital importancia para la consecucién del embarazo, o en caso de su desregulacion, para la pérdida

gestacional o el fallo de implantacién.

El analisis mediante biopsia endometrial ha mostrado que aquellas pacientes con alteraciones reproductivas como fallos de

implantacién o abortos de repeticién tienen un desbalance en la expresion de varias de estas citoquinas.

Si bien es cierto que es muy dificil adscribir los diferentes procesos de la implantacién y embarazo a una sola citoquina, cada dia

conocemos mas de esta imbricada red de moléculas, hasta el punto de que se han afiadido a los medios de cultivo embrionario

alguna de ellas para mejorar las tasas de embarazo. Conseguir que estas moléculas sean biomarcadores de receptividad

endometrial sera el reto mas esperanzador en los préximos afios.

Papel de las citoquinas proinflamatorias en la receptividad
endometrial.

El fenémeno de receptividad endometrial e invasion del
trofoblasto es considerado el mayor factor limitante para el
establecimiento del embarazo (Edwards 1998). Una receptividad
uterina inadecuada es responsable de aproximadamente dos
terceras partes de los fallos de implantaciéon, mientras que el
embrién en si mismo, es responsable de sélo un tercio (Simon et al.
1998; Ledee-Bataille et al. 2002).

El proceso de implantacién embrionaria ocurre en tres
fases bien diferenciadas, aposicién, adhesién e invasién. En cada una
de ellas existe un didlogo molecular-celular sincronizado entre un
endometrio receptivo y un blastocisto funcional, que tiene lugar
entre los dias 6 y 10 post-ovulacién (ventana de implantacién) (Paria
et al. 2002; Singh et al. 2011). Durante esos dias ocurre en el
endometrio un proceso de diferenciacién de las células estromales
denominado decidualizacién, en el que dichas células adquieren un
perfil secretor, y junto con la formacién de los pinépodos, dan lugar a
la liberacién de mdltiples factores que interacttian con las citoquinas
para llegar en sincronia al establecimiento final del proceso de
implantacién embrionaria.

Se ha utilizado el balance Thl/Th2 para describir la
modificacién del microambiente inflamatorio del endometrio
(Wegmann et al. 1993; Chaouat et al. 1997). Asi la respuesta de tipo
Thl se caracteriza por la induccién de citoquinas proinflamatorias
(IL-2, IL-12, interferén-y y TNFa), las cuales juegan un papel
fundamental en la receptividad del endometrio y la implantacién
temprana, mientras que una respuesta de tipo Th2, tiene caracter
anti-inflamatoria mediante la produccién de citoquinas como IL-4,
IL-5 e IL-10 y es esencial para el mantenimiento del embarazo
(Wilczynski 2005).

En términos generales, cuando se produce un fracaso en la
invasién, se suele asociar a un aumento del perfil de citoquinas tipo
Th1, aumentando su produccién por parte de macréfagos, células T
citotdxicas, células Natural Killer uterinas (uNK), del endometrio y
del propio blastocisto en detrimento de citoquinas de perfil Th2.

Cuando la implantacién se ha conseguido, es el perfil Th2
quien esta incrementado permitiendo que el embrién semialogénico
consiga “evadir” una posible respuesta inmune de rechazo a la
implantacién y su mantenimiento durante el proceso de gestacién.
Es de destacar que el embrién produce casi siempre citoquinas con
actividad proinflamatoria como muestra de un proceso activo en el
que requiere “infliltrarse” en un ambiente mas o menos hostil,
generado por un endometrio mas o menos receptivo, que en

contraposicién con el embrién, intenta generar un estado
antiinflamatorio con laayuda de hormonas esteroideas.

Entre las citoquinas cuya funcién ha sigo mas clarificada y
mas estudiada tanto en los procesos murinos y humanos, destacan
las siguientes:

Interleuquina | (IL-1).

LaIL-| es unacitoquina proinflamatoria que perteneceala
superfamilia IL- Ibeta/TLR y esta presente a lo largo de todo el ciclo
menstrual, pero alcanza su maxima expresién en la fase secretora,
siendo producida tanto por las células estromales y endoteliales,
como por el embrién y por células del sistema inmune como
macréfagos y uNK (Bankers-Fulbright et al. 1996; Rossi et al. 2005)
correlacionandose positivamente su produccion con el éxito de la
implantacién (Sheth etal. 1991; Baranao etal. 1997).

Varios estudios proporcionan una fuerte evidencia de que
la IL-1B puede desempefiar un papel fundamental en la interfase
materno-embrionaria (Simon et al. 1994a; Simon et al. 1994b;
Krussel et al. 2003; Paulesu et al. 2008; Bourdiec et al. 2012); tanto
es asi que se han detectado concentraciones de esta citoquina en el
liquido folicular de pacientes sometidas a técnicas de reproduccién
asistida, y junto con IL-6, incluso a las 48 horas de cultivo
embrionario (Austgulen etal. 1995; Baranao etal. 1997).

La IL-1 actéa sobre las células endometriales humanas
para inducir la secrecién del factor inhibidor de leucemia (LIF),
prostaglandina E2 (PGE 2), integrinaB3 , todos ellos factores
necesarios para una correcta implantacién (Tabibzadeh et al. 1990;
Sawai et al. 1997; Simon et al. 1997; Dey et al. 2004). De hecho, IL-
I3 esta presente en mayor concentracién en el sinciotrofoblasto,
decidua y macrdéfagos de endometrios que consiguen embarazo,
con respecto a aquellos que nunca lo consiguen. Ademas, la
presencia de receptores paralL-| (IL-1RI) en el embrién demuestra
que también éste responde a la presencia de esta citoquina, y lo hace
aumentando la produccién de hCG (hormona gonadotropina
coridnica).

Factor inhibidor de leucemia (LIF).

LIF es una glicoproteina polifuncional miembro de la
familia de citoquinas IL-6 y de accién principalmente
proinflamatoria. Es secretada por el Utero y el blastocisto y sus
efectos pleiotropicos se logran por unién al receptor
heterodimérico de LIF que esta formado por LIFRy gp | 30. Participa
en funciones de diferenciaciéon y proliferacién celular, esenciales
ambas para una correcta implantacién embrionaria, siendo la
progesterona el mayor regulador de la expresién de esta citoquina.



La primera evidencia del papel de LIF en el estudio de la
implantacién en modelo murinos tuvo lugar a cabo del estudio de
que ratones deficientes en LIF no implantan. Sin embargo, tras la
suplementacién de LIF, se restablece laimplantacién (Stewart 1994).
Se ha visto que en ratones deficientes en LIF- y/o mutantes o en
gp130, no se produce la implantacién. Sin embargo, si estos
embriones son transferidos al fenotipo wild-type, se recupera la
implantacién (Ernstetal. 2001).

LIF juega un papel activo en el reclutamiento de
macroéfagos, eosindfilos y uNK hacia el lugar de la implantacién,
participando en la mejora de la decidualizacién de las células del
estroma del endometrio. Asi se ha encontrado una menor expresion
de LIF en mujeres con miltiples fallos de implantacién (Shuya et al.
201 1; Wuetal. 2013). En mujeres con infertilidad indiopatica y fallos
de implantacién repetidos se ha comprobado la presencia de
mutaciones en el gen de LIF (Steck etal. 2004).

En cuanto a los receptores de LIF se sabe que se expresan
en las células estromales decidualizadas adyacentes al blastocisto
implantado ya que por biopsia de endometrio se ha visto mMRNA y
expresion de proteinas de LIF a lo largo del ciclo menstrual con
niveles pronunciados en la fase media y tardia secretora (LH+6 y
LH+9) coincidiendo con la formacién de los pinépodos (Singh et al.
2011) asi como altas concentraciones producidas también por la
placenta (Bhatt etal. 1991; Cullinan et al. 1996; Kondera-Anasz etal.
2004). En pacientes con abortos de repeticiéon o pérdidas
gestacionales tempranas, la expresiéon de LIF estd alterada con
respecto a las pacientes que consiguen embarazo, pero aiin no se ha
podido dilucidar si esto es una causa o efecto de LIF (Aghajanova et
al.2003).

La administracién de LIF humana recombinante durante la
fase litea compensa los bajos niveles de expresion endometrial
mejorando las tasas de implantacion en mujeres con fallos repetidos
deimplantacién (von Rango et al. 2004; Singh etal. 201 1).

Interleuquina 6 (IL-6).

Si bien IL-6 es una interleuquina con acciones
principalmente proinflamatorias, puede ejercer, en determinadas
circunstancias, acciones antiinflamatorias, todo ello a través de
gp130. Su expresién, y la de su receptor IL6R, se produce durante la
fase media secretora y localizada principalmente en las células
glandulares epiteliales y estromales, habiéndose observado una
expresion anormal en pacientes con abortos de repeticion (Singh et
al.2011).

La expresién de IL-6 esta up-regulada a su vez por
multiples factores, incluyendo IL-1, hormonas esteroideas, en
especial el estrégeno, pero también down-regulada por hCGy TGF-
B.

La presencia de receptores tanto en el endometrio como
en el blastocisto sugieren un papel autocrino y paracrino de la IL-6
durante la implantacién en especies murinos, asi ratones deficientes
en IL-6 mostraban fertilidad reducida.

Estudios recientes han encontrado niveles disminuidos de
RNAmM de IL-6 asociados a abortos de repeticién, ya que esta
citoquina desarrolla funciones de crecimiento tanto de trofoblasto
como de la plancenta (Jasper et al. 2007). Sin embargo, en otros
estudios se encontraron niveles séricos elevados de IL-6 en estas
pacientes, lo que podria indicar que la expresion sistémica de IL-6 es
diferente de una concentracién local uterina (Dimitriadis et al.
2005).

Interleuquina I | (IL-11).

Esta citoquina con actividad antiinflamatoria es producida
principalmente por las células del epitelio y del estroma, y alcanza su
maxima concentracién durante el periodo de decidualizacién
(Dimitriadis et al. 2005), pero también las células invasivas del
trofoblasto son productoras de IL-1 | y su receptor (IL-1 IRa) en las
primeras fases del embarazo, sugiriendo un papel activo de esta
citoquina en el proceso de placentaciéon (Chen etal. 2002).

Si bien TNF-a, una citoquina eminentemente
proinflamatoria, se encuentra incrementa en la fase secretora del
endometrio y a su vez aumenta la produccién de IL-11, se ha
descrito un mecanismos de feed-back negativo por parte de IL-1 I,
disminuyendo la expresiéon de TNF-a, al menos en la fase del

embarazo, lo que demuestra la compleja red necesaria de citoquinas
tanto para el establecimiento de la implantacién, como para la
consecucién del embarazo.

La expresiéon de IL-11 estd también up-regulada por el
estradiol mientras que la progesterona produce una down-
regulacién de la misma, de forma que el ciclo estrogénico también
juega un papel importante en la respuestainmune (Singh etal. 201 I).

Su receptor IL-1 |Ra es expresado por la mayoria de tipos
celulares de forma no ciclica a lo largo del ciclo menstrual. Se ha
demostrado que ratones deficientes o mutantes en ILI |Ra tienen
defectos de fertilidad debido a las alteraciones en la decidualizacién.

La sefnal de IL-1 | es necesaria para la maduracién decidual
especifica de uNKy la regulacién de la invasion del trofoblasto (Steck
et al. 2004). En estudios de biopsia endometrial, la expresion de IL-
Il es baja en mujeres con pérdida recurrente de embarazo,
endometriosis (Stoikos et al 2003) y también en aquellas mujeres
con embarazos ectépicos no viables, comparados con los viables, lo
que indicaria que una inadecuada produccién de IL-11 afectaria
también al proceso de invasién inicial del trofoblasto (von Rango et
al.2004).

Interleuquina 15 (IL-15).

La IL-15 es una citoquina esencial en la produccién de
células NK en la médula ésea. Es el fenotipo CD5 brightCD 16- el
que se encuentra incrementado en mayor proporcién en la fase
media secretora, y junto con los macréfagos, son los mayores
productores de IL-15 (Verma et al. 2000). Se observé una
correlacién positiva entre los niveles de RNAm de IL-15 con el
nimero de uNK en el estromay no en el epitelio luminal ni glandular
de mujeres con fallos de implantacién, lo que indica que la IL-15
puede jugar un papel en el control de la funcién de las uNK, no solo
tras las decidua en el inicio del embarazo, sino en la regulacién de las
uNK propiamente dichas (Mariee et al. 2012). Una vez inducidas
estas uNK se incrementa la produccién de IFN-y mediada por IL- 12
y/o IL-8, ambas citoquinas proinflamatorias.

Su expresion en el epitelio glandular y el estroma del
endometrio se ve incrementada en mujeres con aborto recurrente y
fallos repetidos de implantacién (Chegini et al. 2002). La expresion
incrementada de IL-15 en la decidua esta relacionada con la
alteracién de laimplantacién y la vascularizacién, con el consecuente
rechazo fetal y placentario (Mariee et al. 2012). En la fase avanzada
de la gestacién, IL- 15 incrementa la produccién de GM-CSF, IL-10 e
IL-13, citoquinas de perfil TH2, necesarias para el mantenimiento
del embarazo (Cooper et al. 2001; Cooper and Broxmeyer 2001;
Eriksson etal. 2004).

Interleuquina 8 (IL-8).

Esta citoquina proinflamatoria que pertenece a la
superfamilia de las quemoquinas es producida por el endometrio y
su expresién aumenta significativamente durante el proceso de la
decidualizacién, junto con otras quemoquinas como MCP-1, MIP-
| beta, RANTES, eotaxin.

IL-8 induce una respuesta Thl, en particular aumentando
la produccién de IFN-y, sin embargo en ausencia de IL-12 puede
ejercer acciones antiinflamatorias aumentando larespuesta Th2.

Esta citoquina también aumenta la produccién de IL- 13, la
quimoataxis de las uNK asi como su activacién posterior.

El gradiente de quimiocinas ejerce un papel fundamental
no solo en el trafico de células del sistema inmune al lugar de la
implantacién, sino también en el posicionamiento del trofoblasto
(polaridad) frente al lugar donde se producira la adhesién, con la
masa celular interna hacia el endometrio, y su posterior invasion, si
bien los mecanismos ultimos de este proceso permanecen aun sin
dilucidar (Dominguez etal. 2005).

Interleuquina 18 (IL-18).

LaIL- 18 (perteneciente a la misma clase de la superfamilia
IL-1B/TLR) es un citoquina de actividad proinflamatoria. Todos los
componentes de IL-18 son producidos por las células epiteliales,
mas que por las estromales, a lo largo del ciclo menstrual.

La produccién de esta citoquina alcanza su maximo
durante la decidualizacién, siendo inhibida por el incremento de
estrogenos.



IL-18 induce una respuesta de tipo Thl, aumentando la
sintesis de IFN-y. Sin embargo, en ausencia de IL-12, puede inducir
una respuesta Th2, aumento de IL- 13 y activaciéon de uNK. Es, por
tanto, la presencia de otras citoquinas las que en ultima instancia
determinan el papel final de alguna citoquina como es el caso de IL-
I8, que en lineas generales su produccién incrementada suele
correlacionarse con fallos de implantacion (Ledee-Bataille et al.
2005).

Factor estimulante de colonias granulocito-macréfago (GM-
CSF).

Existe una amplia distribucién tanto de GM-CSF como de
su receptor en los conductos oviductales, el endometrio y la
placenta, lo que sugiere que desempena un papel, no solo en los
eventos locales durante el embarazo, sino probablemente ya
durante la fertilizaciéon (Robertson 2007). Es la fase secretora del
ciclo donde se observa una mayor expresién de GM-CSF si bien las
células que fijan la placenta al dtero, los trofoblastos
extravellositarios, expresan en gran medida su receptor, lo que
indica que en la placentacién esta citoquina pudiera estar llevando a
cabo labores de mantenimiento del embarazo. Si bien se propuso
que GM-CSF regula la morfogénesis y la diferenciaciéon del
trofoblasto, todavia no se determinaron las funciones exactas de
esta citoquina sobre el embrién, pero en estudios llevados a cabo in
vitro e in vivo, la suplementacién a los medios de cultivo de esta
citoquina parece que rescata a las pacientes con fallos de
implantacién o abortos de repeticién previos (Ziebe et al. 2013).
Posibles explicaciones a este efecto parecen ser las funciones que
tiene GM-CSF en el reclutamiento de células dendriticas y linfocitos
T reguladores en el lugar de laimplantacién, convirtiendo el ttero en
un lugar “inmunotolerante” y asi permitiendo la implantacién
(Guerinetal. 2009).

Es de destacar que el embrién produce casi siempre
citoquinas con actividad proinflamatoria como muestra de un
proceso activo en el que requiere “infliltrarse” en un ambiente mas o
menos hostil, generado por un endometrio mas o menos receptivo,
que en contraposicién con el embrién intenta generar un estado
antiinflamatorio con laayuda de hormonas esteroideas.

Todos estos procesos deben de estar perfectamente
orquestados en la intensidad y en el tiempo para alcanzar un estado
receptivo a la implantacién, dado que cualquier alteracién en la
produccién de estas citoquinas, al alza o la baja, y en un espacio-
tiempo inapropiado, conducen indefectiblemente al fallo de la
implantacién o al aborto, si bien es evidente que debido a la alta
imbricacién de esta red de citoquinas, no siempre se puede atribuir a
unasola, la desregulacién del proceso de implantacion.
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TRPMS8 es una canal catiénico, permeable a calcio, activado por disminuciones de temperatura, por compuestos naturales y sintéticos
que evocan sensaciones de frio y por voltaje. Este canal es la principal entidad molecular responsable de la transduccién del frio en las
neuronas sensoriales primarias del sistema somatosensorial. TRPM8 tiene ademas un papel importante en las alteraciones sensoriales
que aparecen con posterioridad a diversas formas de lesién en estas neuronas, particularmente, en la generacién de hipersensibilidad

dolorosa al frio inocuo en respuesta a dafio axonal periférico. En el presente articulo revisaremos las principales caracteristicas de la

transduccién del frio dependiente del canal termosensible TRPM8 en el sistema somatosensorial, asi como la participacién de este

canal polimodal en las alteraciones sensoriales asociadas a la lesion de los axones de las neuronas somatosensoriales primarias.

Papel del canal termosensible TRPM8 en la transduccion del
frio.

Entre las diversas modalidades sensoriales, la deteccién de
variaciones en la temperatura ambiental resulta critica para la
supervivencia y la capacidad de adaptacién de los organismos en
diferentes ambientes. Los organismos endotermos mantienen su
temperatura corporal constante en presencia de un amplio rango de
temperaturas ambientales, lo que permite el funcionamiento de los
procesos celulares de manera independiente de las condiciones
externas. Las neuronas sensoriales primarias del sistema
somatosensorial se encargan de la deteccién de estimulos fisicos y

quimicos y su transformacion en sefales eléctricas que luego viajan a
los centros superiores de integracién. La transduccién de estimulos
térmicos en la generacién de potenciales de accién tiene lugar en las
terminales libres de los axones periféricos de las neuronas
termorreceptoras que inervan la piel y las mucosas. La informacién
espacial y temporal del estimulo térmico, codificada en un patrén de
disparo de potenciales de accién, se transmite a las respectivas
neuronas sensoriales secundarias en la médula espinal, para luego
ser procesada y finalmente interpretada como una sensacion
térmica a nivel superior, dando origen a diversas respuestas
fisiologicas y conductuales.



El andlisis de las sensaciones evocadas por diferentes
temperaturas ha permitido establecer un rango de temperaturas
asociadas a cuatro categorias de percepcién térmica: frio y calor
inocuo y frio y calor lesivo. A nivel celular, cada una de estas
categorias se asocia a la sefalizacién mediada por un subgrupo de
fibras aferentes primarias, en las cuales el perfil de expresién
funcional de diferentes canales de iones, tanto transductores como
generadores de actividad eléctrica, las dota de la capacidad para
responder preferentemente a un tipo de estimulo (Belmonte y col.
2008). A nivel anatémico, las fibras implicadas en la deteccién del frio
corresponden a una subpoblacién de fibras de tipo C amielinicas y de
tipo Ad poco mielinizadas, cuyos somas se encuentran en los
ganglios raquideos y trigémino. Estas neuronas pseudounipolares
presentan un axén Unico, que se divide en una rama periférica que
inerva los tejidos diana, y una rama central, que se dirige hacia el asta
dorsal de la médula espinal (Figura |). En condiciones basales, es
decir, cuando la temperatura de la superficie de la piel se encuentra
en torno a los 33°C, los termoreceptores de frio inocuo disparan
potenciales de accién de forma principalmente aleatoria y a baja
frecuencia (Hensel y col. 1951, Schepersy col. 2010). El descenso de
la temperatura a la que se expone la superficie de la piel cuando baja
la temperatura ambiente, o la aplicacion de mentol, un alcohol
secundario producido por plantas del género Mentha, inducen un
incremento en la frecuencia de disparo de potenciales de accién de
los termorreceptores de frio. El mentol a concentraciones
subumbrales sensibiliza la respuesta al frio de estas neuronas,
mientras que los aumentos de temperatura las silencian (Hensel y
col. 1951, Schepers y col. 2010). Por su parte, los nociceptores de
frio, sensibles al frio lesivo, permanecen principalmente silentes a la
temperatura de reposo de la piel. Estas neuronas inician el disparo
de potenciales de accién cuando la temperatura de la piel alcanza
valores que inducen sensacién de dolor, i.e., por debajo de los 15°C
aproximadamente (Schepers y col. 2010, McKemy 2013). El
desarrollo del potencial de receptor y la excitabilidad neta de ambos
tipos de fibras esta gobernada por el perfil de sensibilidad térmica,
quimicay al voltaje de varios tipos de canales de iones que conviven
en las terminales y axones de estas neuronas termorreceptoras.

El clonamiento molecular del canal termosensible TRPM8
(delinglés Transient Receptor Potential Melastatin 8) en 2002, llevé a

asociar a una Unica entidad molecular la capacidad de responder a
frio de las neuronas somatosensoriales primarias, y proporcioné una
explicacion para la conocida sensacion de frescor producida por la
aplicaciéon tépica de compuestos que generan sensacion de frio
como el mentol y el eucaliptol (McKemy y col. 2002, Peier y col.
2002). De la misma forma, el descubrimiento de TRPM8 sirvi6 para
afianzar la idea de que la termotransducciéon descansaria
principalmente en mecanismos dependientes de canales de la
superfamilia TRP, cuya sensibilidad térmica individual cubre un
determinado rango del espectro de temperaturas posibles
(Patapoutian y col. 2003, Dhaka y col. 2006, McKemy 2007). La
superfamilia de canales TRP estd compuesta por al menos 28
miembros, que se organizan en seis subfamilias en mamiferos
(TRPCs, TRPVs, TRPMs, TRPMLs, TRPPsy TRPA). Once miembros
de esta superfamilia son termosensibles, cominmente llamados
termoTRPs. Algunos de ellos, como TRPMS8, se expresan en el
sistema somatosensorial y son componentes moleculares clave en la
magquinaria la transduccién de estimulos térmicos y de modulacion
de la actividad eléctrica de los diversos tipos de neuronas sensoriales
primarias en este sistema (Dhaka y col. 2006, Gees y col. 2012,
Pertusay col. 2012).

TRPMB8 es un canal catiénico permeable al i6n calcio, que
al igual que otros canales TRP funciona como un receptor polimodal
con la capacidad de integrar diferentes tipos de sefales fisicas y
quimicas (Latorre y col. 2011, Madrid y col. 2014). Este canal
termosensible se activa directamente por disminuciones de la
temperatura (Figura 2A). El umbral de activacién de TRPM8 variaen
un amplio rango de temperaturas, que abarca desde los 17 a los
25°C en sistemas de expresion heteréloga, rango que se extiende
incluso hasta los 33°C en neuronas somatosensoriales primarias
sensibles a frio inocuo (Viana y col. 2002, de la Pefia y col. 2005,
Madrid y col. 2006, Malkia y col. 2007, Madrid y col. 2009, Parra y
col. 2010). Como se mencioné anteriormente, algunas sustancias de
origen natural (mentol) o sintéticas (icilina) que evocan sensaciones
de frescor, activan directamente al canal (Figura 2A) (McKemy y col.
2002). TRPM8 también es activado por voltaje, con una marcada
rectificacion de salida en su relacién corriente-voltaje (McKemy y
col. 2002, Peier y col. 2002). A temperaturas equivalentes a la
temperatura de reposo de la piel y en ausencia de agonistas, se
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Figura |. Representacion esquematica de la inervacion somatosensorial de la piel y los principales canales iénicos presentes en las terminales
sensibles a frio. La piel del tronco y las extremidades se encuentra inervada por neuronas somatosensoriales primarias cuyos somas se encuentran en los
ganglios raquideos. Los termoreceptores de frio (—) y los nociceptores de frio (—) corresponden a fibras de tipo C amielinicas y fibras de tipo Ad poco
mielinizadas, cuyas terminales se localizan en las diferentes capas de la dermis y epidermis. La transduccién del estimulo térmico en un potencial de receptor
ocurre en las terminaciones libres de las neuronas sensibles al frio, donde su dotacién especifica de canales iénicos da forma a su excitabilidad (recuadro inferior
izquierdo). TRPM8 es el principal sensor molecular del frio en estas neuronas (cuadro verde punteado). La coexpresién del canal TRPM8 con el canal activado
por calor y por capsaicina TRPVI, o con el canal sensible a frio lesivo y a sustancias irritantes TRPAI, se ha descrito en un porcentaje variable de fibras
termorreceptoras de frio de alto y de bajo umbral. Los canales K, I.1-K,|.2 (responsables de la corriente de freno |,,), TREK-I/TRAAK (responsables de una
corriente de potasio de fuga termosensible) y HCN | /HCN2 (responsables de la corriente |,) contribuyen a configurar la respuesta eléctrica neta al estimulo de

frio.
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requiere un voltaje fuertemente despolarizado para conseguir una
activacion significativa del canal (McKemy y col. 2002, Peier y col.
2002). Tanto la disminucién de la temperatura como la aplicaciéon de
agonistas resulta en un desplazamiento de la curva de activacién por
voltaje del canal TRPM8, permitiendo que este se abra a valores de
potencial de membrana mas negativos y fisiolégicamente relevantes
(Figura 2A). El analisis termodinamico del proceso de apertura y
cierre del canal demuestra que un importante cambio entrépico
asociado al proceso de apertura da cuenta de su elevada
dependencia de la temperatura (Q,~25). El cambio entrépico
asociado a la transicién hacia el estado abierto es compensado por
un cambio de entalpia equivalente que permite la reversibilidad del
proceso (Brauchi y col. 2004, Voets y col. 2004). El mecanismo
molecular que da cuenta de la activacién de TRPM8 y otros canales
termoTRPs por estimulos térmicos no se conoce en su totalidad.

La demostraciéon mas sélida de la participaciéon de TRPM8
en el proceso de transduccién del frio en los rangos inocuo y lesivo se
obtuvo tras el desarrollo de ratones knockout para este canal. Los
resultados obtenidos en los diversos estudios conductuales llevados
a cabo con ratones knockout de TRPM8 muestran que, a pesar de
leves discrepancias en los rangos de sensibilidad observados en
distintos trabajos, en todos los casos la carencia de la expresion
funcional de este canal induce una clara deficiencia en su capacidad
de responder a estimulos de frio (Bautista y col. 2007, Colburny col.
2007, Dhaka y col. 2007). Por su parte, los estudios funcionales de
imagen de calcio con cultivos primarios de los somas de neuronas
somatosensoriales primarias, y el registro directo de fibras intactas
del nervio safeno de estos animales, muestran también una
disminucién del porcentaje de neuronas sensibles a frio y a mentol y
de la magnitud de las respuestas a estos estimulos (Bautista y col.
2007, Colburn y col. 2007), aportando un marco molecular para
explicar las deficiencias sensoriales en respuesta a la estimulacion
confrio.

El uso de la aproximacién experimental en la que los
somas de las neuronas de los ganglios raquideos y trigéminos se
utilizan como modelo in vitro de las terminales periféricas de estas
neuronas, muestra entre otras la existencia de dos tipos de
termorreceptores de frio en funcién de su umbral de activacion. Asi,
es posible encontrar neuronas de frio de bajo umbral, que se activan
con descensos leves de la temperatura y que representarian el
modelo de las fibras asociadas a la termotransduccién de estimulos
de frio inocuo, y neuronas de frio de alto umbral, que
corresponderian al modelo de las fibras asociadas a la deteccién del
frio molesto y potencialmente doloroso (Figura 2B). Un analisis
detallado de ambos tipos de neuronas demuestra que su
termosensibilidad estd asociada a un balance en la expresién
funcional de canales TRPM8 y de los canales de potasio
dependientes de voltaje tipo Shaker KvI.| y Kvl.2, responsables de
la corriente de freno |,,. La corriente |, es una corriente de salida de

potasio, de activacidon rapida e inactivaciéon lenta, sensible a
concentraciones en el rango UM de 4-aminopiridina, y que acta
como freno de la excitabilidad de las neuronas somatosensoriales
primarias (Viana y col. 2002). Esta corriente, que se activa a
potenciales subumbrales al disparo de potenciales de accién en estas
neuronas, impide que los descensos de temperatura activen
inespecificamente a neuronas de otras modalidades sensoriales
(Vianay col. 2002). Las neuronas de bajo umbral presentan una alta
expresién de TRPM8 y una baja expresion de |,,, mientras que las
neuronas de alto umbral expresan mayores niveles de |, y presentan
niveles de expresiéon mas bajos de TRPM8 (Madrid y col. 2009).
Contribucién del canal TRPM8 a la hipersensibilidad dolorosa
al frio tras dafo axonal.

La lesion de los axones de las neuronas somatosensoriales
primarias puede propiciar la modificacién de la expresién funcional
de los canales i6nicos encargados de gobernar la transduccién y la
generacién de actividad eléctrica de estas neuronas. Esta alteracion
en la excitabilidad asociada al dafio axonal esta relacionada con la
aparicién de diversas formas de dolor neuropatico, entre las que se
encuentra la hipersensibilidad dolorosa al frio (Dray 2008, von Hehn
y col. 2012). Si bien la principal entidad molecular responsable de la
sensibilidad al frio en el sistema somatosensorial corresponde a
TRPMS, exiten otros canales de iones que contribuyen a dar formaa
la excitabilidad de estas neuronas en respuesta a estimulos térmicos.
Entre estos canales, han sido sefalados como elementos
moleculares relevantes en la generacién de la respuesta al frio de
estas neuronas el canal termoTRP TRPAI, canales de Na’
dependientes de voltaje, canales de K™ dependientes de voltaje,
canales de K" de fuga como TREK-1 y TRAAK, canales de Ca’*
dependientes de voltaje, y canales HCN (Figura |) (Dray 2008, Noel
y col. 2009, Emery y col. 2011, Julius 2013). En el caso de la
hipersensibilidad dolorosa al frio en respuesta a dano axonal, algunos
de estos canales han sido involucrados en la apariciéon de esta
alteracién sensorial postlesion, y TRPM8 parece cumplir un papel
fundamental.

La participacion de TRPM8 en la respuesta dolorosa
postlesién a la estimulacién por frio inocuo, ha sido confirmada
mediante el uso de herramientas tanto moleculares como
farmacolégicas. Como ya se ha comentado, los ratones knockout de
TRPMB8 presentan una reduccién severa de la sensibilidad al frio en el
rango de temperaturas inocuoy lesivo. Resulta interesante que estos
animales también presentan una disminucién en la generacién de
hipersensibilidad dolorosa al frio, tanto en modelos de respuesta
inflamatoria por inyeccién con adyuvante completo de Freund,
como en modelos de dolor neuropatico inducido por ligacién
crénica del nervio ciatico (Colburn y col. 2007). En una
aproximacién complementaria, el bloqueo farmacolégico de
TRPM8 in vivo ha demostrado ser también eficiente en la
disminucién, al menos parcial, de la hipersensibilidad al frio
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Figura 2. Relacion corriente-voltaje del canal TRPMS8 y registro representativo de una neurona raquidea sensible a frio de bajo umbral en
cultivo. A Registro de la corriente de célula completa bajo voltaje controlado, donde se puede observar la relacién corriente-voltaje del canal TRPM8
transfectado transitoriamente en células HEK293 a una temperatura basal de 33°C (Control), tras disminuir la temperatura hasta 20°C (Frio), tras la aplicacion
del agonista mentol a una concentracién de 100 uM (Mentol) y en presencia de mentol a 20°C (Frio+Mentol). B. Registro simultineo de la [Ca’"]; (trazo
superior), el disparo de potenciales de accién en configuracién cell-attached (trazo medio) y la temperatura (trazo inferior) en una neurona trigeminal sensible
al frio, de bajo umbral, en cultivo. Cuando la temperatura del baio alcanza el umbral (29.1°C para esta célula) se produce un incremento de [Ca’*], coincidente
con el inicio del disparo de potenciales de accién. El retorno a la temperatura basal (33°C) hace que la célula deje de disparar potenciales y se recuperen los

niveles iniciales de [Ca™],.



resultante del dano axonal periférico (Knowlton y col. 2011). La
reciente generacion de animales que carecen por completo de la
inervacion por fibras que expresan el canal TRPM8, también ha
aportado evidencias que apuntan a la implicacion de estas neuronas
en el desarrollo de hipersensibilidad dolorosa al frio. En este caso, se
ha observado una importante reduccién de la respuesta nociceptiva
asociada a la estimulacién por frio en los mismos modelos de
respuesta inflamatoria y dolor neuropatico (Knowlton y col. 201 3).
Paraddjicamente, algunos estudios también apuntan a la
participaciéon de estas fibras en la generacién del fenémeno de
analgesia asociada a la aplicaciéon de estimulos de frio inocuo y
compuestos refrescantes en condiciones fisiolégicas (Proudfoot y
col. 2006, Knowlton y col. 201 3), aunque los mecanismos asociados
a este proceso analgésico mediado por TRPM8 no han sido
aclarados en su totalidad.

Pese a que las evidencias acumuladas con el uso de ratones
knockout sugieren la implicacion de TRPM8 en la generacién de
estas alteraciones sensoriales, diversos estudios aportan resultados
contradictorios sobre las modificaciones en la expresion de TRPM8
en respuesta a dano axonal periférico. Por un lado, se ha descrito un
aumento de TRPM8 a nivel de mRNA y de proteina en modelos de
dolor neuropatico por constricciéon crénica del nervio ciatico
(CCNQ) en rata, observando una correlacién entre el curso
temporal de este aumento y la presencia de respuesta hiperalgésica
al frio (Proudfoot y col. 2006, Frederick y col. 2007, Suy col. 201 1).
Xing y colaboradores utilizando el mismo modelo animal y de lesién
observaron un incremento del porcentaje de células TRPM8
positivas por inmunohistoquimica en secciones de ganglios
raquideos, asi como un incremento del nimero de neuronas
sensibles a frio y mentol y un aumento de la magnitud de sus
respuestas a estos agonistas de TRPM8, tanto en experimentos de
imagen de calcio como de patch-clamp (Xing y col. 2007). Sin
embargo, y en marcado contraste con estos resultados, existen
trabajos que apuntan a que la generacién de hipersensibilidad
dolorosa al frio no esta asociada a aumentos en la expresion de
TRPMS8, o incluso reportan una disminucién de los niveles de
expresion de este canal en respuesta a lesion (Katsura y col. 2006,
Namer y col. 2008, Caspani y col. 2009, Staaf y col. 2009). Asi, la
disminucién del mRNA y de la proteina del canal TRPM8 se han
descrito en diversos modelos de dolor neuropatico como la ligacién
del nervio espinal a nivel del ganglio L5 (Katsura y col. 2006) y la
axotomia del nervio peroneal y tibial (Staaf y col. 2009) en ratas.
Ademas, el modelo utilizado por Katsura y colaboradores, que
mantiene la integridad del ganglio L4 adyacente a aquel donde se
practica la ligacién (L5), pone de manifiesto que las modificaciones
no se restringirian a este Ultimo, sino que también en el ganglio L4
adyacente y no lesionado se produce un incremento del mMRNAy la
proteina correspondiente a otro canal termosensible, el TRPAI,
manteniéndose invariables los niveles de TRPM8 (Katsura y col.
2006). Por otro lado, se ha sugerido que la CCNC en ratén produce
una disminucién a nivel de mRNA del canal TRPMS8, donde la
evaluacion de la respuesta funcional de las neuronas en cultivo
aisladas de los ganglios L3-L5 por imagen de calcio no muestra
variaciones a nivel del porcentaje de neuronas que responden a
estimulos de frio y mentol ni de la magnitud de la respuesta (Caspani
y col. 2009). Las razones de esta controversia no han sido
completamente aclaradas.

Asi, la evidencia experimental acumulada en mas de 12
anos de estudio apunta inequivocamente a que el canal
termosensible TRPM8 es la entidad molecular mas relevante en la
sensibilidad al frio en el sistema somatosensorial. Laimportancia de
este canal como el principal responsable del desarrollo del potencial
de receptor despolarizante en respuesta a descensos de la
temperatura ambiente en las neuronas de frio es a dia de hoy
ampliamente aceptada. Este sorprendente termosensor molecular
participaria también en el desarrollo de la hipersensibilidad dolorosa
al frio que sigue a diversas formas de lesién de las neuronas
somatosensoriales primarias, y paraddjicamente tendria también un
papel relevante en la analgesia mediada por frio. La funcién y las
propiedades biofisicas de este canal pueden ser finamente reguladas
por diversas cascadas de sefalizacion intracelular, modificaciones

postraduccionales e interacciones con otras proteinas que influencia
finalmente la sensibilidad térmica y quimica de las neuronas
termorreceptoras de frio que expresan este extraordinario canal de
iones polimodal.
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Estimados colegas:

En nombre del Comité Organizador y como presidente del mismo, tengo el gusto de invitaros a
participar en el XXXVII Congreso de la Sociedad Espafiola de Ciencias Fisiologia (SECF), que se
celebrard en Granada (Parque de las Ciencias) del 24 al 26 de septiembre de 2014 y en el que
esperamos contar con vuestra asistencia.

Nunca antes se habia celebrado el Congreso de la Sociedad en Granada, a pesar de que el
Departamento de Fisiologia de nuestra Universidad ha sido un germinero histérico de ilustres
fisidlogos y de haber generado una escuela mantenida en el tiempo y que cuenta con investigadores
en la mayoria de las universidades espafiolas.

Granada es una ciudad turistica y de confluencia de culturas en donde la Universidad es el eje
vertebral del entramado socioecondmico. Cuenta con las infraestructuras necesarias para abordar
con éxito el gran evento de nuestra Sociedad y cautiva tanto a los que la visitan por primera vez como
a los que la redescubren en sus frecuentes visitas.

Sera una oportunidad Unica de encuentro entre investigadores y docentes de la Fisiologia,
garantizando la discusidn enriquecedora y el establecimiento de intereses comunes que impulsen
nuestra ciencia. La Granada que observa al cientifico, creara el clima necesario para asegurar la
sinergia y mantener la juventud de nuestra disciplina.

El Congreso se celebrara en el Parque de las Ciencias, marco escénico iddneo por contar con las
infraestructuras modernas requeridas para el evento, por estar muy préximo al centro histérico de la
ciudad y por la posibilidad de que los congresistas disfruten de todas sus exposiciones, tanto
permanentes como temporales (“Nutricidn, Impulso Vital”; “Viaje al cuerpo humano”, “A propdsito
de Oloriz”, etc.).

Se prevé la asistencia de unos 250-300 congresistas, la presentacion de unas 250 comunicaciones
tipo poéster y de unas 50 orales. Todo ello junto a dos conferencias plenarias y 15 simposios
articulados en los que se analizaran los Ultimos avances y revisaran algunos de los paradigmas
emergentes. Creemos que es un disefio atractivo y enfocado a garantizar el encuentro, la discusion y
el establecimiento de redes entre las distintas universidades. Los congresistas dispondran en el
recinto del Parque de las Ciencias de wifi gratuita y tendran acceso a los contenidos del programa
cientifico a través de una aplicacién android disefiada a tal fin.

La recepcion tendra lugar en el Ayuntamiento de la ciudad y la cena de clausura se celebrara en el
Palacio de los Cdrdova, edifico de portada renacentista, con su atrio interior realizado con elementos
gobticos y techos de artesonado mudéjar. Estd rodeado de bellos jardines y huertas con magnificas
vistas de la Alhambra y del Generalife. Se ubica en la Cuesta del Chapiz y para su acceso se camina por
una de las calles con mas embrujo de la ciudad (Paseo de los Tristes).

El Congreso contara con numerosas actividades sociales, que se podran disfrutar en el transcurso
del Congreso o bien en dias anteriores o sucesivos al mismo, y entre las que destacan: visita nocturna
a la Alhambra, visita guiada a la Catedral y Capilla Real, ruta de la tapa, visita guiada al Albaicin y
visita a la Alpujarra.

Esperamos que esta programacion sea de vuestro agrado y os animamos a participar activamente
al encuentro bianual de los fisiélogos esparioles.

Un cordial saludo, Jesis Francisce Redriguez Huertas
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