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CARTA DEL PRESIDENTE

uiero comentar brevemente lo que ha
Qsido la actividad de |la SECF desde nues-
tro dltimo congreso. En cumplimiento de
lo acordado en Alicante se ha presentado oficial-
mente por parte de esta Presidencia la candida-
tura de Sevilla como sede del 36th International
Congress of Physiological Seiences a celebrar en
2009, habiendo sido recientemente aceptada
(ver carta adjunta). Se han realizado con exito
gestiones para obtener financiacién para enviar
una delegacion a defenderla en el congreso de la
. IUPS en Nueva Zelanda (Agosto 2001), contan-
~do con el adecuado soporte téchico y el mejor
apoyo politico posible. José Maria Delgado ha
llevado el mayor peso de esta tarea.

Se ha avanzado en la organizacién de
nuestro proximo XXXI| Congreso (Tenerife 2003)
a realizar conjuntamente con la Physiological
‘Society. Se han reclutado los comités cientifico

'y de organizacion local e iniciado la programa-

cion de su contenido. Con ello se pretende una
buena planificacion a largo plazo que evite sor-
presas e improvisaciones y garantice el éxito del
mismo, que indudablemente tendra. El Presi-
dente del Comité Organizador, Rafael Alonso, ha
realizado un encomiable trabajo.

La SECF ha estado brillantemente repre-
sentada en el Congreso de la FASEB reciente-
“mente celebrado en Orlando (USA), en colabora-
cion con la American Physiological Society.
Miembros de nuestra sociedad han pariicipado
" en la organizacion de diversos simposia y pre-
“sentado importantes ponencias. Debemos agra-
decer a Javier Salazar que haya aceptado encar-
garse de organizar una colaboracion permanen-

~__tedela SECF con la APS.

En el aspecto de la gestion interna, debe-
mos saludar el inicio de una nueva etapa de
nuestro Boletin. El cambio de nombre al de
Fisiologia no es meramente estético. Refleja la

“'voluntad de convertirlo progresivamente en una
revista de buena calidad cientifica y académica.
Nuestra pagina web (se recuerda la nueva direc-

_.cion http:/iwww.seccff.org) continta funcionando

-y ofreciendo numerosos enlaces Utiles y nuevos

‘anuncios de trabajo y becas

Pronto se pondra al cobro |la nueva cuocta
anual, aumentada este afio hasta 6.000 pesetas
(36 euros), segun el acuerdo unanime de la
Asamblea General de Alicante. La cuota anterior
(de 4.000 pta, la menor con diferencia de las
sociedades cientificas espafiolas de las que
tenemos noticia) se habia quedado claramente
insuficiente para financiar las diversas tareas que
nos habiames asignado. Entre otras, la edicion
de la revista, el mantenimiento de la pagina web,
la creciente participacion en reuniones cientificas
internacionales, la adjudicacion de ayudas finan-
cieras a los miembros de la SECF gue lo solici-
ten, el desarrollo de un programa de becas, etc.
En breve se pondra al cobro dicha cuota; el retra-
so en el mismo se ha debido a problemas buro-
cratico-bancarios relacionados cen los cambios
en la Tesoreria y la Secretaria de la Sociedad.
Ello nos ha llevado a retrasos en el cumplimiento
de compromisos econémicos, como la transfe-
rencia de ayudas a socios organizadores de
actos cientificos, pago de la pagina web, cuota
como Socio Protector de la AACTE, etc.
Nuestras disculpas a quienes haya afectado este
involuntario retraso.

En lo que respecta a cuestiones pendien-
tes lo mas lamentable, en mi opinién, es el retra-
so en formalizar la constitucion oficial de la
FESBE y en que ésta inicie su andadura como
organizacién potente y representativa de los bio-
logos espafoles. Las circunstancias de politica
cientifica y académica imperantes en nuestro
pais (el caos continuado y con vises de cronifi-
carse en el Ministerio de Ciencia y Tecnologia,
particularmente en lo que a gestion de proyectos
se refiere, la nueva Ley de Universidades, etc.)
la hacen mas necesaria y urgente gue nunca.

Espero poder dar mejores noticias al res-

pecto en un futuro no muy lejano.

Manuel Mas
Presidente de la SECF
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5 June 2001

Professor Manuel Mas

Sociedad Espanola de Ciencias Fisiologicas
Universidad de La Laguna

Facultad de Medicine

38071 La Laguna, Tenerife, Spain

Dear Professor Mas :

The TUPS Council was very pleased to
receive the invitation from the Sociedad Espanola
de Ciencias Fisiologicas to host the ITUPS
Congress in 2009. The bid that you submitted
fully covers the information that was requested in
the document entitled "Expectations of IUPS
from a country offering to host and International
Congress for the ITUPS". We are thus pleased to
inform you that it and similar bids from the
physiological societies in Austria and Japan have
been selected to be presented for a vote by the
delegates of the General Assembly on Sunday
morning 26 August.

At that time each of the inviting societies
will be asked to make a concise, 15 minute pres-
entation to introduce the delegates to the proposed
organization of the congress and the site it would
take place. Please be sure to inform the IUPS
Secretariat in Paris of any audio-visual needs you
will have to do make such a presentation.

We look forward to seeing you and the other members of
your delegation at the congress in Christchurch.

Yours sincerely,

U
Denis Noble
IUPS Secretary

Cc: Professor José M. Delgado Garcia

- NOTICIAS SECF

Dumh*e. la As_umblea .Ger;erqi de la

Sociedad Espafiola de Ciencias Fisiolégicas
(SECF), que se celebré en Alicante el dia 9 de

Diciembre de 2000, coincidiendo con el ILI
Congreso de la Federacién Espafiola de
Sociedades de Biologia Experimentdl (FESBE)
y el XXXI Congreso de la SECF, tomamos
posesidn los nuevos miembros de la Junta
Directiva y yo entre ellos como Secretaria de
la Sociedad. Agradezco a los socios la con-
fianza deposnfuda en mi para desempeﬁar ese
cargo,

Agradezco muy especialmente al Prof.
Guillermo Alvarez de Toledo el esfuerzo que
ha hecho para informatizar los archivos de la
Sociedad y el tiempo que dedica a ensefiarme
su uso. A pesar de su esfuerzo y de la cola-
boracidn de muchos de vosotros, todavia que-
dan huecos en vuestras fichas de direcciones
y correos electrdnicos. Os pido vuesira cola-
boracion para rellenarlos y corregir posibles
errores. Adjunto una hoja de solicitud para
nueves miembros de la SECF y os animo a
sugerir a vuestros colegas y amigos que la uti-
licen.

Durante la Asamblea General, Manuel
Mas, nuestro Presidente, informé del nuevo
escaparate electrénico de la SECF
(http://www.SECCFF.org), de la incorporacion
de la SECF a la Asociacion para el Avance de
la Ciencia y la Tecnologia en Espafia (AACTE,
http://www. econ.upf.es/~ninomora /aacte.
html) v a la Red de Métodos Alternativos
(REMA), y de la futura confor'macmn legal de
la FESBE. '

La Asamblea aprobd la subida de la
cuotaa 6,000 pesetas en 2001 y a 45 euros en
2002, la creacidn de la figura de "Socio emé-
rite" para los profesores e investigadores
jubilades, con exencion de la cuota, y el cam-
bio del nombre del Boletin a “Flsnologm
(Boleﬂn informativo)’.

Os recuerdo por dltimo que el XXXIT
Congreso de la SECF se celebrard en Tenerife
en Febrero de 2003, junto con la Physiological
Society. De ambas reuniones recibiréis infor-
macion pronto. |

e  Ana Tlunddin
. Secretaria de la SECF
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DESTELLOS

Identificar y estudiar la proteina que une
los iones de calcio para provocar la libera-
cién de neurotransmisor en la sinapsis es
fundamen'ral para avanzar en el conoci-
miento del sistema nervioso. Es una tarea

ambiciosa y. dlfncnl de conseguir en la que

numerosos grupos ’rr'aba jan desde hace
afios en los laboratorios
del mundo. Rafael Fer‘nandez Chacdn esbo-
za en este articulo el trqbaJo desar
en los dlfimos seis afios para consol
sinaptotagmina como el recepTor resmqp—
tico para el calcio.

mds lmpoﬂan‘res‘

LA SINAPTOTAGMINA Y EL CALCIO:
LA UNION HACE LA LIBERACION

Rafael Fernandez Chacén

bajo la que acontece la liberacion de neuro-

transmisor en la sinapsis ha fascinado
durante décadas a varias generaciones de
Neurobidlogos. La vesiculas sinapticas son
micromaquinas moleculares cuyo destino es
almacenar y liberar neurotransmisores, mediante
un ciclo controlado de exo-endocitosis, en las
zonas activas. En las vesiculas sinapticas resi-
den proteinas clave para la regulacion de este
ciclo, cuya identificacion se inicié a finales de los
aflos 80. El uso reciente de ratones genética-

I a exquisita regulacion temporal y espacial

- mente modificados ha abierto nuevas e intere-
. santes perspectivas en el estudio funcional y

molecular de |a sinapsis (1).

Se estima que una vesicula sinaptica
alberga al menos una docena de proteinas impli-
cadas en la regulacion del trafico vesicular.

“ Algunas de estas proteinas estan periféricamen-
_ te unidas a la membrana vesicular por modifica-

ciones post-traslacionales (Rab3, Cysteine String

....Protein, Sinapsinas), otras tienen un segmento

transmembranario (Sinaptotagmina I,

«=Sinaptobrevina) y otras presentan varios de ellos

(Sinaptofisinas, Sinaptogirinas, SV2s). Dilucidar

© la funcion de estas proteinas es un reto cientifico

e primer orden y constituye un campo en pleno

- desarrollo.

La fusién de las vesiculas sindpticas con

la membrana plasmatica es un proceso extrema-
damente rapido que ocurre tras la entrada del ion
Ca?* a través de los canales voltaje dependientes
de la membrana pre-sinaptica. Un aspecto muy
importante de este fenémeno es identificar la(s)
mélecula(s) implicada(s) en la recepcion de la
sefial de Ca?*. Desde principios de los 90
Thomas C. Stdhof y col. (Dallas, EE.UU.) han
estudiado la proteina de las vesiculas sinapticas
sinaptotagmina | y la propusieron como sensor
de Ca?*. Hoy se sabe que |a sinaptotagmina | es
esencial para la transmisién sinaptica. En las
neuronas del hipocampo se distinguen dos com-
ponentes en la liberacién de neurotransmisor:
uno rapide o sincrénice y el ofro lento o asincro-
nico. En los ratones "knock-out" que carecen de
la sinaptotagmina | no aparece el componente
rapido. No obstante, estos resultados no
demuestran necesariamente que la sinaptotag-
mina | sea un sensor de calcio, y de hecho,
demostrarlo "in vivo" es un problema técnica-
mente dificil.

La sinaptotagmina | se compone de un
corto segmento N-terminal intravesicular, un seg-
mento transmembrana y una porcion citosolica
gue contiene dos dominios del tipo C2 (C2A y
C2B). Estos dominios son homoélogos al del
mismo hombre presente en la proteina cinasa C.
Son dominios ampliamente distribuidos en otras
muchas proteinas y se caracterizan por unir Ca2+
y fosfolipidos. La estructura tridimensional del
dominio C2A se ha resuelto por difraccion de
rayos X y por espectroscopia con RMN
(Resonancia Magnética Nuclear). Este (ltimo
abordaje, realizado elegantemente en el labora-
torio de José Rizo (Dallas, EE.UU.), ha sido de
gran utilidad para demeostrar que el dominio C2A
une tres iohes Ca?+, para identificar los residuocs
implicados en esta interaccion, y para estudiar la
afinidad del dominio por el Ca2+, El sitio de union
al Ca?* lo forman una serina y cinco asparticos
cargados negativamente, que forman lo que se
denomina una esfera incompleta de coordina-
cién. Las cabezas cargadas de los fosfolipidos
desempefian una funcién crucial en la coordina-
cion del Ca2t, al completar la esfera de coordi-
nacién de los asparticos y contribuir al aumento
en la afinidad por el i6n del dominio C2A.
Curiosamente el sitio de union al Ca?+ esta rode-
ado por una corona de residuos basicos carga-
dos positivamente, que probablemente atraen a
las cabezas de fosfolipidos al dominio C2A para
estabilizarlas junto al sitio de unién al ién.



Disefiar dominios C2A mutantes, en donde la
union al Ca* esté abolida es intrinsicamente
complicado. Alteraciones en varios aminoacidos
pueden conllevar trastornos estructurales no
deseados, que impedirian discernir si los efectos
funcionales se deben exclusivamente a cambios
en la afinidad por Ca* o a los cambios estructu-
rales introducidos. No obstante, hemos observa-
do recientemente que la eliminacion de una
carga positiva en la corona de residuos basicos,
obtenida mediante la mutacién a glutamina de la
argininina 233, disminuye, en presencia de fosfo-
lipidos, la afinidad del domino C2A de la sinapto-
tagmina por el calcio (2). El estudio por RMN
reveld que, afortunadamente, esta mutacién no
afecta a la estructura tridimensional del dominio.
Es interesante que una mutacion similar de un
residuo proximo, la mutacion a glutamina de la
lisina 236, carece practicamente de efecto sobre
la afinidad de la proteina por el calcio (2).

Para el estudio "in vivo" del efecto de la
mutacion se introdujo ésta en el gen nativo de la
sinaptotagmina | de ratones (2). Esto es lo que se
conoce como raton "knock-in". Para ello se hace
uso de células embrionarias de raton, en las gue,
mediante recombinacion homologa, se introduce
la mutacién deseada en el gen de la sinaptotag-
mina. Este procedimiento es analogo al que se
utiliza para generar ratones "knock-out". La prin-
cipal diferencia es que en el ratén "knock-out" |a
mutacion introducida suprime la expresion de la
proteina y en el "knock-in" se consigue expresar
la proteina nativa con un aminocacido mutado.
Este abordaje permite que la sinaptotagmina
mutada se exprese, bajo la regulacién de su pro-
motor fisiolégico, con los mismos niveles y con el
mismo patrén temporal y tisular que la sinapto-
tagmina normal. De esa forma se generaron tres
lineas de ratones: ratones mutantes R233Q,
ratones mutantes K236Q y ratones controles, en
los que el gen de la sinaptotagmina | sufrié las
mismas manipulaciones gue en los casos ante-
riores, pero no se introdujo ninguna mutacion
puntual. De los cerebros de estos ratones se
solubilizé la sinaptotagmina y se estudid la
dependencia de calcio de su unién a fosfolipidos.
Curiosamente, el mutante R233Q mostrd una
reduccion en la afinidad de la unién a fosfolipidos
dependiente de calcio, mientras que el mutante
K236Q presentd el mismo comportamiento que
los ratones controles.

Junto con Christian Rosenmund en su
laboratorio en Goetltingen, (Alemania) analiza-
mos la transmision sinaptica en cultivos de neu-

ronas de hipocampo procedente de estos rato-
nes (2). Estos cultivos neuronales son de gran
utilidad para estudiar los fendmenos presinapti-
cos que determinan la liberacién de neurotrans-
misor. Lo primero que nos llamoé la atencién fue
que mientras que en los cullivos de neuronas
procedentes de ratones normales y del mutante
K236Q se observa una moderada depresién en
respuesta a la despolarizacion por altas frecuen-
cias de estimulaciéon, en aquellos de ratones
mutantes R233Q la tendencia era a la facilita-
ciéon. Este comportamiento es caracteristico de
sinapsis con baja probabilidad de liberacion, y
pudimes confirmar que éso es precisamente lo
que estaba ocurriendo. Para demostrario hicimos
uso del MK-801, agente que bloguea irreversi-
blemente los receptores abiertos de N-metil-D-
Aspartato  (NMDA). El curso temporal del blo-
gueo por MK-801 es directamente proporcional a
la probabilidad sinéptica de liberacién de gluta-
mato. En una poblacién de sinapsis con alta pro-
babilidad de liberacion se liberara mayor canti-
dad de neurotransmisor y se abriran mas recep-
tores de NMDA que se bloguearan rapidamente
por el MK-801 y en consecuencia, el decaimien-
to temporal de la amplitud de las corrientes pos-
tsinapticas sera también rapido. Por el contrario,
este decaimiento seréd lento si la poblacion de
sinapsis tiene una baja probabilidad sinaptica de
liberacion. Nuestros resultados mostraron que el
mutante R233Q: tiene una probabilidad sinaptica
de liberacion que se aproxima al 50% de los cul-
tivos normales. Este resultado puede explicarse
si el contingente de vesiculas listas para ser libe-
radas esta disminuido o si tras la llegada de un
potencial de accion la exocitosis de |las vesiculas
esta dificultada. En las neuronas de hipocampo
el contingente de vesiculas listas para ser libera-
das puede cuantificarse mediante estimulacion
con soluciones hipertonicas, que provoca la libe-
racién total del contingente. La probabilidad de
liberacion vesicular puede calcularse como el
porcentaje de vesiculas liberado durante un
potencial de accion con respecto al contingente
vesicular previo al potencial de accién. Estos
experimentos clarificaron que el tamafio del con-
tingente de vesiculas era normal y que era la pro-
babilidad de fusion vesicular la que estaba dismi-
nuida.

El siguiente paso fue caracterizar la res-
puesta presinaptica en respuesta a diferentes
concentraciones de calcio extracelular. La repre-
sentacion de Hill de los datos dosis-respuesta

reveld que la cooperatividad del mutante R233Q

es similar a la de los controles (1.6 para el
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R233Q y 1.7 para los controles), mientras que la
afinidad aparente para el Ca2+ extracelular es
mas baja para el mutante R233Q en compara-
cion con los controles (KD = 3.7 + 0.8mM para el
R233Q frente a KD = 1.9 + 0.2mM). Se ha des-
crito previamente que la sinaptotagmina | inter-
acciona con los canales de calcio presinapticos,
por lo que nuestros resultados podrian explicarse
postulando que la mutacién introducida interfiere
con la entrada de calcio. Para estudiar esa posi-
bilidad estimulamos la exocitosis dependiente de
calcio permeabilizando los terminales con el
ionoforo calcimicina (también conocido como
compuesto A-23187) de forma que la entrada del
ion se produjo por una via alternativa a la de los
canales voltaje dependientes. El resultado obser-
vado fue que bajo estas condiciones seguia
patente un deficit en la liberacion de neurctrans-
misor, indicando la existencia de un defecto en la
cascada de eventos posterior a los canales de
calcio. En resumen nuestros resultados eviden-
cian que una mutacion puntual en la sinaptotag-
mina que disminuye la afinidad por calcio en pre-
sencia de fosfolipidos se traduce "in vivo" en una
disminucién en la sensibilidad al calcio de la libe-
racion sinaptica de neurotransmisor (2).

Importantes preguntas siguen aun abier-
tas. Una de ellas consiste en explicar la cascada
molecular que hace que la union a la sinaptotag-
mina desencadene la fusion. Probablemente las
proteinas que forman el complejo de fusién parti-
cipan en ello. La sintaxina es una diana candi-
data, aunque en los ratones R233Q no se ha
podido demostrar ningtin deficit en la union entre
la sinaptotagmina y la sintaxina. Otro aspecto
importante, atin pendiente, es clarificar y explicar
la funcién global de la sinaptotagmina, incluyen-
do el estudio del dominio C2B. Existen ademas
otras isoformas de la sinaptotagmina que tam-
bién se expresan fuera del cerebro y cuyas pro-
. piedades funcionales estan empezando ahora a
ser descifradas. Estas y otras preguntas prome-
ten mantener ocupados a las nuevas generacio-
nes de neurobidlogos que sin duda siguen fasci-
nados por la regulacién de la liberacion de neu-
" rotransmisor en la sinapsis.

Rafael Fernandez Chacén

Departamento de Fisiologia Médica y Biofisica
Facultad de Medicina, Universidad de Sevilla
Rfchacon@us.es

1. Fernandez-Chacén R, Siidhof TC (1999)
Genetic of Synaptic Vesicle Function: Toward the
Complete Functional Anatomy of an Organelle.
Ann. Rev. Physiol. 61:753-776.

2. Fernandez-Chacén R, Kénigstorfer A, Gerber
SH, Garcia J, Matos MF, Stevens CF, Brose N,
Rizo J, Rosenmund C, y Sudhof TC (2001)
Synaptotagmin | functions as a calcium regulator
of release probability. Nature 410: 41-49.
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LA IMPORTANCIA DEL METODO ==

La secrecidn de muchas hormonas y neuropép-
tides es un proceso complejo que se inicia por
la transcripcidn de un gen y culmina con la exo-
citosis. Frente al detallado conocimiento de las
cascadas citosdlicas, la dindmica del acopla-
miento estimulo-expresidn es poco conocida
debido a la dificultad de monitorizar la expre-
sidn de genes en células vivas. En esta revisidh
se describe una nueva metodologia que permite
monitorizar la actividad transcripcional en
células individuales. Para ello se capturan en
tiempo real imdgenes de luminiscencia proce-
dentes de células que expresan luciferasa bajo
el control de un promotor de interés. De este
modo se pueden obtener auténticos perfiles de
los cambios de la actividad transcripcional con
el tiempo. Esta metodologia permitird abordar
el estudio de muchos procesos fisioldgicos
relevantes que estdn gobernados por cambios
dindmicos en la expresidn de genes. Por ejem-
plo, los cambios en la eficacia sindptica asocia-
dos a la plasticidad neuronal, los procesos de
diferenciacién celular o el papel de la expresidn
de genes en los cambios a largo plaze de la
secrecion de neuropéptidos y hormonas que son
el objeto de nuestro estudio.

ANALISIS EN TIEMPO REAL DE LA
EXPRESION DE GENES EN CELULAS
INDIVIDUALES

Lucia Nufez

Introduccién

ocurre generalmente de un modo pulsétil. En

muchas ocasiones la respuesta bioldgica
inducida por una hormona o neuropéptido depende
fuertemente de su patrén de secrecion y su altera-
cién conlleva la pérdida de su funcion. Destaca, por
ejemplo, el caso de las hormonas adenohipofisa-
rias o de diversos neuropéptidos hipotalamicos
como el factor liberador de gonadotropinas
(GnRH). Cambios en el patrén de secrecion de
GnRH o de las gonadotropinas adenchipofisarias
producen alteraciones importantes del ciclo ovéarico
(1). A pesar de su relevancia fisiolégica, es poco lo
que se conoce sobre los mecanismos que dirigen la

I a secrecién de hormonas y neuropéptidos

dinamica de la secrecion pulsatil (2). Puesto que el
comienzo de todo su proceso secretor comienza
con la sintesis, parece razonable pensar que la
dinamica de la expresién de los genes de los pro-
ductos de secrecion (hormonas y neuropéptidos)
puede contribuir a la elaboracion del patron de
secrecion (3). Para investigar esta hipotesis seria
deseable estudiar |a dinamica de la expresion de
genes a lo largo del tiempo, idealmente en células
individuales. E! uso de la técnica que se describe
aqui ha permitido concluir que existe una verdade-
ra especificidad en la dindmica de la expresion
génica y que ésta podria contribuir al mecanismo
de la pulsatilidad de la secrecion de hormonas y
neuropeptides, uno de los procesos menos conoci-
dos de la fisiologia humana. La presente revisién
pretende familiarizar al lector con una nueva meto-
dologia que permite investigar la dinamica de la
expresion de genes en células vivas a nivel de célu-
la Unica. A continuacién se discutiran brevemente
las bases de la nueva metodologia, los resultados
que se han alcanzado con ella y sus posibles apli-
caciones a diferentes problemas fisiolégicos.

Metodologia

La expresién de genes es un proceso com-
plejo regulade a muchos niveles, cuya etapa limi-
tante es, generalmente, la transcripcion. Una técni-
ca muy comun en el estudio de la actividad trans-
cripcional, es el uso de los llamados genes reporte-
ros gue codifican para proteinas faciimente detecta-
bles. Entre ellas esta el enzima bioluminiscente luci-
ferasa, cuya actividad genera emision de fotones
que se pueden medir con precision. Para investigar
la actividad transcripcional de un gen, la secuencia
del promotor que regula su expresion se liga a la
secuencia que codifica para la enzima de la lucife-
rasa, una proteina de la luciérnaga que emite luz
bioluminiscente muy usada como gen reportero.
Estas construcciones de DNA son introducidas en
las células por medio de plasmidos (Fig.1). Una vez
que las células han sido transfectadas, |a activacién
del promotor exégeno inducira la sintesis de lucife-
rasa (4). De este modo, la medida de la luz emitida
permite estimar la actividad transcripcional del pro-
motor en estudio. La nueva metodologia descrita
aqui consiste simplemente en una modificacidn de
la téenica tradicional del gen reportero de la lucife-
rasa. Gracias a los equipos adecuados, es posible .
registrar en tiempo real y en célula tnica la actividad
luciferasa en lugar de colectar la actividad de los
extractos celulares de miles de células y medir la
bioluminiscencia a posteriori. De este modo se
puede monitorizar la actividad transcripcional a lo
largo del tiempo en células individuales.



Para conseguir este importante objetivo, se
capturan imagenes de bioluminiscencia en tiempo
real a lo largo de varias horas. La Figura 1 ilustra
los distintos pasos de la técnica. Las células se
transfectan con un plasmido que contiene la
secuencia estructural de la luciferasa bajo el control
del promoter a estudiar. La transfeccién puede lle-
varse a cabo por cualquiera de los métodos al uso;
electroporacion, fosfato calcico, lipofectamina, etc.
En nuestro caso siempre hemos utilizado la
microinyeccion de plasmidos que ofrece la ventaja
frente al resto de introducir la misma cantidad de
DNA en todas las células hasta tener una seiial
optima. Después de 24 horas, las células transfec-
tadas se incuban con luciferina, el sustrato perme-
able de la luciferasa. A continuacion, las células
transfectadas se colocan en una camara cerrada y
termostatizada sobre la plantina de un microscopio
(Axiovert 135 TV, Zeiss). Tras localizar el campo
celular microinyectado, se inicia la captura de ima-
genes de bicluminiscencia con una camara de
video intensificada (Hamamatsu C2400-35/47) y un
procesador de imagenes que permite contaje de
fotones (Hamamatsu Argus-20 o Argus-50). La luz
emitida por cada célula es registrada en tiempo
real. Puesto que la emision de bioluminiscencia es
proporcional a la cantidad de luciferasa expresada,
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Figur 1:- Medida de |a Expresion de Genes en
Células Individuales. Las othias se tinsfoctan con
i plAsmita (ONA Circuiar bacteriano) qus Sorisne
I secusnciade |2 (Uziferasa bajo ol contiol del
promator del GNRH (GHRH-LG). Tras 24h, las
chiulas se [ncuban con lucifering y se cologan en fa
plfir s un micmseapio dotade Gon una cAmara e
-alta sensibilidad quo permis canskulr imégenes do
oluminiscercia por cartaje de fotanes en el llemps
y el espacio, La cartidad de fotores emitidos serdn
proporeionales o |a actividad del promator. La
captura de Imagenes similares a lo largo del tismpe:
permite consiruir perfiles de actividad transcripsionsl
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el registro de los cambios en la emision de luz de
las células individuales se correspondera con una
medida dindmica de la actividad transcripcional del
promoetor en estudio. Puesto que se conocen los
promotores de muchos genes, esta técnica es muy
versatil y permite estudiar la dinamica de la expre-
sion de una gran variedad de éstos en diversos

tipos celulares. :
Existen otros genes reporteros ampliamen-

células. Finalmente, la vida media del enzima luci-
ferasa es excepcionalmente breve (aprox. 1 hora)
lo que implica que la sefial se extingue rapidamen-
te, evitando asi la acumulacién de la sefial, que
oscureceria las medidas sucesivas. En el otro lado
de la balanza esta el hecho de la dificultad de medir
bioluminiscencia en célula individuales. Tradicional-
mente, se han utilizado fototubos enfriados o, mas
recientemente, fototubos de Gltima generacion para
menitorizar la bioluminiscencia emitida por la lucife-
rasa. El desarrollo de las camaras de alta sensibili-
dad de Hamamatsu C2400-35/47 capaces de
detectar un solo fotén han permitido hacer imagen
de bioluminiscencia.

Resultados

Mediante la metodologia descrita anterior-
mente hemos investigado la dinamica de la expre-
sion del gen para GnRH en neuronas individuales.
La Figura 1 muestra una imagen de bioluminiscen-
cia generada por la emision de fotones procedentes
de células GT1 transfectadas con el gen reportero
de la luciferasa bajo el promotor del gen GnRH. La
actividad transcripcional fue cuantificada por la emi-
sion de bieluminiscencia capturada en 30 minutos y
codificada en pseudocolor. En promedio cada célu-
la emite mas de 10 fotones por minuto. Si se anali-
za la expresion del gen GnRH en la misma célula y
en situacion basal en un periodo de 16 horas se
puede comprobar que todas las células individuales
han modificado su nivel de expresion. Incluso mas
de la mitad de ellas han sufrido un cambio mayor
de un 50%. Sin embargo, si se promedian los valo-
res de actividad luciferasa de todas las células no
se observan diferencias entre el valor inicial y el
final capturade después de 16 h. Estos datos
demuestran que los analisis tradiciocnales llevados
a cabo en poblaciones celulares no permiten apre-
ciar el comporitamiento individual. Del mismo modo,
también se puede monitorizar la actividad del pro-
motor del gen GnRH de modo continuo simplemen-
te acumulando los fotones emitidos por la misma
célula cada A

1000

30 minutos g

durante 16 h, %,

204

GARH-lue

te utilizados, entre ellos destaca el gen para p- . »
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situacion de reposo. La Figura 2B muestra la dina-
mica de la activacién del promotor del gen GnRH
cuando es estimulado con IGF-I. Aunque ambas
células sufren un incremento de su nivel de expre-
sion de GnRH, su patrén de respuesta es muy dife-
rente. En la Figura 2C se muestra la dinamica de la
expresion del gen para prolactina, cuya secrecion
también presenta un patrén pulsatil, aunque de fre-
cuencia mucho menor gue GnRH. Se muestran los
registros de la actividad transcripcional del gen de
PRL en varias células individuales en reposo
durante 24 h. Como se puede observar, la expre-
sion del gen para prolactina también muestra cam-
bios en el tiempo, aunque a una frecuencia mucho
menor que GnRH, consistentemente con su patrén
de secrecion (5). Estos experimentos demuestran
como la dinamica de la actividad transcripcional de
un gen es una caracteristica especifica de cada
célula. De manera que, existiendo un patrén de
expresion génica, solo la monitorizacion de los
fendémenes subyacentes en el nivel celular podra
acercarnos a la comprension del sistema.

Aplicaciones

La nueva metodologia, descrita brevemen-
te en este articulo, permite menitorizar la actividad
transcripcional en células individuales a lo largo del
tiempo. Su versatilidad permite, en teoria, monitori-
zar la actividad transcripcional de cualquier gen en
cualquier tipo celular, y realmente sodlo esta limitada
por el elevado coste de las camaras de alta sensi-
bilidad. Esta estrategia experimental tiene enorme
potencial como herramienta de trabajo para multi-
tud de problemas, ya que reline dos caracteristicas
fundamentales. En primer lugar, el hecho de que se
pueda medir la actividad transcripcional en células
vivas (incluyendo células normales, no tumorales).
En segunde lugar, la posibilidad de monitorizar la
expresion de un gen en tiempo real durante largos
periodos, de incluso 4 dias (6). Otra ventaja adicio-
nal, es la posibilidad de combinar esta técnica con
otras metodologias de estudio a nivel de célula
Unica. De hecho su combinacién con imagen de
calcio (7), medidas de secrecion en célula Unica,
inmunofluorescencia e hibridacion "in sitd" (8) ha
permitido establecer correlacicnes entre dichos
parametros. La imagen de luciferasa también se ha
utilizado para monitorizar la actividad de varios
genes ciclicos, con patrén de expresion circadiano
(9). Es de destacar, ademas, como estos experi-
mentos pueden realizarse en campos anatémicos
complejos, lo que le otorga una enorme fiabilidad
para hacer determinaciones en érganos intactos e
incluso en el animal entero, utilizando animales
transgénicos (8). Esto permitira descubrir el papel
de la actividad transcripcional de muchos genes en
su verdadero entorne fisiolégico y sin tener que
manipular las células. Por ultimo, la posibilidad de

obtener imagenes de bioluminiscencia en célula
Unica abre un enorme campo de investigacién no
sblo para monitorizar expresion de genes sino para
cualguier otro analisis que utilice la bioluminiscen-
cia como marcador. Entre ellos esta el apasionante
campo de la investigacion del calcio subcelular con
ecuorina y su papel en las funciones locales de las
células (10).
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EL RINCON DE HIPASO

Uno de los errores mas frecuentemente come-
tido por los investigadores al analizar sus datos
o interpretar los publicados por otros autores,
es eguiparar la idea de "estadisticamente no
significativo" con la de "queda demostrado que
no se observa el efecto buscado". Dado que se
trata de un error comtn, es muy posible que
dificulte la deteccién de efectos bioldgicos,
por otra parte presentes, ademds de introdu-
cir un elemento de confusion importante en la
interpretacion de resultados.

RESULTADOS ESTADISTICAMENTE NO
SIGNIFICATIVOS

Didgenes Laercio

se reduce la ingesta de las ratas a dos tercios
de lo que espontaneamente comen, se prolon-
ga su vida.

En un primer estudio sobre este tema se
mide el tiempo de vida de 4 ratas controles (no se
pone limite a su ingesta) y otras 4 con la inges-
ta reducida y se obtienen las siguientes medias y
desviaciones:

I maginemos que un fisidlogo sospecha que si

Control: N = 4, Media = 30 meses, DE = 7;
Tratados: N =4, Media = 40 meses, DE =8.

Para hacer inferencia estadistica, es decir
para comprobar hasta qué punto es facil que la
ventaja observada haya aparecido por casuali-
dad, se plantea esta hipétesis nula, Hy La
ingesta reducida (IR) no prolonga el tiempo de
vida, es decir, la media real de vida es igual en
las ratas con IR que en las controles.

Un calculo muy sencillo arroja los siguien-
tes resultados:

t= (40 - 30)/5.315 = 1.88
P=0.12

Y la conclusion podria expresarse asi:
* dado que P > 0.05, las diferencias no son sig-
 nificativas; es decir, los datos no aportan sufi-
" ciente evidencia a favor de que realmente la
IR prolonga la vida. Por lo tanto, el valor de P
obtenido nos dice que la diferencia entre
‘ambos grupos encontrada en nuestro estudio
_puede deberse a la variabilidad propia de las
. muestras, ¥ no a que realmente la IR prolen-

10

gue la vida.

Hasta aqui todo es correcto y la conclu-
sién expuesta se ajusta a los resultados obteni-
dos. Sin embargo, el error aparece cuando se
malinterpreta la expresion "resultado no significa-
tivo", creyendo que es sinénimo de "se demues-
tra que no se observa el efecto buscado." Y ello
porque "resultado no significative" quiere decir
que los datos encontrados en nuestra muestra
no constituyen una demostracion definitiva de
que existe el efecto buscado, lo cual no equivale
a decir que se ha demostrado que ese efecto no
existe.

Las cosas se ven mas claras si se calcu-
la el intervalo de confianza para la magnitud
real (es decir a nivel de poblacién) del efecto. En
las muestras estudiadas, el grupo con IR tuvo
una vida media superior al grupo control en 40 -
30 = 10 meses. Un calculo muy sencillo indica
que ese valor en la poblacion puede estar entre
10+£13 =-3 y 23, con 95 % de confianza. Es
decir, si todas las ratas de esa cepa son someti-
das a IR, la media de supervivencia puede que
fuera desde 3 meses menor a 23 meses mayor
que en los animales con dieta normal. Todo elle
quiere decir que los resultados de nuestro estu-
dio son compatibles con que la IR disminuya lige-
ramente |a vida de estos animales, con que no la
modifigue y con que la prolongue hasta 23
meses, lo que con relacion a los 30 meses gue
vivio la muestra de controles supondria prolongar
la vida en 76%.

Con esta muesfra es imposible estimar
con masprecisién el efecto real. El pequefio
nimero de individuos estudiados y la relativa-
mente alta variabilidad de la supervivencia en
estos grupos son la causa de esta falta de preci-
sién. Pero si habia motivos para sospechar que
la IR alarga |a vida, lo sensato es decir que este
estudio dio resultados a favor de esa hipéte-
sis de trabajo, si bien no son concluyentes y
estarfa indicado estudiar mas individuos para
poder llegar a conclusiones sélidas. Y en ningin
caso caeremos en el error de creer que la no sig-
nificacion estadistica sugiere gue no hay el efec-
to buscado. Pues, repetimos, estos datos sugie-
ren claramente que el efecto en cuestion esta
presente, y lo que la ausencia de significacion
estadistica quiere decir es que esa sugerencia no
es lo suficientemente fuerte como poder asegu-
rar que hay dicho efecto.

Otro error, relacionado con el anterior, es
confundir la expresion “estadisticamente muy



significativo”, con “efecto muy notable”. Para
aclararlo supongamos que se considera la posi-
bilidad de que la dieta baja en colesterol (BC)
disminuye la concentracién de triglicéridos en
plasma. Para comprobarlo se hace un estudio
sobre 400 humanes, de edad comprendida entre
40 y 50 afios y dieta estandar. En ellos se
encuentra gue los triglicéridos en plasma tienen
Media = 90 (en mg/dl) y DS = 10.
Seguidamente, se somete a todos ellos a una
dieta BC durante 6 meses, y al volver a determi-
nar sus niveles de triglicéridos se obtiene: Media
=89.5 y DS =8. La desviacion estandar de la
diferencias "antes" menos "después" fue 2 mg/dl

Para hacer inferencia estadistica, es decir
para ver hasta qué punto es facil que la bajada
observada en la muestra haya aparecido por
casualidad, se plantea esta hipotesis nula, Hy:
La dieta BC no modifica la concentracion de tri-
glicérido en plasma.

Un calcule muy sencillo nos proporciona
los siguientes resultados:
Z =(90-89.5)0.1=5
P = 0.0000006

Y la conclusion podria expresarse ahora
de la siguiente forma: en la muestra estudiada,
los niveles de triglicéridos en plasma tras
seguir dieta BC fueron menores y el efecto es
estadisticamente muy significativo, por lo
que se puede concluir que esa dieta disminu-
ye realmente la concentracion de triglicéri-
dos.

Esta conclusion seria correcta, pero el
lector debe darse cuenta de que la reduccion
observada en los niveles de triglicéridos es real-
mente muy peguefa, aungue resulte muy signifi-
cativa, por lo que no debemos confundir en nin-
gun caso la magnitud del efecto observado con
su significacion estadistica.

Las cosas se ven mas claras si se calcu-
la el intervalo de confianza para la magnitud
real (es decir, a nivel de poblacion) del efecto. En
las muestras estudiadas, la dieta BC produjo una
bajada de 0.5 unidades. Un calculo muy sencillo
indica que ese valor en la poblacién puede estar
entre 0.5+ 0.2 =0.3 y 0.7, con 95 % de confian-
za. Es decir, si toda la poblacion fuera sometida
a esa dieta, la bajada media de la concentracién
de trigliceridos es muy probable que esté entre
03y 07,

Ello quiere decir que los resultados de
estudio indican que realmente la dieta BC dismi-
nuye muy ligeramente los niveles de triglicéri-
dos, y que probablemente disminuya la media
poblacional entre un 0.4 y un 0.8 %.

Diégenes Laercio
Departamento de Bioestadistica
Universidad Complutense
tatopv@med.ucm.es
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ACTUALIZACION

El interés de la comunidad cientifica por
las alteraciones pr'ovoc:adas por un incre-
mento del estrés oxidativo (Alzheimer,
cdneer, etc.) ha aumentado de forma consi-
derable durante los dltimos afios. A nivel
vascular, los radicales libres de Og-err¢g.n
multitud de efectos, entre los que se pue-
den destacar la oxidacién de las lipoprote-
inas de baja densidad, la inactivacién del
axido nitrico y la mediacidn de los efectos
inducidos por hormonas vasodctivas como
la angiotensina II. Teniendo en cuenta que
las células producen de forma continua una
cantidad inmensa de H,O,, es evidente que
los mecanismos antioxidantes endégenos
deben de estar continuamente muy activos,
ya que un predominio de los mecanismos
oxidantes puede provocar alteraciones
vasculares funcionales y estructurales, y
por lo tanto provocar el desarrollo de pato-
logias tan frecuentes como la hipertension
arterial o la arteriosclerosis. En el siguien-
te articulo Luis F. Carbonell hace una breve
revisién de los procesos que pueden aumen-
tar el estrés oxidativo y sus consecuencias
cardiovasculares.

- ESTRES OXIDATIVO Y RIESGO
CARDIOVASCULAR

Luis F. Carbonell Meseguer

e denomina estrés oxidativo a aquella
Ssituacién en la que las células estan

expuestas a un ambiente prooxidante y los
mecanismos defensivos antioxidantes son sobre-
pasados de forma gue se llega a afectar el esta-
do redox celular. En los sistemas biologicos los
.. elementos prooxidantes provienen en su mayoria
. del oxigeno, siendo denominados genéricamente
especies reactivas de oxigeno. El reconocimien-
to de los efectos téxicos del oxigeno sobre los
seres vivos se remonta al Gltimo tercio del siglo
XVIII. Posteriormente, y hasta bien avanzado el
siglo XX, una gran cantidad de estudios incre-
mentaron el conocimiento de los efectos deleté-
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reos de las altas concentraciones de oxigeno y
de ofros toxicos oxidantes sobre los procesos
biolégicos que constituyen la vida. Sin embargo,
no fue hasta el afio 1969 cuando se comprobd
implicitamente la generacion de estos elementos
como subproductos de las reacciones biolégicas
en las células. En ese afio, McCord y Fridovich
descubren la existencia en humanos de la supe-
roxido dismutasa (SOD), enzima que cataliza la
reaccion de anion superoxido a peroxido de
hidrégeno. La existencia de la enzima implicaba
la presencia del radical superoxido como ele-
mento formado durante el metabolismo oxidativo
celular. Desde entonces se ha verificado la for-
macién de diversos elementos reactivos deriva-
dos del oxigeno durante el metabolismo oxidati-
Vo y su participacion en procesos fisiolégicos y
fisiopatologicos.

Como especies reactivas de oxigeno se incluyen
a los radicales libres de oxigeno y a otros com-
puestos de oxigeno gue, si bien ho pueden cata-
logarse quimicamente como radicales libres, si
gue son altamente prooxidantes y capaces de
generar radicales libres durante su metabolismo.
Un radical libre se puede definir come aquella
especie quimica que posee un electrén desapa-
reado. Esta situacion le confiere una alta capaci-
dad de reaccion, practicamente con cualquier
principio activo, lo que también condiciona su
certa existencia. Los radicales libres se pueden
formar a partir de atomos o moléculas por tres
vias: 1) por la ruptura homolitica del enlace cova-
lente de una molécula, reteniendo cada fragmen-
to uno del par de electrones compartidos; 2) por
la pérdida de un electrén; y 3) por la adicién de
un electron. Con excepcion de circunstancias
inusuales tales como altas temperaturas, radia-
ciones ionizantes y luz ultravioleta, los radicales
libres se generan en las células fundamental-
mente por reacciones con transferencia de elec-
trones. Estas pueden ser mediadas par la accién
enzimatica o preducirse sin la intervencion de
enzimas, a menudo con la colaboracion de iones
metalicos de transicion como hierro y cobre redu-
cidos (reacciones de Fenton y Haber Weiss). El
radical libre que suele generar la existencia de
las demas especies reactivas de oxigeno es el
anién superodxido. Su origen en la célula se sitia
en la mitocondria y en las membranas celulares.
En la mitocondria, el oxigeno molecular es meta-
holizado en la cadena respiratoria por la via tetra-
valente, pero una pequefia proporcion (2-5%) se
escapa por una via univalente, el oxigeno capta



un electrén y se convierte en el anion superéxido.
En las membranas celulares realizan su funcion
diversas enzimas (NADP/NADPH oxidasa, cito-
cromo P450, xantina oxidasa, ciclooxigenasa,
lipooxigenasa) que utilizan el oxigeno como
aceptor de electrones y, consecuentemente, lle-
van a la formacion del anion superéxido (Fig. 1).
La activacién de estas enzimas forma parte de la
actuacion de diferentes hormonas y moduladores
hormonales, de forma que el anién superoxido
puede considerarse como segundo mensajero
en la actuacion hormonal (1).

A partir del anion superoxido se forman el
resto de especies reactivas de oxigeno, desta-
cando el peroxido de hidrégeno, peroxinitrito,
hipoclorito y cloraminas, asi como los radicales
hidroxilo y diéxido de nitrégeno. Ante estos pro-
ductos tan reactivos el organismo dispone de sis-
temas defensivos antioxidantes enddgenos, con
caracteristicas enzimaticas o no. Entre los prime-
ros estarian la superéxido dismutasa (mitocon-
drial, citoplasmatica y extracelular), la catalasa y
el complejo glutation peroxidasa-reductasa (Fig.
2). Entre los no enzimaticos estarian las vitami-
nas antioxidantes A, C y E, el glutation y otros
compuestos con residuos tioles reducidos, albi-
mina, acido Urico, bilirubina, proteinas captado-
ras de hierro y cobre, asi como los los estroge-
nos y la melatonina, recientemente incorporados
a esta lista.

En lo anteriormente mencionado se excluyen
aquellas agresiones externas provocadas por
xenobiodticos que o bien son especies reactivas
de oxigeno, o durante su relacion con nuestro
organismo inducen su generacion. La lista de
estos compuestos o situaciones seria muy exten-
sa, pero cabria sefialar ambientes hiperdxicos, el
ozono, herbicidas (diquat, paraquat), el alcohol y
la cocaina, el tabaco, drogas diabetégenas como
el alloxan y la estreptozotocina, el tetracloruro de
carbono, intoxicacion por paracetamol , etc.

La corta vida de las especies reactivas es conse-
cuencia del ataque al elemento préximo, aunque
parecen mostrar especial avidez por los acidos
grasos poliinsaturados constituyentes de las
membranas biologicas. El resultado de esta Ulti-
ma reaccion es una peroxidacion lipidica en
cadena, capaz de desestructurar y alterar las fun-
ciones de una membrana lisosomial, mitocon-
drial, endoplasmatica o celular, modificando su
permeabilidad y conduciendo eventualmente a la
lisis y muerte celular. Cualquier sustrato es sus-
ceptible de ser alterado: proteinas, acidos nuclei-
cos, residuos tioles reducidos, ete, afectando su
funcion. Dada la labilidad de las especies reacti-
vas de oxigeno, su determinacion in “vivo' plan-

tea dificultades técnicas importantes, por esto se
utilizan como marcadores de estrés oxidativo los
productos de las reacciones de oxidacion, donde
destacarian los productos de peroxidacion lipidi-
ca (malonildialdehido y 4-hidroxialquenos), los 8-
isoprostanos, que son metabolitos de la oxida-
cién no enzimatica del acido araquidénico, los
productos de oxidacién proteica (carbonilprotei-
nas), y la 8-hidroxideoxiguanosina como subpro-
ducto de la oxidacion del ADN. Conviene recor-
dar que los radicales libres son también herra-
mientas de |las defensas celulares contra la agre-
sién. Asi, los leucocitos monocitos-macréfagos y
celulas del llamado sistema reticulo-endotelial
(células endoteliales, células alveolares I, célu-
las de Kupffer, células gliales, etc.), una vez acti-
vados liberan importantes cantidades de radica-
les libres que ayudan a combatir la agresion y
participan del proceso inflamatorio.

La participacion del anion superdxido y otras
especies reactivas en el control vascular se exa-
mina especialmente en relacion con la funcién
endotelial (2). El endotelio vascular ya no es con-
siderado unicamente como una mera barrera que
separa la sangre circulante del espacio subendo-
telial, sino como un receptor de estimulos fisicos
y quimicos que responde liberando diferentes
mediadores que influyen poderosamente en el
tono vascular y en el crecimiento y proliferacién
de las células vasculares. El equilibrio que resul-
ta de la accion de los factores endoteliales induc-
tores de vasoconstriccion y proliferacion celular
(angiotensina |l, endotelina, tromboxano A2,
anién superoxido, etc.) y los factores inductores
de vasodilatacion y antiproliferacion (6xido nitri-
co, prostaciclina, factor hiperpolarizante, etc.) es
esencial para la homeostasis vascular. El 6xido
nitrico es con diferencia el derivado endotelial
mas relevante y su funcién vascdilatadora y anti-
proliferativa bien reconocida. Su produccién o
biodisponibilidad disminuida podria inducir vaso-
constriccion y crecimiento vascular y, consecuen-
temente, aumento de las resistencias vasculares.
El éxido nitrico presenta caracteristicas de radi-
cal libre y su reaccion con el anién superéxido
ocurre con gran facilidad. La consecuencia inme-
diata es la limitacién de la biodisponibilidad del
6xido nitrico, mientras que la consecuencia neta
consiste en vasoconstriccion y crecimiento vas-
cular, de hecho en preparaciones vasculares in
vitro se utiliza el test de la respuesta vasorrela-:
jante de la SOD para valorar la liberacién vascu-
lar espontanea de dxido nitrico. En situaciones
de normalidad la concentracion de SOD es unas
300 veces mayor que la del 6xido nitrico, lo que’
permite que la respensabilidad del metabolismo
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del anién superéxido recaiga sobre la SOD, a
pesar de que la tasa de reaccion entre superoxi-
do y oxido nitrico s unas tres veces mayor gue
la que presenta la interaccion entre superéxido y
SOD. De esta forma, el 6xido nitrico, por su con-
dicion de radical poco reactivo, realiza actividad
antioxidante y muestra su faceta mas beneficio-
sa. Su actuacién es capaz de parar reacciones
de peroxidacion lipidica de las membranas celu-
lares confiriéndoles estabilidad; ademas, le per-
mite prevenir la oxidacion de |as lipoproteinas de
baja densidad (LDL), evitando un factor de riesgo
cardiovascular importante para el desarrollo de
arteriosclerosis.

En determinadas situaciones en las que
aumenta la formacién de anién superoxido y de
oxido nitrico, este ultimo por estimulo de la enzi-
ma 6xido nitrico sintasa inducible (INOS), |a reac-
cidn entre ellos es inevitable, formandose peroxi-
nitrito (3). Las concentraciones de éxido nitrico
que se alcanzan tras la activacion de la iNOS son
claramente superiores a las alcanzadas por la
actuacion de las enzimas constitutivas oxido nitri-
co sintasas endotelial y neuronal (eNOS y
nNOS), siendo en estos casos desplazada la
SOD en su protagonismo de metabolizar al anidn
superoxido. El peroxinitrito formado es un anion
no radical que en medios acuosos se degrada a
nitritos, pero en medios ricos en principios biolo-
gicos, tras protonarse, forma acido peroxinitroso.
Este tltimo se descompone rapidamente en pro-
ductos mucho mas reactivos gue sus originarios

" Oxido nitrico y anion superdxido, con propieda-
des quimicas propias del radical dioxido de nitro-
geno y del radical hidroxilo. De esta forma, aque-
llas situaciones que den lugar a un aumento de

~anién superéxido vascular pueden resultar lesi-

. vas por varias vias: en primer lugar, eliminando
los efectos vasculares beneficiosos de las bajas
concenfraciones de oxido nitrico liberado de
forma constitutiva; en segundo lugar, por los
efectos deletéreos prooxidantes del peroxinitrito.
Ademas, el anién superéxido también puede
actuar como un constrictor de la musculatura lisa
vascular de forma directa a través de la activa-
cion de la via de la tirosin-cinasa y del inositol tri-
fosfato. En sintesis, el efecto resultante de la
accion de las especies reactivas de oxigeno
sobre el endotelio vascular es lo que reconoce-
'mos como disfuncion endotelial, produciéndose
un desplazamiento hacia estados donde predo-

. minan el tono vascular aumentado asi como un
- mayor grado de proliferacion de células vascula-

res. Particularmente relevante resulta la media-

_cién que ejerce la activacion de la NAD(P)H oxi-

- dasa como origen del anién superoxido y consi-
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guientemente de estrés oxidativo.

Aparte de los efectos citotoxicos de las
especies reactivas de oxigeno alterando estruc-
tural y funcionalmente cualguier molécula bioldgi-
ca, y por ende la funcion endotelial, actualmente
se le esta prestando una atencién especial a la
relacion entre estrés oxidativo y control de la
expresion geénica. El balance intracelular entre
prooxidantes y antioxidantes influye la homeosta-
sis celular, y la alteracién de este balance hacia
estrés oxidativo puede modular la activacion de
cinasas y la inactivacion de fosfatasas que indu-
cen cambios en la expresion génica a traves de
la activacion de factores de transcripcion (4). Al
menos tres factores de transcripcién parecen
sensibles al estado redox celular: el factor nucle-
ar kB (NFkB), el activador de proteinas (AP-1) y
el receptor activado de proliferaciéon de peroxiso-
ma (PPAR). E| NFKB es un factor de transcripcién
inducible miembro de la familia proteica Rel, que
existe en el citoplasma en forma inactiva como
heterodimero compuesto de las subunidades p50
y pB5 en asociacion con la subunidad inhibitoria
IkB. Cuando el NFkB es activado por sefales
externas, entre ellas el estrés oxidativo, la subu-
nidad IkB es fosforilada y se disocia del resto. Es
entonces cuando el NFkB se traslada al nicleo y
regula la transcripcién de numerosos genes infla-
matorios. Entre las proteinas reguladas por este
factor de transcripcién nuclear se encuentran
moléculas de adhesion (ICAM, VCAM, E-selecti-
na), enzimas inflamatorios (INOS, ciclooxigena-
sa-2, lipooxigenasa, fosfolipasa citosolica A2) y
citokinas proinflamatorias (TNF?, Interleukina-
1?227IL-6, IL-2 ). En general, el impacto biclégico
de eslos procesos de transcripcion abarca la
adhesion y migracion de monocitos/macrofagos,
hipertrofia de células musculares lisas vascula-
res, supervivencia y proliferacion de diferentes
tipos celulares, apoptosis, inflamacién y remode-
lado de la matriz extracelular (5). Resulta espe-
cialmente interesante la hipétesis que plantea
gue estos procesos de activacion en la transcrip-
cion nuclear pudieran explicar la modulacion que
el oxido nitrico ejerce sobre si mismo (6}, y que
de alguna manera condiciona que el 6xido nitrico
ejerza actuaciones sobre el sistema cardiovascu-
lar antioxidantes y protectoras (a bajas concen-
traciones fisiologicas), o prooxidantes y deletére-
as (a altas concentraciones). De esta forma, en
diversos tipos celulares concentraciones fisiolo-
gicas de oxido nitrico, como las que se alcanzan
con la actuacion de eNOS y nNOS, suprimen la
expresion del gen que codifica la INOS por meca-
nismos ligados a la inactivacion del NFkB. Estos
mecanismos incluyen la induccién



y estabilizacién de la subunidad inhibitoria kB,
asi como la interferencia en su proceso de fosfo-
rilacion. Ademas, el Oxido nitrico interfiere en la
unién del NFKB a la region promotora del gen
que codifica a la INOS. A su vez, los mecanismos
que promueven la induccién de iINOS inhiben
rapidamente la actividad de las NOS constituti-
vas a traves de la fosforilacion de residuos de
tiresina presentes en estas enzimas, disminuyen
las concentraciones intracelulares de 6xido nitri-
co y permiten la activacion del NFkB al suprimir
el freno que para la citada activacién ejercian las
concentraciones fisiolégicas de oxido nitrico. En
resumen, en las celulas que expresan NOS cons-
titutiva e inducible, las enzimas constitutivas
regulan la expresion de la iINOS utilizando al
oxido nitrice como modulador. Paralelamente, los
mecanismos inductores de la INOS pueden regu-
lar el oxido nitrico intracelular modulando la acti-
vidad de las enzimas constitutivas.

La relacion entre estrés oxidativo y expresién
geénica confiere nuevas perspectivas a las impli-
caciones fisiopatologicas de las situaciones liga-
das al estrés oxidativo, entre otras razones por-
que se podra intervenir a diferentes niveles en
todos aquellos procesos que afectan al sistema
cardiovascular y que pueden estar condiciona-
dos por estrés oxidativo. Actualmente, se estan
realizando numerosos estudios en esta linea en
situaciones de alto riesgo cardiovascular que
incluyen procesos como la arteriosclerosis, el
shock cardiovascular, la preeclampsia, los sin-
dromes de isquemia-reperfusion (trasplante de
organos, revascularizaciones, cirugia con circu-
lacién extracorporea, etc.), las complicaciones
cardiovasculares de la menopausia, las compli-
caciones cardiovasculares de la diabetes, insufi-
ciencia cardiaca e hipertension arterial.

En los préximos afios obtendremos respuestas
sobre cémo intervenir en procesos oxidativos
que tengan consecuencias deletéreas sin afectar
aquellos mecanismos fisiologicos y defensivos
donde es imprescindible la participacion de las
especies reactivas de oxigeno. Para esto, se ten-
dré que mejorar en la identificacion directa de las
reacciones oxidativas, aumentar el conocimiento
de los mecanismos sensibles al estado redox
que influyen en la expresion génica, asi como
ampliar la bateria terapéutica de sustancias
antioxidantes que las haga mas especificas para
la situacion valorada.

Luis F. Carbonell Meseguer

Departamento de Fisiologia

Facultad de Medicina - Universidad de Murcia
luisfer@um.es

Referencias

1. Yu BP (1994) Cellular defenses against dama-
ge from reactive oxygen species. Physiol Rev 74:
139-162.

2. \Wu L (1999) Champlain J de. Effects of supe-
roxide on signaling pathways in smooth muscle
cells from rats. Hypertension 1999: 34: 1247-
1253.

3. Pryor WA, Squadrito GL (1995) The chemistry
of peroxynitrite: a product from the reaction of
nitric oxide with superoxide. Am J Physiol 268:
LB99-L725.

4. Dalton TP, Shertzer HG, Puga A (1999)
Regulation of gene expression by reactive oxy-
gen. Annu Rev Pharmacol Toxicol 39: 67-101.

5. Griendling KK, Sorescu D. Ushio-Fukai M
(2000) NAD(P)H Oxidasa. Role in cardiovascular
biology and disease. Circ Res 86; 494-501.

6. Colansati M, Suzuki H (2000) The dual perso-
nality of NO. TIPS 21: 249-252.

Mitacondria
Metabolismo Univafente Sistemas Enzimaticos

- NAD{P)H Oxidasa

- Xantina Oxidasa

- Lipooxigenasa
- - Ciclooxigenasa

02 - Citosrame PASG. .

g™

Xenobidiicos

- Herbicidas, Contaminantes.
- Drogas Digbetégenas

- Farmagos, kradigeion

- Ozono,Hiperoxia Alcohof ..

Colucolaminas

Activacién
Leucacitaria
NAD(PIH oxiriasa

Figura 1. Diferente fuentes del anién superdxido.

2
Mitocondria,
NAD(P)H Ox
Cit P450,
XO0,CoX,
LFO = SOD CAT
o Fe* Cu* H202 GSH Px

OH

Figura 2. Metabolisme del anién superoxido. SOD: superd-
xido dismutasa. CAT: catalasa. GSH Px: glutation peroxida-
sa,

15



DOS SIGLOS DE FISIOLOGIA EN LA
FACULTAD DE VETERINARIA DE
MADRID

Albino Garcia Sacristan

on la creacion de las Escuelas de
' Veterinaria a partir de mediados del siglo

XV, la Fisiclogia de los animales
domésticos, que ya habia sido utilizada por medi-
cos y zoologos, adquirid creciente importancia,
constituyéndose como ciencia auténoma. La pri-
mera Escuela en Espania se funda a principios de
1792 en Madrid con el nombre de "Real Colegio
de Veterinaria", iniciandose las ensefianzas el 18
de octubre de 1793 durante el reinado de Carlos
1V. Por decision de Manuel Godoy, se ubica en un
edificio y huerta situados por fuera de los muros
de la antigua Puerta de Recoletos, actualmente
ocupados estos terrenos por la Biblioteca
Nacional y la Plaza de Colon. La Fisiologia se
ensefia desde gue se inagura la Escuela como
"el érgano y su funcién”. Es en 1800, con motive
del segundo plan de estudios cuando se incluye
la Fisiologia como asignatura, orientandose su
docencia hacia la Hipofisiologia y siendo su pri-
mer profesor Joaquin Villalba (Mirambel,
Teruel,1750-Madrid,1807). Villalba era cirujano
__militar, con gran interés en temas historicos rela-
cionados con los animales domésticos y la vete-
rinaria. En 1802 publicé "Epidemiologia espafio-
la o historia cronoldgica de las pestes, contagios,
epidemias y epizootias que han acaecido en
Espafa desde la venida de los cartagineses

 hasta el afio 1801".
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animales domésticos. Con motivo del falleci-
miento de Agustin Pascual se hace cargo de la
docencia de Fisiclogia, Francisco Puente
Santander (1780-1831), subprofesor de esta
asignatura, que causé baja el 17 de septiembre
de 1824 por sentencia de la Real y Suprema
Junta de Purificaciones Civiles.

En 1827 obtiene por oposicion la catedra
de Fisiologia Nicolas Casas de Mendoza
(Madrid, 1801-1872), siendo auter de distintos
textos sobre Zootecnia, Anatomia Patologica,
Fisiologia y Obstetricia, entre otros. Durante
varios afos fué Director de la Real Escuela de
Veterinaria de Madrid (1847-1868), contribuyen-
do de manera muy eficaz en la planificacion de
los estudios de Veterinaria. Sus trabajos literarios
veterinarios son fan numerosos, que bien se
puede decir, sin temor de equivocarse, gque ha
escrito tanto como todos los albéitares antiguos y
los veterinarios que le han antecedido y de su
época juntos. Dentro de las obras de orientacién
fisiologica que publicd destacan "Elementos de
Fisiclogia Veterinaria", en 1834, que constituye el
primer libro que sobre esta ciencia se edita en
Espana. Este hecho, que de por si representa un
acontecimiento notable para la fisiologia veteri-
natia espariola, pudiera verse incrementado por
la circunstancia de que podria ser el primer libro
de Fisiologia Veterinaria, ya que segun Kolb el
primer ensayo de recopilaciéen se debe a
Ellenberger, quien en 1890 publicd su obra en
dos volumenes "Handbuch der vergleichenden
Physiologie der Hausséugetiere".

"Elementos de Fisiolegia Veterinaria", cons-
ta de 493 paginas mas indice, advertencia y una
dedicatoria. El libro se inicia con la definicion de [a
Fisiologia como "aquella parte de la ciencia que



























