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CARTA DEL PRESIDENTE s

{Boletin 2,1-2, Julio-Diciembre, 1999) mi preocupa-

cion por la evolucidn de los presupuestos publicos
de investigacion en nuestro pais. En realidad se deberia
hablar mas bien de su "involucién”, no obstante el maqui-
llaje con que se presentaban al incluir en ellos programas
de construccion de armamento que representaban la mitad
de los mismos. Desde entonces, lamentablemente, la
situacién ha ide a peor. No sélo los nuevos presupuestos
conservan la misma tendencia y disfraz, sino que no se ha ~
ejecutado aun una parte importante de los anteriores, con- an } en su qu'm.
gelandose los libramientos a proyectos ya aprobados. Ello { OPJHIOH del ¢
ha afectado gravemente la actividad de muchos investiga-
dores. En los tltimos meses se han elevado varias voces
en los medios de comunicacion y en prestigiosas revistas
cientificas (Nature) denunciando este estado de cosas y/o
aportando valiosas reflexiones sobre la situacion de la
Ciencia esparfiola. Entre éstas, destacan las de algunos
miembros de la SECF (Carlos Belmonte, Juan Vicente
Sanchez Andrés, eic.). Mientras que parte de los mencio-
nados desastres pueden ser coyunturales (esperémoslo),
derivados del caos que seglin parece esta suponiendo la
organizacién del flamante Ministerio de Ciencia y
Tecnologia, el futuro a medio y largo plazo sigue pare-
ciendo cada vez mas sombrio. Diversos analisis de los
presupuestos muestran gue las cantidades destinadas a
investigacion "de verdad” son, en dinero contante, realmen-
te inferiores a las de hace diez afios. El nuevo polinomio
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ahora tan de moeda, "I+D+I" diluye ain mas la escasa
dedicacion de recursos que a la investigacion basica se le
ha concedido tradicionalmente en nuestro pais. Los nue-
vos disefios de politica cientifica siguen sin tener en cuen-
ta que, como recordaba recientemente el Premio Nobel de
Fisica Jerome Friedman, "la investigacion basica es la
clave de la futura innovacion”.

Por otra parte, vuelve a hablarse por responsa-
bles ministeriales cualificados de una inminente reforma
de la LRU en el 2001. Siaello se suma la reforma en mar-
cha de los planes de estudios, parece que el afio entrante
va a ser particularmente critico en cuanto a toma de deci-
siones que afectaran de modo importante a la vida univer-
sitaria, probablemente durante décadas.

Todo ello me lleva a insistir en la urgente necesi-
dad de que la SECF "haga politica", tratando de transmi-
tir y hacer valer nuestros puntos de vista ante los respon-
sables politicos y administrativos de la actividad investiga-
dora y la ensefianza universitaria. Creo que es el momen-
to, inaplazable, de constituir un "lobby" (un consejo o con-
ferencia permanente de sociedades cientificas espafiolas)
que se encargue de estas tareas. Nuestro inminente
Congreso conjunto con las sociedades integrantes de la
FESBE nos ofrece una oportunidad Unica para ello que no
debemos desaprovechar. Hagamos que nuestra reunién
de Alicante sea asi doblemente productiva.

En el lado de las buenas noticias, debemos felici-
tar por la obtencién de importantes premios de investiga-
cion otorgados por instituciones privadas a varios miem-
bros de la SECF, como Francisco Mora Teruel, Jose Maria
Delgado Garcia (ambos anteriores Presidentes) y José
Lopez Barneo (mis disculpas, en su caso, a quienes
habiendo recibide galardones similares no haya mencio-
nado por carecer de informacion sobre ello: ruego se me
hagan llegar las noticias de este tipo para comentarlas
publicamente como merecen). Proporcionan una buena
prueba de la vitalidad y vigor de nuestra disciplina y ejem-
plo para los jovenes fisidlogos.

Manuel Mas
Presidente de la SECF
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DESTELLOS

La clarificacién de los mecanismos implicados en la
transmisién sindptica ha necesitado, a lo largo de
su historia, el desarrolle de métodos sofisticados
con los que cuantificar y observar fenémenos suti-
les que, ademds, suceden de manera extremada-
mente rdpida. La amperometria en parche, des-
arrollada hace unos aiies por Alvarez de Toledo y
Lindau, constituye una técnica extremadamente
elegante, a la par que muy poderosa, para el and-
lisis de los acontecimientos secretores que tienen
lugar en la proximidad de la membrana celular. El
articulo de Lucia Tabares hace una puntual presen-
tacién de los hechos més importantes relacionados
con lo secrecién, y explica con claridad la interde-
pendencia existente entre los procesos de endoci-
tosis y exocitosis.

EXOCITOSIS Y ENDOCITOSIS,
¢DOS PROCESOS ACOPLADOS?

Lucia Tabares

uno de los momentos més interesantes de su his-

toria. Se dispone de técnicas muy potentes y hay
preguntas claves que responder a fin de comprender
bien este proceso. La transmisién sinaptica requiere la
liberacion hacia el espacio sinaptico de las moléculas de
neurofransmisor contenidas en las vesiculas sinapticas
mediante el proceso de exocitosis. Este proceso, junto
con la cadena de eventos que se ponen en marcha tras
la llegada de un potencial de accion al terminal presi-
naptico, es extraordinariamente rapido, de forma que en
la mayoria de las sinapsis el retardo sinaptico es del
arden de 0.2 a 0.5 ms. Esta rapidez del proceso exoci-
tico contrasta con el curso temporal hasta ahora descri-
to para el procese contrario, la endocitosis.

Numerosos estudios sobre endocitosis se han
realizado con técnicas de microscopia electronica. Estos
estudios han permitido obtener gran numero de detalles
sobre el reciclade de membranas en las sinapsis. Sobre
esta base se ha construido la ya llamada teoria clasica
de la endocitosis. En ella se describe la endocitosis
como la internalizacion de pequefias cantidades de
membrana plasmatica, previo revestimiento del lado
citoplasmatico de la misma por moléculas de clatrina.
Este fenémeno, que ocurre fuera de la zona activa, pare-
ce tener lugar en el orden de decenas de segundos des-
pues de la llegada del potencial de accién al terminal
presinaptico.

La descripcion de la endocitosis a través de
vesiculas recubiertas de clatrina ha perdurado practica-
mente inalterada desde que se promulgé hace casi trein-
ta afios. Sin embargo, en la actualidad, gracias al des-
arrollo de nuevas técnicas de gran resolucion temporal y
espacial, parece cada vez mas evidente que ésta no es
la unica forma de endocitosis, sino que existe una via
paralela, mucho mas rapida y de gran importancia fun-

l a investigacion de la transmision sinaptica esta en

cional. Aungue los datos concluyentes sobre la existen-
cia de esta segunda ruta de endocitosis son recientes,
su existencia fue postulada hace mas de 25 afios por
Bruno Ceccarelli. Este investigador propuso que durante
la exocitosis la membrana de la vesicula sinaptica no se
incorpora totalmente a la membrana plasmatica, sino
que las vesiculas sélo contactan con ella de forma rever-
sible por un tiempo relativamente corto, el necesario
para que se libere el neurotransmisor, tras lo cual se
internaliza. A este proceso se le ilamo “kiss and run".

La teoria de "kiss and run" implica que los pro-
cesos de exocitosis y endocitosis estan acoplados, es
decir, que son interdependientes. Esto supone numero-
sas ventajas para la célula. Por gjemplo, permite gue
durante la estimulacion continua de un terminal presi-
naptico éste no se desestructure por el aumento de
superficie de membrana que supone la incorporacion de
la membrana de las vesiculas a una tasa mas alta que
su retirada de la misma. Otra posible ventaja es que la
transmision sinéptica puede mantenerse con un numero
relativamente bajo de vesiculas activas ya que una vez
internalizadas pueden ser rellenadas con neurotransmi-
sor sin tener que sufrir un proceso de resintesis en los
endosomas cercanos.

En nuestro laboratorio hemos estudiado la ciné-
tica y la regulacion de la exocitosis y endocitosis en célu-
las cromafines de la médula adrenal en cultivo.
Registramos |as variaciones en la capacidad eléctrica en
un microdarea de membrana, cuyos valores son directa-
mente proporcionales a los cambios de superficie de la
misma. Esta téenica tiene resolucion para detectar fusio-
nes de vesiculas individuales de tamafio sinaptico. Al
mismo tiempo, registramos la liberacion de catecolami-
nas resultante de la fusion de un Unico granulo gromafin
mediante la utilizacion de una fibra de carbono de 5 mm
de diametro como detector electroquimico que se sitia
en el interior de la pipeta de registro en el microarea de
membrana (Figura 1). Esta técnica, desarrollada por
Guillermo Alvarez de Toledo y Manfred Lindau en 1997
[1] se denomina amperometria en parche. La técnica nos
permite monitorizar la fusion y la liberacion de neuro-
transmisor de forma simultanea en células con vesiculas
o granulos de pequerio tamafio (Figura 2 A). La fusion de
cada granulo con la membrana plasmatica aparece
como un incremento discreto en el valor de capacidad y
la liberacion de neurotransmisor como una espiga cuyas
caracteristicas dependen fundamentalmente del curso
temporal de la apertura del poro de fusién, de la cantidad
de neurotransmisor liberado y de la difusién del mismo
hasta llegar a la superficie del electredo de grafito. De
esta forma hemos podido medir |a distribucién de tama-
fios de los granulos cromafines que se funden con la
membrana plasmética (diametro medio: 184 nm) vy la
concentracion de catecolaminas por granulo (valor
medio: 2.5 M).

Uno de los parametros mds interesantes que
hemos podido cuantificar es el proceso de expansion del
poro de fusién desde su aparicion hasta que alcanza un
tamafio critico a partir del cual se produce la liberacion
masiva de las moléculas de neurotransmiser contenidas
en la vesicula. El poro empieza teniendo una conduc-
tancia de unos 200 pS, andloga a la de un canal de pota-
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sio de gran conductancia o a la de los canales en las
uniones en hendidura, y que equivaldria a un diametro
de apertura de aproximadamente 2 nm. El proceso de
expansion dura, generalmente, pocos milisegundos.
Nuestro laboratorio ha demostrado en células cebadas
con granulos de tamafio gigante procedentes de un
raton mutante que durante la expansion del poro de
fusion se produce liberacion de una pequefia cantidad
de neurotransmisor, posiblemente el que se encuentra
en disolucién no unido a la matriz del granulo [2]. Este
hecho sirvié de base para pensar que en neuronas y en
algunas células neuroendocrinas con granulos peque-
fios padria producirse la liberacion de la totalidad o de
una gran parte del neurotransmisor durante esta fase en
que todavia existe un poro y la membrana de la vesicu-
la o gréanulo no se ha integrado en la membrana plas-
matica.

Recientemente, en células cromafines, hemos
demostrado a nivel de granulo tnico que el proceso de
expansion del poro de fusion tras |a liberacion de su con-
tenido puede ser reversible [3]. Como se muestra en el
ejemplo de la Figura 2B, el valor de capacidad al princi-
pio y al final del registro es el mismo a pesar de haberse
producido la fusion de un granulo. Durante estas fusio-
nes transitorias la expansion del poro es lo suficiente-
mente grande como para que se libere la totalidad de
neurotransmisor contenido en los granulos, tal y como lo
demuestra el anélisis de las espigas amperométricas,
pero no lo suficiente como para hacer el proceso irrever-
sible. Este tipo de fusiones reversibles, que implica una
fina regulacién de los procesos de exo- y endocitosis,
permite que la membrana del granule conserve las pro-
teinas que van a participar en la formacion de un nuevo
complejo de fusion. En la actualidad, estamos estudian-
do los factores que participan en la regulacion de este
acoplamiento, pero ya sabemos que la probabilidad que
ocurran fusiones transitorias es directamente proporcio-
nal a la concentracion de calcio extracelular, y que el
tiempo que tarda el poro en cerrarse depende, asi
mismao, de calcio [3].

Los mecanismos moleculares subyacentes al
acoplamiento de la exo- y endocitosis quedan aun por
determinar. Una de las proteinas que puede actuar como
sensor de calcio para la exocitosis es la sinaptotagmina,
cuya afinidad por el calcio es de cerca de 20 uM. Aunque
su posible papel como sensor de calcio se habia postu-
lado hace unos afios no ha sido hasta hace muy poco
cuando se ha demostrado por primera vez en una sinap-
sis central que la exocitosis se pone en marcha cuando
la concentracién en la vecindad de la vesicula sube
entre 1-10 uM. Este rango de valores es un orden de
magnitud menor de lo que se creia que se requeria
hasta hace muy poco y apoya el posible papel como
sensor de calcio de la sinaptotagmina. El receptor para
la endocitosis no se conoce, aungue se piensa que la
calmedulina podria estar implicada en este proceso.

En resumen, disponemos de buenas herramien-
tas experimentales y nos acercamos a las respuestas,
pero aun guedan por encontrar piezas cruciales en este
rompecabezas. Por ejemplo, en la actualidad una de las
preguntas mas fascinantes a este respecto es la de qué
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factores determinan, ademas del calcio, que la fusién de
una vesicula sea irreversible o reversible (Figura 2Ay B),
es decir, ;qué es lo que hace que la vesicula siga una
ruta de reciclado rapida ("kiss and run") o lenta (resinte-
sis en el endosoma)?. Es muy interesante que en celu-
las cromafines apenas se observa endocitosis rapida
cuando se dializa el citosol con la solucién de registro,
sin embargo ésta se produce en la misma cuantia que la
exocitosis cuando se evita el lavado del citosol. Estas y
ofras incégnitas constituyen el reto actual para todos los
que trabajamos en este campo.

Lucia Tabares
Departamento de Fisiologia Médica y Bicfisica
Universidad de Sevilla
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LA IMPORTANCIA DEL METODO ==

Como mencionan Ldépez-Figueroa y Watson en su
articulo, el éxido nitrico aparecid en la escena bio-
légica de manera realmente explosiva, con el gla-
mour de una estrella y la agresividad de un ejecu-
tivo de éxito. Pero si algo también ha caracteriza-
do y caracteriza a esta molécula es su resistencia
a una cuantificacién precisa de su produccion celu-
lar. La metodologia desarrollada inicialmente por
Kojima y colaboradores, aplicada eficazmente por
los autores en diversos modelos celulares, se estd
mostrando extremadamente Gtil para cuantificar la
produccién de novo de éxido nitrico, tanto en teji-
dos como en células vivas, incluse a bajas concen-
traciones. Con el presente articulo el Boletin de la
SECF pretende inciar una nueva seccién, con la
infencién de presentar nuevos métodos que puedan
ser de potencial utilidad a un amplic rango de
investigadores.

DETECCION DEL OXIDO NITRICO

Manuel O. Lépez-Figueroa y Stanley J. Watson

relevantes y complejas de la naturaleza. Desde su

descubrimiento como el factor endotelial respon-
sable de |a vasodilatacion hasta la actualidad, esta
mintscula molécula ha creado gran conmocion en el
mundo cientifico. En 1992 la revista Science reconocio
su trascendencia cientffica y la nominé molécula del afio.
Posteriormente, la academia sueca otorgd el premio
Nobel de Medicina y Fisiologia en 1998 a tres de los pio-
neros en su descubrimiento.

El ON vy la citrulina son el producto de la activi-
dad de la enzima éxido nitrico sintasa (ONS), la cual uti-
liza el aminodcido L-arginina como substrate. Un estudio
exhaustivo de esta enzima nos ha permitido averiguar
que existen al menos tres subtipos de ONS, Su localiza-
cion cromosodmica y sus secuencias genética y proteica
han sido estudiadas con detalle (ver un resumen en
Lépez-Figueroa et al., 1998). La comparacion de la
secuencia genética y proteica ha permitido observar la
existencia de una gran homologia entre los tres subtipos.
La nomenclatura utilizada hasta el momento es algo con-
fusa al no existir un consenso general. De forma gene-
ralizada se les conoce como subtipos |, Il y lll, aungue
también se les denomina neuronal, inducible o inmuno-
l6gica, y endotelial. Esta segunda nomenclatura refleja
en parte su origen; localizacién y funcion. En general, la
distribucion de los distintos subtipos de ONS es ubicua y
el papel que desempefian es diverso.

El ON producido por la ONS neurcnal juega un
papel primordial como neurotransmisor. A diferencia de
las caracteristicas de los neurotransmisores clasicos, el

EI oxido nitrico (ON) es una de las moléculas mas

ON producido por este subtipo de ONS ne se acumula
en vesiculas, sino que se libera dependiendo de la
demanda. Una vez producido, este gas v radical libre
difunde a través de las membranas celulares hasta
alcanzar sus objetivos sin necesidad de unirse a recep-
tores. En cuestion de milisegundos se puede unir a los
grupos hemos de proteinas como la guanilato ciclasa
(GC), incrementando la produccion de guanil monofosfa-
to ciclico (cGMP). Asimismo, y en contraste con otros
neurotransmisores, no requiere degradacién para ser
inactivado. Otra de las caracteristicas Unicas de este gas
es la de actuar de forma retrégrada, lo cuai ha permitido
interpretar aspectos no resueltos, como la plasticidad
neurcnal en los procesos de memoria.

La activacién trascripcicnal de la ONS inducible
por citoquinas u otros agentes inmunoldgicos, tiene
como consecuencia la produccién de elevadas cantida-
des de ON. A diferencia de la ONS neuronal, la activi-
dad de este subtipo es independiente de las concentra-
ciones de calcio intracelular, produciendo ON de mane-
ra constante. La inhibicion de ONS inducible esta regu-
lada por agentes como los glucocorticoides, los cuales
también pueden inhibir la ONS neuronal, Este subtipo de
ONS produce altas cantidades de ON, dependiendo del
medio en que se produzca y en funcion de su interaccion
con otras moléculas, lo cual puede definir el caracter
téxico o protector del ON. Asi, por ejemplo, la union a
oxigeno puede producir peroxinitritos, radicales que en
concentraciones elevadas son toxicos para la célula.

La ONS endotelial, al igual que la neuronal, pro-
duce concentraciones bajas y puntuales de ON.
Asimismo, la ONS endotelial es activada por cambios en
la concentracion intracelular de calcio. Como su nombre
indica, la ONS endotelial se encuentra principalmente
localizada en las células endoteliales de los vasos san-
guineos. El ON liberado por este subtipo de ONS es,
probablemente, el factor principal responsable de la
vasodilatacion vascular.

Técnicas como la hibridacion in situ, inmmuno-
histoquimica, actividlad NADPH-diaforética o westem
blots, han permitide el estudio de la enzima que sintetiza
ON. No obstante la diversidad génica y proteica ¢ la
interaccién con otras moléculas, que caracterizan a los
distintos subtipos de ONS, el producto final es siempre el
mismo: el ON. Debido a su alta volatilidad y reactividad,
el estudio de esta molécula ha estado limitado al de sus
metabolitos secundarios, tales como el NO2 o el NO¥*,
gue en determinadas ocasiones pueden proceder de
otras vias metabolicas. Por lo general, el limite de detec-
cién de las técnicas que miden estos metabolitos secun-
darios estan en el orden de los micromoles. Esto no es
un problema para el caso de la ONS inducible, que pro-
duce ON en elevadas concentracienes, pero si para las
concentraciones nanomolares producidas por las enzi-
mas constitutivas.

Varios han sido los intentos para crear metodos
o compuestos que permitan detectar la produccién de
ON de forma directa. Recientemente el grupo de Kojima
y colaboradores elaboraron un compuesto guimico
denominado Diaminofluoresceina-2 diacetato (DAF-
2/DA)}, que permite la deteccion directa del ON. Esta téc-
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nica, de aplicacion sencilla, tiene la ventaja de la perme-
abilidad del DAF-2/DA a la membrana citoplasmatica,
conferida al DAF-2 por dos ésteres de acetato. Una vez
en el interior celular, las esterasas citoplasmaticas hidro-
lizan los grupos acetatos, evitando la difusion del com-
puesto al medio extracelular. En presencia de oxigeno,
la unién del DAF-2 al ON produce un compuesto fluo-
rescente denominado triazolofluoresceina (DAF-T). El
limite de deteccion del DAF-2/DA es al nivel de nanomo-
les de ON (2-5 nM). Esto permite la deteccion de las ba-
jas concentraciones producidas por las ONS constituti-
vas, asi como las altas concentraciones producidas por
la ONS inducible. Resulta importante destacar que el
DAF-2 indica valores relativos de las cantidades de ON
producidas de novo y ne de las acumuladas. Entre las
ventajas en la utilizacién del DAF-2/DA cabe mencionar
la de permitir la visualizacion de la produccion de ON en
células y tejidos, tanto in vivo como in vitro, y, por lo
tanto, facilitar la visualizacién de la produccién de ON a
nivel celular y anatémico.

Previo al uso del DAF-2/DA, las limitaciones téc-
nicas establecieron gue la mayoria de los resultados
sobre |a accién del ON se determinaron de manera indi-
recta. Alguna de las criticas a los estudios clasicos de la
accién del ON radican en que los cambios observados
en ARNm, proteina o actividad enzimatica no reflejan
necesariamente un incremento puntual en [a produccion
de ON. La combinacion de la técnica de hibridacion in
situ con el DAF-2, permite la identificacion del subtipo de
ONS responsable de su produccion. Esto ha permitido
obtener informacion importante concerniente a cambios
tanto a nivel génico como en la produccion de ON. Sin
duda alguna, en el futuro esto permitird un tratamiento
efectivo de determinadas enfermedades, o la conse-
cuente utilizacion de inhibidores especificos.

La posibilidad de utilizar el DAF-2 en microsco-
pia convencional o confocal permite la determinacion de
la distribucion subcelular del ON. En combinacion con
otros marcadores subcelulares, como es el caso del
MitroTracker®, se ha podido confirmar su presencia en
organelas subcelulares como la mitocondria. En el futu-
ro, la existencia de nuevos marcadores subcelulares
permitira esclarecer muchas de las cuestiones relacio-
nadas con su distribucién y difusién.

En nuestra experiencia, el DAF-2 funciona en
tejido "in vivo" o "in vitro", pero no en tejidos o células
fijadas. La utilizacion de fijadores como el paraformalde-
hido o el glutaraldehido, reducen significativamente la
intensidad de la sefial fluorescente y su patrén de distri-
bucion. Esto parece estar en concordancia con estudios
llevados a cabo entre otros por Gonzalez-Hernandez y
colabo-radores, que demostraron la sensibilidad de la
enzima a fijadores.

Una de las preguntas de vital importancia que se
plantean con los marcadores de ON es la especificidad
del método. Como hemos indicado con anterioridad,
muchos de los métodos no detectan ON directamente,
sino especies reactivas como 02, H202, ONO©-, NO2- o
NO?. Debido a que estos compuestos pueden ser el pro-
ducto de otras vias metabdlicas, su analisis no es nece-
sariamente un reflejo exacto de la produccion de ON. De
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acuerdo con los controles llevados a cabo por el grupo
de Kojima y colaboradores, el DAF-2/DA es especifico
para NO- o el N203- Este ultimo es el resultado de la
unién del NO- al oxigeno. Otro de los controles utilizados
para determinar la especificad del compuesto lo consti-
tuyen los inhibidores de ONS o quelantes de ON, que
disminuyen de manera dosis-dependiente la intensidad
de la sefial fluorescente. Asimismo, se usan donadores
de ON para incrementar la sefial especifica en funcién
de la dosis. Por Ultimo, en ausencia de ON el DAF-2 no
debe preducir sefial fluorescente alguna.

Es previsible que, en un futuro cercane, el grupo de
Kojima y colaboradores lance al mercado al menos dos
nuevos compuestos similares al DAF-2/DA. El primero
de estos compuestos seria mas estable a pH 4cido. El
segundo emite fluorescencia a longitudes de onda
mayores, en la gama del rojo. El empleo de estos mar-
cadores fluorescentes puede ser combinado con la
deteccién de otros derivados fluorescentes, tales como
las proteinas fusionadas a GFP (green fluorescent pro-
tein). Todavia gqueda por establecer si estos compuestos
mantienen su especificidad para el ON y sus bajos limi-
tes de deteccion.

El empleo de marcadores fluorescentes de ON
esta incrementando a pasos agigantados. Por ejemplo,
la accién de farmacos en la produccion de ON puede
medirse en platos de 96 pocillos. La automatizacion del
métedo facilitara la deteccion de muestras en gran
numero. En nuestro laboraterio, se esta estudiando la
posibilidad de utilizar este método en biopsias humanas,
por ejemplo de pacientes con colitis ulcerosas, para esti-
mar la cantidad de ON producida. Sin duda alguna esto
permitira un mejor tratamiento de enfermedades en las
que se sabe gue el ON juega un papel vital.

En conclusion, el DAF-2 DA es una técnica directa y sen-
cilla que permite la visualizacién de la produccion de
novo del ON.

Manuel O. Lépez-Figueroa y Stanley J. Watson
Mental Health Research Institute, University of
Michigan, 205 Zina Pitcher Place, Ann Arhor, 48109
Michi-gan, USA

MOLF@umich.edu
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EL RINCON DE HIPASO s

Los fisidlogos estamos acostumbrados a preguntar-
nos cémo es la P desde que tenemos use de razén,
tal vez coincidiendo con la redaccion de la tesis
doctoral, cuando la mistica de la probabilidad
comienza a impregnar nuestros escritos. ¢Realmente
conocemos el significado de que una P sea mayor o
menor, supere el valor del 5 % o no lo alcance?
¢Qué indica el valor P de un test estadistico? ¢A
qué se refiere la inferencia estadistica? cExiste
alguna circunstancia en que podamos conocer, con
precisién, la probabilidad de que un determinado
tratamiento experimental sea efectivo? iDe qué
probabilidad hablamos? El presente articulo pre-
tende ayudarnos a contestar a estas preguntas.

INTERPRETACION DEL VALOR P DEL TEST

Diggenes Laercio

ciones tienen interés en la medida en que los

resultados encontrados en la muestra estudiada
pueden ser elevados a la categoria de hechos biclégicos
generales, con validez mas alla de nuestro particular
estudio. Es en este proceso de "inferencia" donde la
estadistica puede proporcionar un apayo importante al
investigador de cualquier ciencia de la naturaleza. Y el
mecanismo méas comun para ejercer la inferencia esta-
distica lo constituyen los llamados por Fisher (padre de
muchos de ellos) "Tests de significacion”, que, tras cier-
tos célculos mas o menos laboriosos, terminan arrojan-
do el llamado "Valor-P" del test, en base al cual el cien-
tifico debe --presuntamente-- decidir si sus resultados
son realmente "significativos'. Sin embargo, muchos bié-
logos tienen serios problemas con la interpretacion de
dicho valor, al que unos miran con veneracion desme-
surada, otros con indiferencia forzada y una buena parte
con hostilidad manifiesta.

Es obvio que la inmensa mayoria de las investiga-

Pocas "herramientas" conceptuales han sido y
son tan mal usadas y tan incomprendidas.
A esa incomprensién y mal uso colaboran no tanto Ila
deficiente formacion que en matematicas recibieron
esos cientificos durante sus afios de ensefianza media y
preuniversitaria, como los crasos errores gue muchos
profesionales de la estadistica cometen al aplicaria al
analisis de datos en biologia y medicina. Cierto es que el
propio Fisher y muchas otras voces autorizadas han
insistido continuamente en trasmitir a los investigadores
profanos en matematicas ideas sencillas y veraces
sobre el uso del valor P del test. Pero los caprichos de la
fortuna han propiciade que tuvieran mas difusion textos
y conferencias de personas poco cualificadas, mas pro-
pensas a repetir errores de otros que a analizar las situa-
ciones con claridad y rigor.

La estadistica inferencial es una rama de las
matematicas. A los matematicos debemos su desarrollo
tedrico y su aplicacion a las situaciones expetimentales
concretas. Pero para el investigador biolégico las técni-
cas de la estadistica inferencial son una herramienta
que puede usar con provecho sin conocer su fundamen-
to matemético, como puede usar un automovil sin cono-
cer los aspectos técnicos de su construccién. Para ello,
solo tiene que entender lo que indica el valor P de.los:
tests, lo cual no es un tema matematico, sino puramen-
te logico.

Qué indica el valor P

Para explicar lo que el valor P indica usaremos
un ejemplo muy sencillo:

Se sabe que en condiciones estandar el 20% de
ratas dan cierta respuesta. Se sospecha que el trata-
miento "A" incrementa el porcentaje de ratas que dan
esa respuesta. Se somete al fratamiento a un grupo de
N=5 ratas.

Si el tratamiento no tuviera el efecto buscado
esperamos que solamente una de las ratas dé esa res-
puesta (1 es el 20% de 5). Si en nuestro grupo tratado
encontramos 2 respuestas, el sentido comin nos dice
que ese "ligero incremento” de respuestas no es signifi-
cativo, es decir, que ese resultado no constituye una evi-
dencia clara a favor de que "A" incremente realmente el
porcentaje de respuestas. Pero si encontrames que las
5 ratas tratadas dan respuesta positiva: ;Qué conelui-
mos? Unos opinaran que este resultado "habla a favor”
de que "A" incrementa el % de respuestas, pero gue
dado el reducido tamafio de la muestra no debemos con-
siderarlo "significativa”, ya que podria haber aparecido
por azar, aunque "A" no tenga efecto real. Otros opina-
ran gue, aunque la muestra es pequefia, el hecho de que
todas las ratas hayan dado positivo debe considerarse
significativo, porque si "A" no incrementa realmente el
porcentaje de respuestas es muy dificil que por simple
azar haya aparecido respuesta en todas las ratas,

Es en estas circunstancias donde la estadistica
puede aportar una informacion que en ningun caso
suplantara el sentido comun y la experiencia profesional
del investigador, perc puede ayudarle @ emitir juicio mas
razonadamente.

La estadistica nos dice que si "A" no tiene real-
mente efecto, la probabilidad de que por simple azar
haya respuesta en las 5 ratas es P = 0.0003, es decir "3
por 10.000". Y éste es, precisamente, el valor P del test.

Su interpretacion es la siguiente: si "A" no tiene
realmente efecto y repitiéramos este experimento
diez mif veces, solamente en 3 experimentos res-
ponderian las 5 ratas; es decir: es muy improbable
que tan extremo resultado aparezca por azar, y por
ello el hecho de que aparezca sugiere muy fuerte-
mente gue "A" incrementa, en cierta medida, el por-
centaje de ratas que responden.

%



Notese que en este supuesto, como en la prac-
tica totalidad de las situaciones reales, no tenemos infor-
macién que nos permita cuantificar la probabilidad de
que el tratamiento sea efectivo o no lo sea, Y el valor P
del test no se refiere a dicha probabilidad. El valor P nos
dice cual es |a probabilidad de encontrar cierto tipo de
muestras si realmente el tratamiento no tiene el efecto
que estamos investigando

Dos probabilidades muy distintas

Recuérdese que al interpretar el valor P del Test
el error mas frecuente es creer que indica la probabiii-
dad de que el tratamiento sea efectivo. Debe quedar
claro que el valor P del Test no tiene nada que ver con
esa probabilidad, y que lo realmente indica es la pro-
kabitidad de obtener cierto tipo de muestras cuando el
tratamiento no es efectivo.

Vea estos ejemplos de la vida cotidiana para dis-
tinguir entre "probabilidad de que el tratamiento haga
efecto" y "probabilidad de que aparezca un resultado
como el de nuestro experimento si el tratamiento no
hace efecto". Le ayudarad mucho a distinguir entre las
dos probabilidades el contestar a las sencillas pregun-
tas que se hacen en cada supuesto

Ejemplo 1: El sefior "A" nos dice:

"8i mafiana llueve, la probabilidad de que haya un acci-
dente de trafico en la calle Mayor es P= 0.87"
¢Nos ha hablado sobre la probabilidad de que llueva?

Ejemplo 2: F/ sefior "B" nos dice:

" He comprado loteria y si me toca es muy probable que
me vaya al Caribe"

¢ Nos ha hablado sobre la probabilidad de que le toque
3 o) = O U B U1 e
Observe que "B" no nos dijo si habla comprado muchos
0 poces numeros, y por ello no sabemos nada acerca de
la probabilidad de que le togue 0 no le toque la loteria.

Ejemplo 3: Ef nifio de la sefiora "C" tiene un ligero dolor
abdominal. Recientemente ella vio que el nifio de su
vecina tuvo un ataque de Apendicitis Aguda (AA) y le
pregunto al medico si cree que su nifio puede tener AA Yy
que habria que hacer si la tuviera. El doctor respondio
que aun es pronto para hacer un diagnostico correcto,
pero que la gran mayoria de dolores abdominales infan-
tiles son episodios banales que remiten espontanea-
mente en pocas horas. Y afadio:

"Por lo que se refiere a la segunda parte de su pregun-

ta, es decir, sobre qué habria que hacer si el nifio tuvie-
ra AA, debo decirle que si un nifio tiene AA es muy pro-

8

bable que sea operado”.
¢ Qué cosa es poco probable?...............ocoeceeveevecen,

"NO HAY NADA MISTICO EN EL VALOR P = 0.05"

La frase esta tomada de las instrucciones a los
autores del Journal of Neurcendocrinology Physiology
(Abril, 2000). En general el valor P del test nos dice cuan
probable es que nuestro resultado haya aparecido por
mero azar, sin que realmente el tratamiento haga efecto,
y cuanto mas pequefia sea esa probabilidad mas nos
inclinaremos a pensar que el tratamiento hace efecto,

Pero no hay ningln valor de esa P por debajo de
la cual debamos concluir que el tratamiento es efectivo,

Por lo tanto, el investigador no debe creerse que
el hecho de que el valor P esté a uno u otro lado de la
"barrera del 0.05" es decisivo para la elaboracion de con-
clusiones razonables. No se deje engafiar por los t6picos
al uso. Trate de entender lo que significan esos valores
de Py comprenda que no hay nada mistico en el valor P
=0.05.

Puede ayudar a desmitificar el valor P = 0.05
esta sencilla reflexion: Un paciente tiene una dolencia
cronica que limita seriamente su calidad de vida. Se le
informa que se ha desarrollado una técnica quirdrgica
que muy probablemente elimine sus problemas y le
devuelva a la normalidad, pero hay una probabilidad del
6 % (P = 0.06) de morir en el acto quirlrgico. Poco des-
pués se le dice que la técnica ha mejorado un poco, de
modo que la probabilidad de muerte ya no es del 6 %
sino del 4 % (P =0.04). ;Cree Ud. que las dudas del
paciente y su eventual decisién seran muy distintas por
haber pasado la P del 6 % al 4 %?.

Diégenes Laercio
Departamento de Bioestadistica
Universidad Complutense




A pesar de constituir un fendémeno conocido desde
antigue y analizado prdcticamente en fodas las espe-
cies de mamiferos, la forma en que las hormonas ovd-
ricas modulan la secrecidn hipotaldmica de GnRH y la
respuesta del gonadotropo a la misma adn son motivo
de investigacién activa. Se trata, ademds, de un fend-
meno bioldgico fascinante, ilustrativo tanto de la
constelacién de mecanismos moleculares que modulan
la respuesta de las células neurales y endocrinas en un
momento dado, como de la integracién de diferentes
elementos celulares y tisulares en una funcién corpo-
ral compleja y relevante para la reproduccién de la
especie. El descubrimiento de nuevos péptidos ovdri-
cos, sumdndose a los ya conocidos como la activina y la
inhibina, abre inferesantes perspectivas en la inter-
pretacidn de estas interacciones. La revision de
Sdnchez-Criado sitia adecuadamente el problema y
constituye una eficaz introduccién para una aproxima-
cién mds profunda al mismo.

MODULACION DE LA SECRECION DE LH
DURANTE EL CICLO MENSTRUAL POR
NUEVOS PEPTIDOS OVARICOS

José E. Sanchez-Criado

el ciclo menstrual (feedback negativo), excepto en

el estadio final de la fase folicular, donde estimula
la liberacion ovulatoria de LH. Existe unanimidad en que
el feedback positivo del estradiol sobre el eje hipotala-
moe-hipofisario induce la secrecion ovulatoria de LH en la
mitad del ciclo menstrual. Esta secrecion ovulatoria de
LH es la culminacion de una serie de eventos que tienen
lugar durante la fase folicular: a) sensibilizacion del
gonadotropo a la GnRH por el estradiol, y b) accién del
estradiol en el hipotalamo incrementando la frecuencia
de la secrecion pulsatil de GnRH. Se supone que la con-
centracion de estrogenos circulantes debe alcanzar un
valor critico (aproximadamente 200 pg/ml) y durante un
tiempo suficiente (36-48 h) antes de generar Ia liberacion
de LH. Sin embargo, permanece sin explicacién el hecho
de que, durante la fase folicular tardia, niveles de estra-
diol iguales a los que estimulan la secrecion de LH estén
asociados a bajos niveles de LH [1].

En 1980 Geiger y colaboradores, de la
Universidad Louis Pasteur en Estrasburgo, encontraron
una disminucién de la liberacién preovulatoria de LH en
el proestro de la rata tras el tratamiento con FSH duran-
te la fase de diestro, sin disminucion en las concentra-
ciones séricas de progesterona y estradiol. Los autores
concluyeron que la estimulacién del ovario con FSH
medifica la accion del estradiol en el sentido de disminuir
la sensibilidad hipofisaria al GnRH [2].

La primera indicacion de que un factor no este-

EI estradiol inhibe la secrecion de LLH durante todo

roideo de origen ovarico podia reducir la sensibilidad
hipofisaria a la GnRH proviene de los tratamientos con
FSH durante la fase folicular para inducir superovulacién
en los programas de fertilizacion asistida. En estos trata-
mientos, la estimulacién ovarica se sigue de niveles
suprafisiolégicos de estradiol y, sin embargo, la secre-
cion preovulatoria de LH no esta adelantada, sino que
esta disminuida o abolida [3], lo que implica que el "sin-
cronizador ovarico” puede incluir alguna sustancia adi-
cional diferente al estradiol. La existencia de un factor de
esla naturaleza explicaria como la secrecion de LH es
estimulada por el estradiol en un momento concreto de
la fase folicular del ciclo menstrual, y/o por qué el eje
hipotalame-hipoéfisis es repentinamente liberado de la
accion inhibidora del estradiol. Para la especie humana
se ha adoptado el nombre de "factor atenuador de la
secrecion preovulatoria de gonadotropina" (gonadotro-
phin surge attenuating factor, GnSAF) [4, 5, 6, 7]

Naturaleza del GnSAF.

El GnSAF es un monomero polipeptidico con
una masa molecular que oscila entre 10-70 KDa, depen-
diendo de la especie utilizada y de |as técnicas de purifi-
cacionh empleadas. En el caso de la especie humana
parece situarse entre 9-15 KDa [8]. Estudios de purifica-
cion mas recientes y andlisis por espectrometria de
masas indican que el GnSAF tiene una masa molecular
de 12.5 Kda, y que parece ser un fragmento del extre-
mo C-terminal de la albumina sérica humana [9]. Por otra
parte, se conoce de hace tiempo que tanto la inhibina
como la activina pueden reducir in vitro la secrecién
basal y estimulada con la GnRH de LH. Sin embargo, las
evidencias experimentales acumuladas indican, sin nin-
gun género de dudas, que el GnSAF es una entidad dife-
rente a la inhibina o la activina [8].

Lugar de produccion y regulacion del GnSAF.

Desde los experimentos de Koning [1] se cono-
ce que la fuente de GnSAF es el ovario. Mas reciente-
mente se ha descubierto que son las células granulosas
de los foliculos quienes lo producen [10], por lo que esta
presente en el liquido folicular [11]. Los foliculos peque-
fios (<13 mm de diametro) son los gue mas actividad
GnSAF presentan, teniendo los foliculos de 14-20 mm
una actividad intermedia y los grandes (> 21 mm) una
actividad extremadamente baja [11, 12]. Como reflejo de
esta actividad, los niveles circulantes de GnSAF son
bajos durante la fase folicular temprana, altos en la fase
folicular media y bajes en la fase folicular tardia [13].
Durante la fase lGtea, datos procedentes de mujeres
sometidas a tratamiento superovulatorio [14] indican la
existencia de niveles elevados de GnSAF que se incre-
mentan con el tratamiento con FSH y no con LH. Esto
sugiere que son los foliculos pequefios (1-5 mm de dia-
metro) la fuente de GnSAF durante la fase litea, y que
tanto la secrecion basal de FSH durante la fase lutea,
como la secrecion de FSH durante la primera mitad de la
fase folicular, regulan positivamente la produccion de
GnSAF por el aparato folicular.




Efectos y mecanismo de accion del GnSAF.

Los efectos del GnSAF se ejercen, exclusiva-
mente, a nivel hipofisario, manteniendo la hipdfisis en un
bajo nivel de respuesta a la GnRH. La adicion de prepa-
rados altamente purificados de GnSAF humano a culti-
vos primarios de gonadotropos, tanto de rata como de
oveja, ha demostrado un efecto inhibidor, en forma dosis
dependiente, de la secrecion de LH inducida por la
GnRH [11]. Sin embargo, la secrecién preovulatoria de
LH es el resultado del aumento tanto de la sintesis de LH
en el gonadotropo como de la secrecion de LH desde el
goenadotropoe inducidas por la GnRH. La accién biologica
del GnSAF se ejerceria sobre el componente de la
secrecion de LH dependiente de sintesis protéica, pre-
sumiblemente previniendo la sintesis de un factor del
que depende la propia sintesis de LH y/o eliminando sus
efectos [1].

Légicamente, el mecanismo de accion no es
conocido. Si se conoce, sin embargo, que sin tener afi-
nidad competitiva por el receptor de la GnRH en la hipé-
fisis, el GnSAF antagoniza los efectos estimuladcres
sobre la secrecion de LH de la activacion del sistema
PKC y del aumento del calcio intracelular. Se concluye
que el GnSAF previene el efecto de los mensajeros intra-
celulares de la sefial GnRH [8)]. Es interesante sefialar
que resultados experimentales, tanto in vivo [15] como in
vitro [13], indican que los efectos supresores del GnSAF
sobre la secrecion ovulatoria de LH inducida por GnRH
involucran al receptor hipofisario de progesterona.
Efecto este Ultimo que habria que afiadir a la lista de
péptidos cuyo mensajero intracelular puede interferir con
la activacion del receptor de progesterona hipofisario en
ausencia del ligando.

Gonadocrinina

Desde el laboratorio del Dr. Uilenbroek de la
Universidad Erasmus en Rotterdam se publicé en 1978
un interesantisimo articulo que evidenciaba in vivo la
presencia en el ovario de rata de sustancia (s) con capa-
cidad para estimular la secrecién de LH [16]. Ratas hem-
bra con ovariectomia crénica fueron transplantadas con
ovarios de donantes a la capsula renal o al bazo. Los
transplantes en el rifion produjeron una disminucién sig-
nificativa de los niveles de LH y FSH post-ovariectomia,
presumiblemente como consecuencia del aumente de
esteroides en la circulacién. Por el contrario, los trans-
plantes de ovario en el bazo produjeron una disminucion
de las concentraciones de FSH y un aumento significati-
vo de las de LH. Los datos se interpretaron como indica-
tivos de la existencia de actividad ovarica inhibitoria de la
secrecion de FSH de una sustancia no metabolizada en
el higado (inhibina). Los efectos estimulantes sobre la
secrecion de LH del transplante ovarico al bazo no fue-
ron explicados, pero eran sugerentes de la existencia en
el ovario de una sustancia no esteroidea con capacidad
para estimular la secrecién de LH.

Con posterioridad se documents la existencia de
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péptidos ovaricos con acciones similares a la GnRH [17,
18, 19]. En el primero de estos estudios, procedente del
laboratorio del Dr. Guillemin, se comunicé la existencia
en el ovario de la rata de una sustancia denominada
gonadocrinina con las sigulentes caracteristicas: es un
péptido (su actividad desaparece tras el tratamiento con
tripsina) pequefio (menor de 3 kD), diferente quimica-
mente a la GnRH, producido por las células granulosas
del foliculo ovarico, y que, administrado a ratas intrave-
nosamente, estimula la secrecion de LH tanto como la
administracion de 250 ng de LRF. También, se ha indi-
cado que la actividad estimuladora de la secrecion de LH
de la gonadocrinina es baja en los foliculos pequefios y
aumenta cenforme se produce la maduracion folicular.
Esto implicaria que la maduracion folicular dependiente
de FSH esta acompariada de un aumento de la secre-
cién de estradiol y de gonadocrinina, la cual tendria,
como la GnRH, efectos atretogénicos sobre foliculos
reclutados no seleccionados [18].

Una hipotesis de integracion del GnSAF y gona-
docrinina en la regulacion de la secrecion de LH durante
el ciclo menstrual.

Tras la luteolisis funcional, tanto |a progesterona
como ¢l estradiol y la inhibina A disminuyen drastica-
mente en suero. En estas condiciones, y debido a la
ausencia de efectos inhibitorios del estradiol y de la inhi-
bina A, la secrecién de FSH aumenta desde el dia 25-27
de la fase lutea hasta el dia 7-8 de Ia fase folicular sin
que aumente la secrecion de LH. Durante estos dias, y
por efecto de la FSH, se produce |a iniciacion del creci-
miento folicular (fase de reclutamiento). Este crecimien-
to folicular no se acompafia de aumento de la actividad
esteroidogénica, pero si de aumento de la produccién de
GnSAF. El aumento de GnSAF es el responsable de la
relativa ausencia de LH. La secrecién aumentada de
FSH induce la adquisicién de la actividad aromatasa en
los foliculos reclutados y de receptores para la LH en el
foliculo seleccionado. Bajo la accion de la FSH, el foll-
culo seleccionado-dominante incrementa la secrecién de
estradiol (por aromatizacién de los andrégenos tecales)
y de inhibina B, que suprimen, a su vez, la secrecion de
FSH. La FSH y la LH, actuandfo sinérgicamente, incre-
mentan el AMPc en las células granulosas del foliculo
dominante, que responden con el aumento preovulatorio
de la secrecion de estradiol. En asociacion con la atresia
de aquellos foliculos reclutados no seleccionados, y con
la adquisicion de la actividad aromatasa y de receptores
de LH en el foliculo dominante, se produce una disminu-
cion de la actividad GnSAF, lo que se traduce en una
ganancia de la sensibilidad hipofisaria a la GnRH.

El cambio de regulador negativo a positivo en la
actividad del estradiol, tanto a nivel hipofisaric como a
nivel hipotalamico, no es perfectamente conocido, por lo
que se recurre a la teoria del umbral. Segun ésta, cuan-
do los niveles séricos de estradiol superan un determi-
nado valor, lo que sucede durante la dltima parte de la
fase folicular, la secrecion de la GnRH se activa, y
actuando sobre una hipéfisis sensibilizada a la GnRH,



resulta en la secrecion de gonadotropinas, fundamental-
mente de LH [20]. Ademas de este efecto estimulador
del estradiol, existen evidencias de desinhibicion hipota-
lamica e hipofisaria en la génesis de la secrecion preo-
vulatoria de LH, dependientes del sincronizadar ovérico.

En el hipotalamo existen sistemas neuronales
que actuan inhibiendo la actividad de las neuronas
GnRH. Los mejor caracterizados son los sistemas GABA
y opioide [21]. La teoria de la desinhibicion central expli-
ca que la influencia ténica inhibitoria sobre la sintesis y
secrecion de la GnRH desaparece en asociacion tempo-
ral con la aparician del feedback positivo del estradiol. El
curso temporal de lgs niveles de GABA en el area pre-
optica y de las neuronas que expresan POMC en el hipo-
talamo en relacién a la liberacion ovulatoria de LH indi-
can que la desaparicion del tono inhibitorio sobre las
neuronas GnRH tiene un efecto permisivo sobre la libe-
racion norepinefrinérgica de GnRH inducida por estradiol
[21].

La hipofisis se encuentra durante tedo el ciclo
menstrual inhibida por la accion del estradiol.
Adicionalmente, el GnSAF reduce la sensibilidad hipofi-
saria a la GnRH durante la fase litea media y tardia vy,
fundamentalmente, durante la fase folicular temprana y
media. Conforme el foliculo adquiere deminancia {fase
folicular tardia) la bioactividad del GnSAF se reduce
(desinhibicién hipofisaria) y la hipéfisis, en presencia de
estradiol, adquiere gran capacidad de respuesta a los
efectos estimulantes de la GnRH [1], Adicionalmente, y
aunque las evidencias experimentales son mas limita-
das, el foliculo dominante parece secretar tambien un
factor no esteroideo con actividad estimuladera de la
secrecién hipofisaria de LH (gonadocrinina).

La liberacién preovulatoria de LH induce ovula-
cién y luteinizacion (secrecion lutea de progesterona fun-
damentalmente, pero tambien estradiol e inhibina A). El
cuerpo liteo se mantiene funcionalmente activo por las
acciones lutectropicas de la secrecion basal de LH
durante la fase Iutea. La duracién de la fase lutea del
ciclo menstrual es el resultado del balance entre las
acciones luteotrépicas de la LH y de agentes luteoliticos
locales, probablemente PGF2a. Durante la fase litea,
los pequefios foliculos (1-5 mm de diametro), en res-
puesta a la FSH, parecen secretar GnSAF, gque junto con
la progesterona y el estradiol de origen liteo disminuyen
la sensibilidad hipofisaria a la GnRH. La ausencia del
GnSAF por estimulacion ovarica insuficiente podria
seren este contexto la causa del sindrome del ovario
poliquistico [22].

José E, Sdnchez-Criado
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COMENTARIOS —e——————

El excelente articulo de Carmen de Felipe en el
nimero anterior ha provocado un interesante
comentario de Emilio F. Espejo. De esta forma, y
sin esfuerzo editorial, se ha generade una nueva
seccion destinada a este tipo de comentarios. Como
siempre, invitamos al resto de socios y a los lecto-
res a que discutan y participen. Cualquier comen-
tario corto o carta relacionada con los temas que
interesan a la SECF o a los fisidlogos en general,
tendrdn cabida en el Boletin.

SOBRE “EL GEN DEL PLACER”

Felipe titulado "El Gen del Placer. nuevos subs-

tratos neurobiolégicos en la adiccion a drogas
opiaceas" (Boletin SECF, vol 3, n® 1, 2000). Es eviden-
te que sus estudios con ratones "knock-out" del receptor
NK1 arrojan luz sobre los fenémenos neurobiologicos
que subyacen a la adiccidn a opiaceos.

I Ie leido el interesante articulo de Carmen de

Como es lo habitual, la autora estudia los des gran-
des aspectos de la adiccién opiacea, la recompensa y la
abstinencia, por medio de tests de condicicnamiento de
lugar. Estos tests, que pueden ser de preferencia o aver-
sion de lugar, han sido y son de gran utilidad para dis-
cernir las propiedades reforzantes de drogas como los
opidceos o las aversivas de sustancias como la naloxo-
na, antagonista opiaceo [1]. Sin embargo, cuando se
manipula el sistema nervioso, como es el caso, es nece-
sario considerar otra explicacion de los efectos observa-
dos y es la de alteracion del aprendizaje contextual. Asi,
es posible que la manipulacién origine cambios motiva-
cionales pures, pero también que altere la capacidad de
aprendizaje del animal y, por tanto, su capacidad de res-
puesta en el test (basado en condicionamiento a contex-
to). Por esta razén, diversos autores recomiendan la rea-
lizacién de tests de memoria y aprendizaje contextual
para descartar la influencia de esta variable [2].

Los datos de la autora con otras drogas no opiaceas,
como cocaina, o con reforzadores naturales, come la
comida, parecen indicar que no hay defectos de apren-
dizaje, pues los ratones presentan condicionamiento de
lugar. Sin embargo, estos datos no permiten excluir cate-
goricamente que, en los ratones sin receptores NK1, no
haya un defecto especifico del aprendizaje contextual
tras opiaceos. Es posible que la falta de receptores NK1
altere el aprendizaje contextual tras opiaceos sin afectar
el de otras drogas, pues es conocido que los mecanis-
mos nerviosos involucrados, por ejemplo, en la recom-
pensa a cocaina, son diferentes en parte a los de los
opiaceos [3].

Seria interesante saber si la autora ha realizado
algun estudio que permita afirmar que los cambios tras
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la administracion de opiacecs son motivacionales y no
secundarios a alteracion en la memoria/aprendizaje. Si
fuera asi, se reforzaria considerablemente el papel moti-
vacional de los receptores NK1 en la dependencia opia-
cea.

Emilio Fernandez Espejo
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Contestacion

Los comentarios del Dr. Fernandez Espejo son en nues-
tra opinion muy acertados, en cuanto a que los animales
podrian presentar alteraciones en el aprendizaje contex-
tual, si bien no es probable dade gue el condicionamien-
to de plaza para cocaina y reforzantes naturales se
expresa como én los animales silvestres. Nuestros Ulti-
mos experimentos demuestran gue el condicionamiento
de plaza para la droga anfetamina sigue el mismo patron
que para la morfina, es decir los animales mutantes no
presentan CPP, lo cual hace necesario profundizar en
estos estudios. Actualmente ya se estan llevando a cabo
dos tipos de experimentos: estudios de autoadministra-
cion con las drogas antes ensayadas en el CPP y estu-
dios de aprendizaje espacial utilizado el laberinto de
agua de Morris. Ademas, estamos lesionando selectiva-
mente con SP-saponina ciertos nlcleos cerebrales con
el fin de averiguar el sustrato neural de la via.

Carmen de Felipe Fernandez
Universidad Miguel Hernédndez e
Instituto de Neurociencias, Alicante




LIBROS

The Hot Brain. Primera Edicion, 2000. C. Gisolfi,
F. Mora. MIT Press (278 paginas), 2000
ISBN 0'262-07198-3.

e trata de un libro muy interesante, escrito en

forma amena y faciimente legible gue, sin embar-

go, requiere de una formacion biomédica previa
para su comprension total, pues entra en detalles, tanto
anatomicos como neurofisiolégicos a un elevado nivel.

La obra comienza con una descripcion de las
capacidades de los seres unicelulares mas sencillos de
detectar calor y frio, ademas de la luz, como medio de
poder evitar temperaturas extremas que harian imposi-
ble Ia supervivencia. Continua con un estudio evolutivo
de dicha capacidad de adaptacion a lo largo de los diver-
sos “filum" hasta llegar a los mamiferos, con un cerebro
muy grande, que les permite el desamrolio plenc de la
homeotermia (o endotermia) y, por lo tanto, les hace mas
independientes del medio y posibilita la supervivencia en
habitats mas extremos.

Con un lenguaje sencillo y facil de leer se sigue
la pista a todo e! proceso evolutivo del SNC, mostrando
como el control mas eficiente de la temperatura conduce
a una mayor supervivencia. Sin embargo, el manteni-
miento de la temperatura exige una capacidad metaboli-
ca muy elevada que en determinadas circunstancias
(ejercicio intenso, pelea o caza a altas temperaturas
ambientales) puede conducir a sobrecalentamientos vy,
por lo tanto, a la muerte. Un drgano especialmente sen-
sible a este fenémeno es el cerebro que, debe desarro-
llar métodos de "enfriamiento selective”. Los mamiferos
disponen para ello de los cometes nasales, que actuan
como refrigeradores cerebrales, a través de su inter-
cambio de calor y evaporacion de agua, a la vez que
posibilitan una mayor capacidad ventilatoria y, por lo
tanto, una alta tasa metabélica.

El libro describe algunos ejemplos ilustrativos de
las ventajas que para la supervivencia tiene la capacidad
de enfriar el cerebro, come es el caso de un intercam-
biador de calor venoso/arterial en el seno cavernoso. Se
incluye, ademas, un estudio en profundidad de todas las
estructuras cerebrales que intervienen en la regulacion
de la temperatura, desde el hipotalamo al sistema limbi-
co, con un analisis exhaustivo de los neurotransmisores
y los tipos de receptores involucrados. También se ana-
liza dicho control a la luz de los conceptos modernos de
lo que son las compensaciones placenteras (hay una
parte dedicada a la regulacion de la temperatura duran-
te el suefio en donde queda claro que, durante el suefio
REM, somos de nuevo poikilotermos y donde se espe-
cula con que el suefio de ondas lentas sirva para
“enfriar” al cerebro. De hecho, si se dispone de mucho
tiempo de ejercicio durante el dia para "calentar” al cere-
bro, también hay mas tiempo de suefio de ondas lentas
para enfriarlo.
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Se especula sobre las razones de la existencia
de un nivel del 37 °C como temperatura basal y luego se
pasa a analizar las posibilidades de aclimatacion al fric
o al calor. En este sentido, se describe la ausencia de
aclimatacién al frio de los esquimales, porque no expo-
nen nada mas que porciones pequefias de superficie
corporal a las bajas temperaturas, mientras que si lo
hacen y existe adaptacion al frio en las buceadoras
“ama" coreano-japonesas que se sumergen en aguas a
10 °C. Se comparan sus reacciones con las de los abo-
rigenes australianos que son capaces de dormir desnu-
dos a muy bajas temperaturas. En todos estos procesos
se especula sobre el papel del cerebro, al igual que en
las situaciones de tolerancia a las altas temperaturas,
donde juegan un papel importante las proteinas de
shock térmico (HSP) en el mantenimiento de la integri-
dad de las barreras epiteliales.

La obra incluye un capitulo sobre la fiebre,
donde los autores se preguntan acerca de si s o no un
proceso beneficioso o malo para el organismo, y de si
debe ser tratada o no con aspirina. Después de abordar
la existencia de "aspirinas” endégenas que controlan el
incremento de temperatura, aparece una original hipote-
sis sobre las razones de la fiebre. En conexién con esto,
se habla de las manifestaciones patolégicas de la hiper-
termia y sus causas, para analizar después las posibili-
dades terapéuticas de la hipertermia y de la hipotermia.
Finalmente, se elabora una teoria muy sugestiva en la
que el cerebro aumenta de tamafio en la escalza filoge-
nética con el objeto de incrementar su capacidad de
regular la temperatura y aumentar la memoria, y solo,
secundariamente, aparecerian como subproductos las
capacidades intelectivas superiores del hombre.

En suma, se trata de un libro sumamente intere-
sante, bien escrito, de forma sencilla, pero 2 un elevado
nivel, que puede resultar de utilidad a todos los lectores
potenciales que tengan intereses en fisiologia adaptativa
y dispongan de tengan una solida base biomédica.

Jestis Fernandez Tresguerres
Departamento de Fisiologia. Facultad de Medicina
Universidad Complutense

El Cerebro Sintiente. Primera Edcion, 2000. F Mora
(editor). Ane! Neurociencia, Editorial Ariel, Barcelona
(221 péginas), ISBN 84-344-0887-2.

larga conservacién con un hombre singular. Se

llamaba —ya fallecic—Gopi Krishna, habia practi-
cado una de las mas antiguas formas de yoga desde su
infancia hasta su muerte, y proclamaba haber asistido a
Ia activacion en su propio cuerpo de un mecanismo bio-
Iégico responsable del salto evolutivo, la iluminacion y la
expansion de la conciencia [1]. En un mundo plagado de
echadores de cartas, visionarios de opereta y manipula-
dores de la ingenuidad, debo reconocer con toda fran-
queza que me enfrente a &l con sospechas; también

I Iace afos tuve la oportunidad de mantener una



que, tras la entrevista, adquiri la conviccion de que aquel
hombre estaba absolutamente cuerdo, y que lo que des-
cribia se correspondia con una experiencia genuina, real
y, evidentemente, fascinante. Reconocer este tipo de
encuentros no resulta facil, mas atn, probablemente no
deba hacerse por pertenecer a los aspectos mas intimos
de nuestra personalidad. Pero tampoco debe ocultarse
en aquellas ocasiones en que las circunstancias cotidia-
nas y las tareas intelectuales invitan a ello. Tal vez la lec-
tura del presente libro, editado por F. Mora, sea una de
ellas.

,Qué  significado tienen las emociones?
;Cusles de ellas son evocadas por la ingestion de psi-
cofarmacos y por qué mecanismos? jEn qué lugar del
cerebro se ubican? ;Qué valor pueden tener en la edu-
cacién de los disminuidos fisicos? ¢ Existe un sentimien-
to de lo sobrenatural que se pueda rasirear en los enire-
sijos del cerebro? El libro que nos ocupa comignza por
plantear estas preguntas. No son, en realidad, muy dife-
rentes a las que se puede hacer cualquier cientifico, esté
o no directamente interesado por la neurobiologia, aun-
que las posiciones que se adopten ante las mismas pue-
dan parecer muy diferentes [2, 3]. Plantearlas en un libro
como éste, con un alto grado de heterogeneidad clara-
mente asumida por el editor, comporta una dosis impor-
tante de valor; incluso aunque no se contesten, aungue
no se puedan contestar.

En el contexto de una actividad intelectual y edi-
torial que le honra —sobre todo, porque a veces puede no
resultar popular entre sus colegas—, F. Mora ha reunido
esta vez a fisidlogos, farmacologos, psicélogos y espe-
cialistas en neurocomputacion. La mezcla es dificil, y
con frecuencia estas aventuras acaban mal, con los
unos y los otros escondiéndose en su estricta parcela de
pensamiento, cuando no cruzandose mutuas acusacio-
nes de "cantamafanisma”, por un lado, o de "rigidez
materialista” por el otro. Puestos a elevar una critica con-
tundente, uno la haria por ambos extremos, aunque ello
constituya claramente una contradiccion —los "opuestos”
suelen ser complementarios--. Por un lado, se puede y
se debe echar en falta una elaboracién mas extensa y
completa acerca del sustrato biologico de las emocio-
nes, e intentar, aungue sea dificil, una integracion entre
los hallazgos experimentales y la reflexion filoséfica en
torno al problema. Por el otro, al enfoque trascendente
que el editor esboza en el ultimo capitulo (Cerebro,
Emocion y Naturaleza Humana), y que esta influenciado
por la cultura humanistica de occidente, le falta el con-
trapunto de oriente, mas rico y sugestivo a veces en lo
que se refiere a estas cuestiones, e igualmente aborda-
ble desde el rigor [4]. En cualquier caso, todos los ensa-
yos que componen El Cerebro Sintiente constituyen una
aproximacion sugestiva y complementaria a las pregun-
tas gue, con evidente osadia, lanza el editor en el primer
capitulo. A pesar, repiio, que esas mismas preguntas
—algunas de ellas "las grandes preguntas"—no puedan
ser contestadas desde la perspectiva del conocimiento
neurobiolégico actual.

Mora termina por plantear sus preocupaciones
intelectuales mas intimas en voz alta, y esa falta de

pudor es también un elemento que anotar en su haber.
¢ Se puede seguir pensando en una evolucion biologica
del cerebro humano? ;En qué direccion? ¢ Tal vez en
forma de saltos evolutivos que impliquen la emergencia
de mayocres niveles de conciencia, inimaginables, inclu-
so, para la especie en su estado actual de desarrollo?
¢Dara tiempo, en caso de ser posible, a que tal aconte-
cimiento ocurra antes que nuestra civilizacion y el plane-
ta se partan en mil pedazos y retornen a la ambigua
nebulosa de sus origenes? Gopi Krishna, a quien men-
cioné al principio, crefa que si, y afirmaba gue un meca-
nismo biclégico ubicado en el cerebro humane, de rara
aparicion pero genuino, era responsable de ese proceso
[5].
Rafael Alonso
Departamento de Fisiologia
Universidad de La Laguna

1. G. Krishna. Kundalini: el yoga de la energia. Editorial
Kairos, Barcelona, 1987.

2. R. Penrose. Las sombras de la mente. Critica
(Gruijalbo Mondadori), Barcelona, 1996.

3. F. Crick. The Astonishing Hypothesis: the scientific
search for the soul. Charles Scribner's Sons, New York,
1994.

4. FJ. Varela, E. Thompson, E. Rosch. De Cuerpo
Presente: las ciencias cognitivas y la experiencia huma-
na. Gedisa, Barcelona, 1992.

5. G. Krishna. The Biological Basis of Religion and
Genius. NC Press, New York, 1971.

ANUNCIOS

FLEVENTH ANNUAL MEET € OF THE SOCIETY FOR THF
- NEURAL LO’\'E’KGDMDE M VEMLN‘I
id, Sevn‘la (Spafny :

will take ptaue in Europe m order to |ncrﬁass and facilitate {ha outgre-
wing interactions between people |ntereste;§ in thls -area of research

Iy invit_ed lo padicipat
&y] &, Spain from March 1
] igned ta promote mterd@ci:ﬁlmary Gom-
1 the fisle of Motor Contrcl through bath the informa-
of: cheduied sessions. Pana} arﬂ

Dr. Barry W Pelarsnn Depafta it
Umversnty\ 303 Egﬁ ffhlcado Avenue, ¢
P 3




ANUNCIOS

UNIVERSIDAD INTERNACIONAL MENENDEZ Y PELAYO
26-30 Marzo
MEMORIA'Y ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Directores: Juan Vicente Sdnchez-Andrés, Universidad de La Laguna,
R. Etcheberrigaray, Newologic liic., Rockville, Maryland, USA.

Secretario: Rafael Alonso Solis, Universidad de La Laguna.
Conferenciantes:

- R.E. Tanzi (Harvard University Medical School, Bostan, Massachuserrs, USA).
"Early molecular mavkers in the Alzheimer's disease”

- R. Etcheberrigaray (Neuralogic Inc., Rockville, Marylind, USA).
"Diagnostics and potential therapentic targess for Alsheiner’s:
concepts from basic memory researeh",

- E van Leuven: (Center for Humyin Genetics, Flirilers Instituge for Biowchnokopys Bélgica)
"I ic mouse models for Alzheimer's di : no need for

plagues and tangles ?".

- lgjla.ciu Lépez-Coviella (Boston University, Boston, Massachusetrs, USA)
"Degenerdcién de neuranas colinérgicas y enfermedad de
Alzheinmer"

-José Maria Delgado (Univessidad Pablo do Olavide, Sevilla)
"Papel del hipocampo en los procesos cognitivos”

- Jestis Avila (Centro de Biologfa Molecular "Severo Ochoa”, Madrid).
"Las bases moleculares de Iz enfermedad de Alzheimer",

- Jordi Pérez-Tur (Instituto Valenciane de Biomedicina).
"Senilinas en la génesis de la enfermedad de Alcheimer”

- Ricardo Insausti (Universidad de Castilla La Mancha).
"El deterioro de la formacion del hipocampo en la enfermedad
de Alzheimer, y la manera como afecta a la pérdida de memo-

via'

- Jorge Matias Guiu (Universidad Miguel Hernindez, Flche),
"Alseraciones de la memoria en la clinica del enfermo de
Alzheimer"

- Alfredo Robles Bayén (Hospiral Clinico Universicuio, Sanwiagp de Compostel.
"Diagndstico precoz del enfermo de Alcheimer”

- Teodoro del Ser Quijano (Hospial de Legands, Madrid),
"Evaluacidn neuropsicoldgica del enfermo de Alzheimer”

- Mercedes Boada (Haspital Vall d'Ebeén, Barcelona).
"Atencion continua del mﬁmn de Algheimer y posibilidades de
reeducacidn"

Interesados en asistir pueden contactar con la UIMP, sede de
Tenerife (Sta. Flor; reléfono: 922- 231133; fax: 922-232288;
email: aalvarez@uimp.es), o con los organizadores
(juanvi@umb.es; ralonso@step.es)

Bionic:
1983-2000
17 ANOS AL SERVICIO DE LA CIENCIA

BIONIC IBERICA, S.A.
Mexic 8, 1¢ - 08320 EL MASNOU (Barcelona)
Tel: 935 401 909 - 935 559 687 Fax: 935 556 921
E-Mail: info @ bionic.es -WEB: hitp//www.bionic.es
Delegacion Madrid
Camino de Valderribas, 97
Tel/Fax: 913 283 612 - 28038 Madrid
E-Mail: jesusdemingo @sinix.net

INSTRUMENTACION PARA ELECTRO-DIAGNOSTICO,

INVESTIGACION Y DOCENCIA

® EEG Y POTENCIALES EVYOCADOS MULTISENSORIALES
o NEUROIMAGEN FUNCIONAL

o MAGNETOENCEFALOGRAFIA

® POLIGRAFIA

o SISTEMAS DE ADQUISICION Y ANALISIS DE SENALES
© SISTEMAS DE PRACTICAS FISIOLOGIA

® AMPLIFICADORES Y PREAMPLIFICADORES

e ESTIMULADORES

# BANOS DE ORGANOS AISLADOS

& INSTRUMENTACION QUIRURGICA

® MATERIAL CONSUMIBLE Y ACCESORIOS

MARCAS:

e Biopac Systems: Inc

o Grass / Astromed. Inc

¢ Fine Science Tools, In¢

» Neuroscan. Ine

o Radnoti Glass Technology, Inc
« CTF Systems




