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CARTA DEL PRESIDENTE ™=

Son lamentablemente escasas las buenas noticias
sobre la vida de la SECF de las que puedo
informar desde nuestro anterior Boletin. Tal como
acordamos en el Congreso de Alicante, se presenté
y defendi6 la candidatura de Sevilla como sede de
36" Intemational Congress of Physiological Sciences
a celebrar en el 2008. Para ello se envio una
delegacion oficial, con financiacién externa, al tltimo
congreso de la IUPS celebrado en Nueva Zelanda
el pasado Agosto. Estuvo constituida por Jose Maria
Delgado y Bernat Soria, a quienes debemos
agradecerles su dedicacion y sacrificio de tiempo y
comodidad. A pesar de obtener un honrose niimero
de votos (15) se perdid la votacion, que fue ganada
por la propuesta de Japén. Por cuanto frustrante
nos pueda parecer este resultado, deberia servir
como reflexion util para organizar mejor futuras
acciones de este tipo. Creo gue, en adelante, estas
iniciativas deberian concertarse mejor, por encima
de suspicacias o desencuentros personales, entre
todos los posibles asistentes espafioles con
capacidad de influir en las votaciones relevantes,
con objeto de lograr una accién mas eficiente en
aras del interés nacional.

Siguiendo con las malas noticias, debemos
lamentar la reciente pérdida de los profesores Carlos
Osorio, José Vifia y, hace escasos dias, Juan José
Jorda. A su memoria se dedican sendas notas en
este numero de nuestra revista. Los tres han sido
dignos representantes de la mejor tradicién de la
Fisiologia espafiola y fundaron amplias y fructiferas
escuelas de fisidlogos. Estoy seguro de que su
recuerdo y ejemplo nos acompafaran durante
nuestra vida profesional a quienes tuvimos la suerte
y €l honor de ftratarles.

Contintia a buen ritmo la organizacién de nuestro
proxime XXXI! Congreso (Tenerife 2003) a realizar
conjuntamente con la Physiological Society. El
Comité Organizador presidido por Rafael Alonso
esta realizando un trabajo espléndido, teniendo ya
concertada una buena parte del programa cientifico,

con una anticipacién admirable considerando
nuestras tradiciones nacionales.

Se ha efectuado el cobro de la nueva cuota
anual a los miembros de la SECF, aumentada este
afio hasta 6.000 pesetas (36 euros), segin el acuerdo
unanime de la Asamblea General de Alicante. Segun
dicho acuerdo se pretende dedicar una buena parte
a financiar la asistencia a los actos de la sociedad
de los investigadores mas jovenes. Al mejorar
muestra situacion financiera se han podido regularizar
nuestras cuotas con la lUPS y la FEPS, de las que
hemos dejado de ser (por el momento, y esperamos
seguir asi) deudores cronices. Nuestra pagina web
(se recuerda la npueva direccion
http:/fwww.seccff.org) continda funcionando y
ofreciendo numerosos enlaces utiles, asi como
nuevos anuncios de trabajo y becas.

Aln estd pendiente de formalizarse la
constitucion oficial de la FESBE y que ésta inicie su
andadura como organizacién representativa de los
bidlogos espafioles. Los problemas crecientes y
progresivamente inquietantes de la politica cientifica
y académica de nuestro pais siguen haciéndola
sumamente necesaria y urgente. Es deplorable que
no hayamos podido expresar una opinién concertada
en cuestiones recientes tan cruciales como la LOU
o el acuerdo del Ministerio de Sanidad con
Farmaindustria. Hay algun indicio de que se llegue
a organizar una reunién fundacional en un futuro no
demasiado lejano; esperemos que asi sea. Los
previsiblemente duros tiempos para la convivencia
en la astronave Tierra y cada uno de sus paises,
incluido el nuestro, anunciados por el horror del 11
de Septiembre, requeriran probablemente de mas
de una llamada a la cordura por parte de las
organizaciones de sus ciudadanes mas ldcidos,
como se supone deberiamos ser los cientificos.

Manuel Mas
Presidente de la SECF
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PINZAS OPTICAS: ]
. APLICACIONES EN BIOLOGIA

Vicente Valero

| INTRODUCCION

principios del siglo XVIl, Johannes Kepler
i propuso que el "empuje" de las radiaciones
: solares eran el responsable de la direccion que
i tomaba la cola de los cometas. En 1873, la teoria
: electromagnetica de James Clerk Maxwell demostré
i fedricamente que la luz por si misma podia ejercer
i fuerzas dpticas, denominadas presion de radiacion.
i Sin embargo, debido al orden de magnitud de estas
i fuerzas (pN), hubo que esperar hasta 1986 para
que Arthur Ashkin describiera experimentalmente el
uso del rayo laser para atrapar y manipular pequefias

| | particulas dieléctricas (Ashkin y col., 1986). Un afio

: después, demostraron su utilidad en organismos
: vivos atrapando virus, bacterias y protozoos (Ashkin
y Dziedzic, 1987; Ashkin y col., 1987). Desde
~ entonces, y gracias al desarrollo de esta técnica, se
ha producido una revolucién en la biofisica y
bioquimica clasica permitiendo importantes avances
en el estudio de motores moleculares, transcripcion
de ADN y configuracién estructural de las proteinas,

| LA FUERZA DE LA LUZ

i Probablemente muchas personas, sin saberlo, hayan
i tenido |a oportunidad de observar el funcionamiento
i de una trampa optica en una aplicacion futurista. En
i un episodio de la pelicula "StarTrek: la proxima
: generacion", la nave nodriza sujeta el Enterprise
: con un rayo luminoso; en esta ocasion, la "ciencia-
¢ ficcion" refleja una experiencia real observada en
i dimensiones microscopicas.




Fig. 1: El rayo que proviene de la nave principal no trata
de destruir el Entreprise sino que lo mantiene atrapado.
Aungue se pueden dar argumentos para desestimar esta
aplicacion, con este ejemplo se trata de ilustrar la forma
en que la presion de radiacion luminosa permite atrapar
pequeiias particulas. La imagen fue adquirida de la pagina
Web de StarTrek.

Cuando sobre una particula incide un rayo
laser de gran intensidad aparecen dos principales
fuerzas actuando sobre ella. La mas evidente es la
fuerza provocada por la dispersién y absorcién de
fotones por la particula. A la segunda, se la denomina
fuerza gradiente, proporcional a la polarizabilidad
de la particula y al gradiente de intensidad. En este
caso, la fuerza es ejercida en la direccion de mas
alta intensidad luminosa, hacia donde la particula
es arrastrada. Si ambas fuerzas estan equilibradas,
se provocara que pequefias particulas queden
atrapadas de forma estable. Para conseguir el
acentuado gradiente de intensidad, responsable de
la trampa y que permite dicha estabilidad, el rayo
laser es focalizado en el microscopio a través de un
objetivo de amplia apertura numeérica, con el fin de
limitar la refraccién en el punto luminoso. Asi se
consigue una elevada intensidad del campo
electromagnético en el foco del objetivo y un
acentuado decrecimiento de la intensidad en la
vecindad.

La particula, cuando es mayor que la longitud
de onda, acttia como una simple lente que refieja y
difracta los rayos incidentes. La deflexion de los
rayos cambia su momento y, debido a la ley de
conservacion del momento, el resultado es una
fuerza que mueve la particula hacia la region de
mas alta energia. Una desviacién de la posicion
estable del centro de la trampa 6ptica, provoca una
fuerza opuesta que |la conduce de nuevo al centro.
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Fig. 2: Origen de |la fuerza gradiente en rayos optices. Si

la particula es desplazada del centro de la trampa Optica
(A: hacla abajo; B: hacia arriba; C: hacia la derecha), hay

una fuerza, dirigida en la direccion de mas alta energia
luminosa descrita por el perfil Gaussiano del rayo, que
la retorna a su posicion de equilibrio. La particula esta
atrapada de forma estable si la fuerza gradiente es igual
a la fuerza dispersiva. )

Para particulas cuyo tamario es del mismo
orden de magnitud gue la longitud de onda (tal como
ocurre en sistemas biologicos donde el espécimen
sujeto de investigacién es del orden de mm vy la
longitud de onda utilizada es de 1.06 um), los
modelos tedricos no pueden predecir las fuerzas
actuantes, ya que dependen en gran medida de la
forma de la particula, por lo que hay que realizar los
célculos de forma experimental.

CALIBRACION Y DETERMINACION DE LAS
FUERZAS

Cémo ya se comentd anteriormente, es dificil
realizar predicciones tedricas sobre la magnitud de
las fuerzas opticas, por lo que es preciso calcularlas
experimentalmente. En general, es posible medir la
respuesta de una particula atrapada cuando sobre
ella acttia una fuerza externa. Por las caracteristicas
de estas fuerzas, pueden ser consideradas similares
a las que ejercen sobre una particula un fluido
viscoso, que obedece a la ley de Stoke. Se asume
para pequefios desplazamientos que la particula se
mueve bajo un potencial éptico arménico. Asi, la
fuerza resultante es lineal con el desplazamiento,
lo cual significa que la trampa optica actua de forma
similar a un muelle que obedece a la ley de Hook.
La constanrte o rigidez del muelle, o, es el parametro
que se debe determinar durante la fase de
calibracion. De esta forma, sélo ha de conocerse la
posicidn de la particula atrapada para poder calcular
la fuerza que actua sobre la misma. Uno de los
métodos que permite su determinacion es el de la
fuerza de arrastre, el cual consiste en ejercer una
fuerza viscosa sobre |la particula atrapada come
consecuencia del flujo de un fluido que puede mover
la particula o hacer que permanezca fija. El
desplazamiento, x, desde el centro de la trampa, se
debe medir para poder calcular su rigidez, o, que
puede calcularse mediante la expresion:

o =Flx

La ley de Stcke permite calcular la fuerza
viscosa que actlia sobre una esfera de radio r:

F = Brnrv

donde h es la viscosidad del fluido y v su velocidad.
La distancia de la particula atrapada a la base de
la camarita debe ser ajustada convenientemente,
es suficiente que sea de 5 um (Simmons y col.,
1996), para evitar la interferencia de fuerzas
turbulentas ocasionadas por dicha superficie. La

viscosidad del fluido debe ser conocida de forma
precisa. Normalmente el movimiento del fluido se




provoca moviendo la camarita sobre una plataforma
piezoeléctrica.

DESCRIPCION DEL SISTEMA DE PINZAS
OPTICAS

Un sistema de pinzas dpticas, consta de dos
partes fundamentales. La primera es la pinza optica
propiamente dicha, es decir el laser, el microscopio
y la dptica necesaria para guiar el rayo (Block, 1990).
La segunda es el sistema sensor de la posicion de
la particula en la trampa 6ptica, con una resolucion
en la escala de nm (Visscher y col., 19986).
El laser utilizado suele tener una longitud de onda
de 1064 nm, siendo el coeficiente de absorcion
relativamente pequefio para este rango espectral
(Svoboda y Block , 1994), lo que resulta iddneo para
estudiar elementos biolégicos suspendidos en
solucion acuosa. De esta forma, el dafio inducido
por la luz y el calentamiento local se reduce al
minimo.

Hay que tener en cuenta que la fuerza que
puede ser ejercida por la trampa dptica es
proporcional a la potencia del laser, y que la
sensibilidad de la medida de las fuerzas moleculares
depende en gran parte de |a estabilidad del |aser a
la salida. Se ha demostrado que el laser es mas
estable a altas potencias de salida, por encima de
los 5 W (Moroz y col., 1997).

La posicion en tiempo real de una particula
en la trampa Optica, se puede determinar mediante
fotodiodos que detectan en cuatro diferentes e
independientes areas el brillo de la imagen de la
particula. La sefial de salida es amplificada, se
calcula la diferencia de voltaje entre las areas y se
normaliza en funcién de la suma total de los
cuadrantes, lo que daré |a posicién de la particula.

Otro método consiste en el analisis de
imagenes. Mediante un algoritmo llamado "centroid
tracking" (Gelles y col., 1988) podemos conocer la
posicion de una o mas particulas simultaneamente,
con una precision del orden de nanémetros, aunque
tiene una limitacion en el tiempo, alrededor de 100
Hz, por lo que no puede determinarse la posicion
en tiempo real.

MANIPULACION CON PINZAS OPTICAS

Las fuerzas oOpticas, aungue son
extremadamente débiles, del orden de decenas de
piconewton, pueden atrapar virus, bacterias y
protozoos (Ashkin y Dziedzic, 1987; Ashkin y col.,
1987), estudiar el transporte vesicular intracelular
(Ashkin y col., 1990), manipular macromoléculas
tales como el ADN para estudiar su elasticidad (Chu,
1991) o usarse como escarpelo eh microcirugia para
fusién celular asistida (Steubing y col., 1981).
Algunos estudios sobre la dinamica de |a kinesina
evidenciaron la potencialidad de esta técnica
(Svoboda y col., 1993). Esferas de 0.6 mm de

diametro fueron incubadas con dichas moléculas y
situadas mediante la trampa optica sobre un lecho
de microtubulos direccionados. A través de ellos, y
gracias a los motores moleculares, se moverian las
microesferas venciendo la oposicion de |a fuerza de
la trampa. El andlisis de los resultados demostrd
que estos motores bicldégicos se movian con
regulares pasos de 8 nm de longitud. En similares
experimentos, un filamento de actina era sujetado
por los extremos a dos microesferas situadas en
sendas trampas Opticas (Finer y col., 1994). Dicho
filamento se situaba en la vecindad de una
microesfera, cubierta previamente con miosina,
observandose un desplazamiento de esta Ultima de
alrededor de 11 nm, que provocaba un transitorio
de fuerzas entre 3 y 4 pN, lo cual resultaba
consistente con las predicciones de modelos de
contraccion muscular.

En los dos ejemplos anteriores se mostré
que la movilidad de moléculas individuales puede
ser monitorizada sin la complicada presencia de
miltiples cinéticas, que el progrese del proceso
motor puede ser seguido con elevada resolucion
espacial y temporal y, por ultimo, que las pinzas
opticas permiten el estudio dinamico de las moléculas
con directa y controlada manipulacion.

Para conocer las propiedades mecanicas de
polimeros, asi como en la determinacién de la rigidez
estructural de componentes celulares, se ha recurrido
también a las pinzas opticas. Con ellas se ha medido
la rigidez de un filamento de actina, que es de ~2.10"
pN nm* (Dupuis y col., 1997) o la elasticidad de
moléculas de ADN {(Wang y col., 1997). Experimentos
con Titin, un polipéptido filamentoso gigante que se
cree esencial en la conservacion de la integridad
estructural de la sarcomera, y que desempefia un
conocido papel en la fuerza pasiva del musculo,
revelaron un comportamiento similar al de un muelle
no lineal (Kellermayer y col.,1997). Estirando dicho
filamento por sus extremos, unidos a microesferas
de latex por medio de una trampa optica y una
micropieta, se comprobd gue era posible estirarlo
con fuerzas entre 20 y 30 pN. Sin embargo la
reversibilidad a su longitud inicial ocurria bajo
pequefias fuerzas de ~2.5 pN. Escalando estos
datos a las dimensiones de la sarcomera, se
reproducian muchas de las caracteristicas de la
fuerza pasiva en relacién con |a curva de extension
de las fibras musculares.

Durante la exocitosis, una serie de proteinas
son responsables de la fusion del grano secretor
con la membrana plasmatica, asf como de los pasos
previos que la desencadenan. Sin embargo, quedan
muchas cuestiones sin resolver. Trabajos recientes
han tratado de caracterizar el anclaje vesicular
utilizando como modelo biclégico eosindfilos de
caballo para estudiar las fuerzas de interaccion entre
dos granos aislados. Tras un protocolo en el que se
rompe la membrana celular, los granos son atrapados
y puestos en contacto mediante una trampa éptica
dual (Valero y col,, 2000; Valero y col., 2001).
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Fig. 3: En una trampa 6ptica dual, el rayoc laser es dividido
en dos antes de ser canalizado nuevamente en el camino
optico hacia el objetivo del microscopio, que sirve como
condensador y es el responsable del gradiente de
intensidad y, por lo tanto, de la trampa. La direccion de
uno de los rayos es modificada mediante un espejo
movible o un deflector acustico dptico. De esta manera
se ponen en contacto los granos, de 2 pm de diametro,
y se estudia la fuerza de interaccién entre proteinas.

En dichos experimentos, se midieron fuerzas
de unioén con un rango de valores entre 0-30 pN en
los que se pudo romper la unién, lo que manifiesta
diferentes constantes de disociacion, estando en
concordancia con los diferentes modos de fusién
(fusion irreversible, reversible y "Kiss and run"). Es
previsible que estudios y modelos similares permitan
desvelar cuales son las proteinas esenciales en el
anclaje vesicular, cual es la cinética de dicho proceso
y cuales son las circunstancias que favorecen o
inducen la fusién.

CONCLUSION

Las nuevas técnicas de manipulacién, como
la de |as pihzas opticas que aqui se ha tratado, han
provocado una apasionante revolucién en el estudio
de la biologia molecular, Gracias a ellas, se consigue
un mayor control experimental y una elevada
resolucion temporal y espacial, lo que permite revelar
propiedades mecanicas moleculares, asi como el
comportamiento de moléculas en sus funciones
primarias.

Indudablemente, nos encontramos ante un
nuevo panorama cientifico en el que la presencia
de herramientas opticas, en conjuncién con estudios
bioguimicos y estructurales, puede depararnos un
futuro prometedor en la blusqueda del conocimiento,
permitiendo describir fielmente numerosos sistemas
biolégicos que aun hoy siguen siendo un misterio.

Vicente Valero

Department of Applied Physics and Engineering
Cornell University

lthaca, New York

w26@comell.edu
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LA IMPORTANCIA DEL METOD( ™ss—
VER EL CEREBRO

IMAGEN OPTICA DE SENALES
INTRINSECAS

Casto Rivadulla

Para comprender el funcienamiento del sistema
nervioso central (SNC) es fundamental ser capaz
de monitorizar la actividad de las neuronas ante
diferentes estimulos. Para ello se utilizan desde
hace tiempo técnicas electrofisiologicas que permiten
estudiar desde neurcnas individuales (registros
extracelulares e intracelulares), hasta una actividad
mucho mas global (electroencefalograma, EEG).
Estas técnicas se caracterizan por una altisima
resolucion temporal, del orden de décimas de
milisegundo en el caso de los registros unitarios,
pero a nivel espacial presentan ciertas limitaciones.
Las técnicas de registro individual proporcionan
informacién puntual sobre la actividad de una sola
neurona; en el otro extremo, el EEG permite obtener
la actividad de un numero elevado de células, pero
tienen dificultades a la hora de delimitar la zona
responsable de dicha actividad.

En los Ultimos 30 afios se han desarrollado
tecnicas de imagen, como la resonancia magnética
(RMF) o |la tomografia de emisién de positrones
(PET), con las que se obtienen imagenes
tridimensionales del cerebro durante la realizacion
de diferentes tareas. Si bien estas técnicas tienen
la gran ventaja de no ser invasivas y, por lo tanto,
aplicables a humanos, tienen el inconveniente de
que su resolucion, tanto espacial como temporal,
es limitada. Ademas, son técnicas complejas y caras,
lo que dificulta su uso en experimentacion. Dentro
de las técnicas de imagen, posiblemente la que mas
se ha extendido a nivel experimental y ha ayudado
a comprender el funcionamiento del SNC sea la de
‘Imagen Optica de Sefiales Intrinsecas (Ol)". Es

una técnica con una resolucién espacio-temporal
superior a la mayoria de las técnicas de imagen, es
relativamente simple en su realizacion y el equipo
necesario es mucho mas econémico que, por
ejemplo, el necesario para realizar PET ¢ RMF.

¢En gue consiste la OI?

La técnica se basa en una idea muy vieja, que
es la relacion existente entre actividad y cambios
en el flujo sanguineo (Roy y Sherrington, 1830),
demostrada muchos afios después (Kety et al.,
1955; Lassen and Ingvar, 1961; Sakoloff, 1977;
Raichle et al., 1983; Fox et al., 1986). Asi sabemos
que hay una relacién directa entre flujo sanguineo,
actividad metabdlica y actividad neurcnal. Partiendo
de estas premisas lo que va a hacer la Ol es una
estimacion de la actividad neuronal basandonos en
una medida metabélica: el consumo de Oa.

El equipo basico para realizar Ol es bastante
simple (Grinvald et al, 1986), consta de una fuente
de luz con una longitud de onda cercana a, o en el
rango inicial del infrarrojo (capaz de penetrar en el
tejido hasta 1 mm), que va a iluminar la zona del
cerebro que queremos estudiar, y una camara digital,
acoplada a un microscopio, enfocada a una
profundidad entre 300 y 800 micras por debajo de
la superficie del cerebro, que va a tomar imagenes
de esa zona (para una descripcion mas detallada
de la camara y el microscopio ver Bonhoeffer y
Grinvald, 1996). De la misma forma que en una
fotografia en blanco y negro vemos diferentes
tonalidades de gris dependiende de la cantidad de
luz absorbida y reflejada por cada uno de los objetos,
en la fotografia obtenida en la corteza cerebral
veremos partes mas oscuras, que se corresponden
con zonas de maxima absorcién de la luz, y otras
mas claras, que se corresponden con las zonas de
menor absorcion (Fig. 1a).
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£ Qué determina la mayor o menor absorcién de
la luz?

Cuando aumenta la actividad metabélica se
produce una cascada de eventos que es importante
conocer para saber qué estamos midiendo
realmente. Por un lado tenemos un aumento del
flujo sanguineo (aumento de la hemoglobina), y por
otro tenemos un mayor consumo de Oz por parte
de las células que estan siendo activadas (aumento
de la deoxinemoglobina). Estos componentes, que
podemos dencminar sanguineos (sefiales
intrinsecas), son cbservables a longitudes de onda
entre 400 y 630 nm. En el rango de longitudes de
onda menores de 590 nm, predomina la sefial de la
hemoglobina y a longitudes mayores la de la
deoxihemoglobina. Aunque con ambos se puede
obtener una sefial de buena calidad, es importante
saber cual de los dos estamos midiendo, ya que la
forma de la sefial en el tiempo y su extensién espacial
van a ser diferentes (Frostig et al, 1990). Si pensamos
en términos temporales, cuando una zona de la
corteza se activa se produce una aumento inmediato
en el consumo de oxigeno (empieza el aumento de
deoxihemoglobina) que es seguido, tras un retraso
de algo mas de 1 seg, de un aumento de la sefal
emitida por la hemoglobina, provecada por un mayor
aporte sanguineo. El pico maximo de absorcion de
la deoxy hemoglobina se alcanza aproximadamente
4 seg después del inicio del estimulo (Fig. 1b); a

Figura 1; a) Fotografia de la superficie
de la corteza visual primaria de un gato
(arriba) y mapa de actividad de la misma
zona (500 micras por debajo de la
superficie) mientras el animal ve un
enrejado en movimiento con una
orientacién de 0 grados. El estimulo
utilizado se representa a la derecha. Se
observan claramente zonas de mayor
actividad (mas oscuras), representando
grupos de neuronas gue responden a
ese estimulo y zonas mas claras que
se corresponden con grupos de células
que no responden al estimulo. b) Analisis
temporal de la sefial registrada (niveles
de deoxihemoglobina) en la porcion que
incluye el pequefio recuadro
representado en a. La zona sombreada
representa el periodo de presentacién
del estimulo (4 seg).

partir de aqui se produce una caida pronunciada
que alcanza valores muy por debajo de los obtenidos
en reposo y la sefial no vuelve a valores basales
hasta después de, aproximadamente, 10 seg desde
la retirada del estimulo. En el caso de la hemoglobina
el pico maximo de absorcion ocurre alrededor de 8
seg después del comienzo del estimulo, pero su
curva de recuperacion es mas rapida, y alrededor
de 3 seg después del pico se recuperan los valores
iniciales.

En cuanto a la extension del efecto, la
hemoglobina va a generar siempre un area mayor
de actividad, lo cual es facilmente entendible si
pensamos gue el aumento de deoxihemoglobina
esta relacionade con un aumento en el consumo de
oxigeno, que se produce de manera local en aquella
zona donde aumenta la actividad, mientras que el
aumento de hemoglobina esta directamente
relacionado con el aumento de flujo sanguineo, con
un control espacial mucho menos preciso. En la
mayoria de los experimentos se utiliza una longitud
de onda de 805 nm, con lo que la mayor parte de
la sefial que se registra se debe a la
deoxihemoglobina. También es importante tener en
cuenta estos parametros temporales a la hora de
"sacar la foto". Debemos sincronizar la camara con
el estimulo, el tiempo de exposicion debe durar al
menos hasta que se alcance el pico maximo
(alrededor de 4 seg en el caso de la




deoxihemoglobina) y no debemos generar un nuevo
estimulo hasta que los niveles de deoxihemoglobina
vuelvan a sus valores iniciales.

El experimento

Los estudios de Ol se han realizado en diferentes
animales, incluyendo gato, rata, hurén, mono, etc.,
€on una preparacion similar a las que se realizan
en los experimentos clasicos de electrofisiologia.
Un experimento tipico se lleva a cabo habitualmente
en animales anestesiados, aunque recientemente
se ha conseguido en animales despiertos (Vneck et
al, 1999; Shtoyerman et al, 2000), por lo que es
importante controlar de forma precisa el grado de
anestesia y tener en cuenta que no con todos los
anestésicos se obtiene la misma intensidad de sefial.
Hasta la fecha se ha demostrado que con los
barbitdricos y los anestésicos gaseosos la relacion
sefial/ruido es buena. Un aspecto fundamental en
estos experimentes es asegurar |la correcta
ventilacién del animal; no debemos olvidar que
estamos midiendo la saturacién de la hemoglobina,
por lo que es importante monitorizar en todo
momento el nivel de COz expirado, asi como la
saturacion de oxigeno en sangre. Aungue,
posiblemente, el mayor problema con el que nos
podemos encontrar a la hora de realizar Ol, con

Figura 2: Fotografia de la superficie de la corteza visual
primaria y mapas de actividad de la misma zona mientras
el animal esta viendo enrejados en movimiento con
diferentes orientaciones, representadas en cada caso
por la barra de la izquierda. Se observa gue para cada
orientacion del estimulo tenemos zonas mas claras y
mas oscuras. De la fusién de los 4 mapas obtenemos
el mapa de selectividad a la orientacion, en el que la
orientacion preferente de cada zona de la corteza esta
representada por un coédigo de tonos de grises.
Habitualmente se utiliza un cédigo de colores, que en
este caso no es posible por motivos tipografices.

respecto a los experimentos de electrofisiologia
clasicos, sea el del movimiento del propio cerebro.
La imagen la vamos a tomar a través de una
craneotomia con unas dimensiones que pueden
llegar a 20x25 mm (sensiblemente mayor que las
realizadas en los experimentos de electrofisiologia),
lo que hace que el movimiento del cerebro, debido
a las pulsaciones del corazén y la respiracion, pueda
alterar la imagen, hasta el punto de estropearla
fotalmente, debido a que los tiempos de exposicion
son muy largos. Para evitar los problemas asociados
al movimiento del cerebro es frecuente rodear la
craneotomia con un anillo metalico, sellado en su
parte superior con cristal y llenc de aceite mineral
transparente con una presion suficiente para evitar
los movimientos y gue no altera la toma de imagenes.
La presencia de este dispositivo impide el acceso
a la corteza por otros medios (por ejemplo, con un
electrodo de registro o de estimulacion) y no permite
llevar a cabo determinados experimentos. Otras
soluciones un poco mas trabajosas incluyen la
realizacion de un pneumotorax, la colocacién de
agar al 1.5 % sobre la craneotomia (una vez que el
agar solidifica debe afadirsele aceite mineral que
mejora las propiedades Opticas y evita su
desecacion). Ademas de mejorar la estabilidad, el
agar también impide la desecacion de la corteza.
Este método permite registros mas prolongados, ya
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gue la presion que se ejerce sobre la corteza en el
caso de utilizar el anillo disminuye, generalmente,
la intensidad de la sefial después de unas pocas
horas. Una mesa neumatica que evite movimientos
ajenos al animal, asi como una fuente de luz que
asegure una luz intensa y estable son elementos
fundamentales para obtener una buena sefial.

Analisis de los datos

Debemos de recordar que la sefial que estamos
midiendo tiene una intensidad muy baja. En
cendiciones optimas, el cambic en la intensidad de
la luz reflejada como consecuencia de la actividad
neuronal esta entre el 0.5 y el 2 %. Es, por lo tanto,
necesario un analisis cuidadoso de esa sefial antes
de obtener el resultado final. En primer lugar, para
obtener un mapa de actividad de la corteza es
necesario promediar la sefial. Cada uno de los
estimulos debe repetirse normalmente entre 20 y
50 veces, y el numero de repeticiones variara
principalmente de manera inversa a la calidad de la
preparacion. Una vez que tenemos hecho el
promedio debemos eliminar la sefial que no es
debida a la activacion de la corteza (el 99% del
totall). El método mas sencillo consiste en restar de
la imagen obtenida durante |la estimulacion otra
imagen, de la misma zona de |la corteza, obtenida
sin estimulacion visual (blanco), o con un estimulo
que active uniformemente la corteza, normalmente
la suma de las imagenes obtenidas con los distintos
estimulos (cocktail blanco). El mapa asi obtenido
se denomina mapa de condicion simple. Una forma
de aumentar el contraste y hacer mas evidentes las
zonas de activacion seria restar uno de esos mapas
obtenidos con un estimulo de otro obtenido con otro
estimulo que active zonas complementarias de la
corteza; es lo que se llaman mapas diferenciales.
Debemos de tener en cuenta que el uso de mapas
diferenciales implica necesariamente un
conocimiento previo de la arquitectura cortical. A
partir de la combinacion de los mapas de condicion
simple obtenido con los diferentes estimulos se
pueden obtener mapas corticales que reflejen la
distribucién de afinidad de las distintas zonas
corticales a las diferentes propiedades de los
estimulos. Por ejemplo, en la figura 2 se muestran
4 mapas de condicion simple obtenidos en la corteza
visual primaria. El estimulo consiste en un enrejado
en movimiento, siendo la diferencia entre los 4
estimulos la orientacion de las barras que forman
el enrejado. Si a cada orientacion del estimulo le
asignamos un tono de gris y luego fusionamos los
4 mapas en uno solo, de tal forma que para cada
pixel se examine en los 4 mapas cudl tiene mayor
intensidad de sefial y se le dé a ese pixel el tono

correspondiente, obtenemos el mapa mostrado en
2b, en el que se puede observar que la selectividad
a la orientacién del estimulo en la corteza visual
presenta zonas en que va cambiando gradualmente
y otras zonas en donde los cambios son mas bruscos
(fracturas).

Aungue la mayoria de los estudios con Ol se
han realizado en el sistema visual, y asi tenemos
mapas de orientacion, direccion, frecuencia espacial,
etc. (ver como ejemplo Hubener et al, 1997), cada
vez con mas frecuencia se vienen utilizando con
gran éxito en otros sistemas, como en el
somatosenserial, auditivo u olfatorio (Shoham and
Grinvald, 2001; Tokioka et al, 2000; Meister and
Bonhoeffer T, 2001). Esta técnica también ha
demostrado su utilidad en los estudios de plasticidad
durante el desarrollo, debido a que una de sus
ventajas es que permite, en animales jovenes, tomar
las imagenes sin necesidad de eliminar la finisima
lamina de hueso que recubre la corteza (Godecke
et al, 1997; Sengpiel et al., 1999; Sharma et al.,
2000). Imagenes gue son reproducibles en los
animales control a lo largo de varias semanas.

Utilizacion Combinada

La imagen optica de sefiales intrinsecas se esta
convirtiendo en una herramienta complementaria
presente cada vez en mas laboratorios de
neurofisiologia. Ahora que sabemos que la superficie
de la corteza no es uniforme, sino que presenta
dominios, fracturas y zonas sensibles a este u otro
estimulo, posiblemente uno de los campos de mas
futuro para las técnicas de imagen sea la de servir
de apoyo a otras técnicas. Por ejemplo, igual que
hasta ahora cuando registrabamos la actividad de
una célula en |a corteza nos interesaba conocer en
qué lamina nos encontrabamoes, a partir de ahora
puede ser importante saber en qué punto de la
superficie, pues posiblemente la localizacion de las
células con respecto a lo que las rodea va a alterar
sus propiedades. Por esto, no seria extrafio que,
antes de empezar a hacer registros, necesitasemos
tener un mapa de la superficie para guiar estos
registros. De la misma forma que cuando inyectamos
un trazador para posteriormente hacer histologia o
cuando pretendemos estimular una zona de la
corteza para ver su efectos sobre otros nlcleos.

Quizas el proyecto mas ambicioso sea el de
practicar Ol en humanos (Haglund et al., 1992),
durante |a realizacion de intervenciones quirtrgicas
(lo que podria servir como guia a la hora de localizar
focos epilépticos o delimitar de forma precisa areas
dafadas), incluse a través del hueso craneal, lo que
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nos proporcionarfa una herramienta con una
resolucion mayor que las hasta ahora disponibles
para estudiar los procesos mentales superiores.
Aunque los primeros pasos en este sentido ya se
han dado, la calidad de los resultados todavia esta
lejos de las obtenidas en animales de
experimentacion; sin embargo, tratédndose de una
técnica tan joven, no serian de extrafiar grandes
avances en los proximos arfios.

Casto Rivaduila

Grupo de Neurociencia y Control Motor
(NEUROcom)

Dept. Medicina e INEF Galicia,

Campus de Oza, 15006 A Corufia, SPAIN.
casto@udc.es
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EL TAMANO DE LA MUESTRA

Diégenes Laercio

C ierto es que la pregunta inicial relativa al tamafio
de la muestra es logica e, incluso, obligada, ya que
todo investigadoer que se dispone a hacer un trabajo
debe decidir cuantos individuos va a incluir en cada
grupo. Sin embargo, la realidad es que en la mayoria
de los casos NO hay una respuesta Unica para esa
pregunta. NO existe un tamano idéneo en el sentido
de que con él se consigue la maxima informacién
a minimo costo, y todo otro tamafio posible es
menos eficiente en |a relacion costelinformacién.

Por ese motivo, los comités cientificos suelen
equivocarse manifiestamente cuando exigen gue el
tamafio de la muestra elegido sea justificado con
“criterios estadisticos rigurosos”. De manera que,
mientras estos comités preguntan al investigador
por qué ha decidido cierto tamafio de muestra, los
biostadistices se preguntan perplejos: ;Por qué los
miembros de los comités evaluadores tienen ideas
tan erréneas respecto a los tamafios de muestra?

En esta ocasion proponemos al lector que
considere estas dos situaciones, mas realistas que
magicas, y trate de explicar las flagrantes
contradicciones que los respectivos investigadores
deben afrontar. En el proximo numero explicaremos
con todo detalle por qué tan encontradas posturas
son perfectamente compatibles.

El terrible dilema de Aida Buendia

Doctora en Farmacia por la Universidad de
Macondo y Directora del Departamento de Fisiologia
Comparada de la Universidad Miskatonic, Aida
decide hacer un estudio para estimar con precision
la proporcién de investigadores cualificados de
Ciencias de la Salud europeos, que estan a favor
de utilizar la clonacidon de células humanas en
investigaciones que redunden en un mejor
conocimiento de la fisiologia y fisiopatologia
humanas.

Para determinar el nimero investigadores

que debe encuestar consulta a un famoso
bioestadistico, que, una vez analizado
detenidamente el caso, llega a la conclusion de gue
debe entrevistar a 1040 fisidlogos.

Pero en el camino de vuelta a casa Aida
coincide en el tren con otro afamado bioestadistico,
el cual, tras comentar con ella los diferentes aspectos
del proyecto, afirma convencido que el niimero de
investigadores entrevistados debe ser, exactamente,
de19.

“‘Sin duda — pens6 nuestra heroina- he debido
cometer algun error al proporcionar los datos
solicitados a los dos expertos consultados. O puede
que alguno de ellos se haya despistado al hacer
sus calculos”. De forma que decidié valver a hablar
con ambos. Pero, para su sorpresa, los dos se
ratificaron en sus cantidades respectivas.
Asombrada, Aida les tomé una muestra de vaho y
les midio el nivel de alcohol, pero los dos expertos
dieron resultado negativo. Francamente insatisfecha,
Aida consiguid remover diferentes oficinas
administrativas y consiguio, no sin esfuerzo, convocar
una reunion de los mejores expertos europeos con
el fin de dirimir las diferencias encontradas en sus
primeras consultas. Sin embargo, el comité de
expertos emitié un concluyente informe en el que
se afirmaba que los dos especialistas habian actuado
correctamente.

La verdad es que Aida, en este punto de |la
historia, no da crédite a lo que sus ojos ven cuando
lee esta sentencia. Es imposible —piensa-- que dos
cantidades tan distintas puedan ser ambas ciertas.
Tal vez una epidemia de insensatez asola a nuestros
cientificos en aquesta hora de cierta confusion
general, en parte por efecto de la globalizacion y en
parte como consecuencia del deterioro de las
costumbres dietéticas.

Sin embargo, la confusién de Aida se
convierte en estupor y perplejidad cuando descubre
que el afio pasado, con ocasién de un proyecto muy
similar al suyo, este mismo comité sugirié utilizar
un tamano de muestra de 374.

Dado que, al parecer, la vieja Europa padece
demencia senil generalizada, Aida convence a las
autoridades para convocar a los mejores expertos
del mundo. De Canada, Estados Unidos, India
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(que ha producide muy cualificados estadisticos) y
Japén llegan los mas autorizados profesionales para
dirimir cual es el tamario de muestra correcto. Al fin
las cosas quedaran aclaradas, piensa Aida, y los
ineptos que tan flagrantes tonterias dijeron seran
puestos en evidencia, descalificados y desposeidos
de sus titulaciones académicas.

El prestigioso Comité Internacional se retine
a las 9:00 horas, y a las 9:05, tras 5 minutos
dedicados a leer los informes anteriores sobre el
tamafio de la muestra, emite un irrefutable veredicto
diciendo que todos ellos son correctos. El primer
bioestadistico consultado (N = 1040), el consultado
eneliren (N=19) y el comité de expertos europeos
(N=374), TODOS actuaron correctamente. Ademas,
por medio de una nota adjunta, el Comité
Internacional hace constar que para otra situacién
practicamente idéntica a la que Aida plantea ahora,
ellos, hace solo unos dias, propusieron que se
encuestaran 50 investigadores.cosas quedaran
aclaradas, piensa Aida, y los ineptos que tan
flagrantes tonterias dijeron seran puestos en
evidencia, descalificados y desposeidos de sus
titulaciones académicas.

El prestigioso Comité Internacional se retine
a las 9:00 horas, y a las 9:05, tras 5 minutos
dedicados a leer los informes anteriores sobre el
tamafio de la muestra, emite un irrefutable veredicto
diciendo que todos ellos son correctos. El primer
bioestadistico consultado (N = 1040), el consultado
en eltren (N=19) y el comité de expertos europeos
(N=374), TODOS actuarcn correctamente. Ademas,
por medio de una nota adjunta, el Comité
Internacional hace constar que para otra situacion
practicamente idéntica a la que Aida plantea ahora,
ellos, hace sélo unos dias, propusieron que se
encuestaran 50 investigadores.

A la vista de que la locura y total enajenacion
parecen ser generalizadas, Aida renuncia al caleulo
tedrico del “tamafio adecuado” de la muestra y
decide actuar de acuerdo con los recursos humanos
¥ econémicos de que dispone. Asi, encuesta a una
muestra aleatoria de N =1000 investigadores y
encuentra que 900 de ellos estan a favor. Y publica
gue en la muestra estudiada estuvieron a favor el
90%, siendo el Intervalo de Confianza para el %
poblacional de:

ICas% (% PosLac) = p+1.96 - [ p (1-p) /0 |'?=88.2% y 91.8%.

Pero el Ministerio de Sanidad dice que ese
dato carece de valor, puesto que el tamafio de la
muestra fue decidido arbitrariamente por Aida, sin
“criterios cientificos” adecuados.

¢ Qué opina Vd. sobre ese veredicto de las
autoridades administrativas?

El caos irreversible en que se ve sumido el
Dr. Gerineldo Marquez

Por esa misma época el Dr. Gerineldo
Marquez, del Departamento de Fisiopatologia de la
Universidad Tramontana, sabe que el tratamiento
‘A" evita en tomo al 30% de los casos de carcinoma
inducido en ratas por altas dosis de radiacién Beta,

y cree que el tratamiento “B” puede evitar mayor
% de canceres que el “A". Para comparar la eficacia
de ambos tratamientos decide hacer un experimento
usando N = 11 ratas en cada grupo, ya que el asesor
estadistico del Departamento estima que de ese
modo tiene una potencia estadistica de 85% (la
potencia es la probabilidad de obtener diferencias
estadisticamente significativas si realmente hay
cierta diferencia entre ambos tratamientos).

Pero la Comisién de Investigacion de la
Facultad de Medicina dice que para tener una
potencia de 85% es necesario incluir N = 83 ratas
en cada grupo.

Gerinaldo, entonces, y confiado en sus
magnificas relaciones con las mas elevadas esferas
académicas, apela al Comité Cientifico de la
Universidad, obtniendo la respuesta de que para
tener una potencia de 85% debe incluir N= 265 ratas
en cada grupo.

Gerineldo sospecha que una melancolia
precoz y gravemente deteriorante ha invadido a los
bioestadisticos del pais, y decide recurrir a sus
contactos en Nueva Inglaterra, donde trabajé en sus
afios de postgraduado. Al grito de “ Houston,
Houston, tenemos un problema’, convoca a los
mejores especialistas de Estados Unidos y Gran
Bretafia y les exije enérgicamente una respuesta.
Alo cual contestan que todos los tamarios de muestra
sugeridos anteriormente han sido correctamente
calculadoes y, por tanto, pueden considerarse validos.
El informe del comité termina con una nota en la
que se dice que un buen tamario de muestra podria
ser N = 1357,

A partir de este momento se pierde el rastro
de Gerineldo. Algunos datos sugieren que profeso
como monje trapense, otros que se hizo el harakiri
y no faltan indicios que le sittian cantando tangos
por la voluntad en un burdel anénimo de MonMartre.

Diégenes Laercio
Departamento de Bioestadistica
Universidad Complutense
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ENDOTELIO VASCULAR, OXIDO
NITRICO Y PRESION ARTERIAL

Eduardo Nava Hernandez

Funciones del endotelio vascular

EI endotelio vascular es un epitelio plano
simple gue tapiza la cara interna de los vasos
sanguineos y el corazon. Las células endoteliales
tienen numerosas funciones en la homeostasis,
entre las que destacan las siguientes:

1. Forman una superficie lisa que facilita el
flujo laminar de la sangre y previenen de la
adherencia de las células sanguineas.

2. Forman una barrera de permeabilidad para
el intercambio de nutrientes entre plasma e intersticio,
regulando al mismo tiempo el transporte de
sustancias entre ambos.

3. Regulan la angiogénesis y el remodelado
vascular.

4. Contribuyen a la formacién y mantenimiento
de la matriz extracelular.

5. Producen factores de crecimiento en res-
puesta al dafio vascular, influyendo especialmente
en la proliferacion del musculo liso vascular.

6. Producen sustancias que regulan |a agre-
gacion plaquetaria, coagulacién y fibrinolisis.

7. Sintetizan y degradan diversas hormonas.

8. Participan en la respuesta inmune gene-
rando citokinas que modulan la actividad de los
linfocitos.

9. Liberan agentes gue actdan de forma pa-
racrina sobre las células musculares lisas
adyacentes, regulando su contraccion.

En esta revision nos vamos a centrar en esta
ultima funcién, y en particular la del éxido nitrico
(NO) producide por el endotelio. El endotelio vascular
produce y libera sustancias vasodilatadoras y
vasoconstrictoras. Entre las vasodilatadoras figuran:
el NO (antiguamente conocido como factor relajador
derivado del endotelio o EDRF), factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) y
prostaciclina. Entre las sustancias vasoconstrictoras
figuran: las endotelinas y el tromboxano As.

El endotelio, fuente de NO

El oxido nitrico (NO) se sintetiza a partir del
aminoacido L-arginina (Fig. 1) (1) por una familia de
enzimas llamadas NO sintasas (NOS) de la que se
conocen tres isoformas. Una de estas isoformas es
la NOS |, denominada también NOS neuronal o
nNOS porgue abunda en tejido nervioso, aunque
también esta presente en otros tejidos como el rifion.
Otra isoenzima es la NOS Il o NOS inducible (iNOS),
denominada asi porque normalmente no esta
presente de forma constitutiva en las células, sino
que su expresion se induce por un agente que activa
el sistema inmune. De hecho, esta isoforma abunda
en las células del sistema monocitico-macrofégico,
aunque también se ha encontrado en otras células,
como son las células musculares lisas vasculares.
La dltima isoforma, NOS |l es constitutiva de las
células endoteliales vasculares, por lo que también
se la conoce como eNOS. También esta presente
en otros tejidos como el miocardio. De las tres
isoformas, NNOS y eNOS tienen papeles fisioldgicos,
mientras que iINOS aparece fundamentalmente en
condiciones patolégicas.

Como se ha indicado, el endotelio vascular
expresa constitutivamente eNOS o NOS Il
Tradicionalmente esta enzima se consideraba calcio-
dependiente ya que su actividad se inhibia en
presencia de quelantes de calcio. De hecho, la via
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por estimulacién agonista-receptor, es por calcio-
calmodulina (Fig. 1). La estimulacién de la célula
endotelial darfa lugar a una activacion de una proteina
G y la subsiguiente puesta en marcha de la
fosfolipasa C (PLC), ambas en la membrana
plasmatica. La PLC cataliza la formacion de 1,4,5-
inositoltrifosfato (IP3) que activa la apertura de los
canales de calcio asociados al receptor IP3 del
reticulo endoplasmico. Finalmente el calcio libre en
el citoplasma se une a la calmodulina y este complejo
activa a eNOS, que cataliza la oxidacidn del terminal
guanidino nitrégeno de la L-arginina para formar NO
y L=citrulina. EI NO es un gas liposoluble que difunde
y atraviesa con facilidad las membranas celulares.
Como ademas es un radical libre muy inestable que
reacciona rapidamente con el oxigeno para formar
nitrito, tiene una vida media muy corta, del orden
de unos pocos segundos, lo que condiciona que su
funcion como mediador de comunicacion intercelular
sea de tipo paracrino y autocrino. Como se detallara
mas adelante, las células diana del NO de origen
endotelial son las células musculares lisas.

caveola) NOS X

elula muscular
lisa

FIGURA 1. Vias de estimulacién y sintesis de NO en la
celula endotelial (arriba) y vias de accién de NO en la
celula muscular lisa vascular. G = proteina G, PLC =
fosfolipasa C, IP3 = inositol trifosfato, IP3R = receptor
para IP3, REP = reticulo endoplasmico, PKB = protein
kinasa B; L-arg = L-arginina, eNOS = oxido nitrico sistasa
endotelial, Ca-calm = complejo calcio-calmodulina, L-cit
= L-citrulina, sGC = guanilato ciclas soluble, PKG =
proteina kinasa dependiente de cGMP, RSP = reticulo
sarcoplasmico, CalL= canal de calcio tipo L, KCa = canal
de potasio calcio-dependiente.

Estimulacion de la sintesis de NO endotelial

La liberacion de NO aumenta en respuesta
a dos tipos de estimulos: mecanicos y
farmacolégicos. La estimulacién mecénica es la que
tiene un papel fisiolégico en el mantenimiento de
un tono vascular vasodilatador permanente. Las
células endoteliales son particularmente sensibles
a la traccion de cizallamiento o shear stress que
ejerce la sangre al fluir por los vasos sanguineos
(Fig. 1) (3). Estafuerza es directamente proporcional
al flujo sanguineo y a la viscosidad de la sangre, e
inversamente proporcional al diametro del vaso.
Otros estimulos mecanicos gue activan |a sintesis
de NO son el flujo pulsatil, que produce una
deformacion ritmica y repetitiva de las células
endoteliales, y la presion hidrostatica. Un aspecto
digno de mencion respecto a la estimulacion
mecanica es que cuando ésta es prolongada puede
dar lugar a la induccion de la eNOS, es decir, el
aumento de la expresion proteica de este enzima.
Este fenémeno se ha observado tanto con células
en cultivo como en situaciones en las que el individuo
se ve sometide a un aumento cronico de fuerzas
endoteliales como el ejercicio fisico (que aumenta
el flujo sanguineo) o la hipertension, que implica un
permanente estrés de la célula endotelial por un
aumente de la presion hidrostatica (2). Por esta
razén se ha criticado la nomenclatura de las
isoformas de la NOS, que asigna el nombre de
‘constitutiva” a isoformas que en realidad se pueden
inducir. Al mismo tiempo, se sabe que la isoforma
‘inducible” se expresa constitutivamente en ciertos
tejidos, como, por ejemplo, el rifién,

La estimulacion farmacolégica también activa
la sintesis de NO. Hay numerosos agonistas
circulantes que actlan sobre receptores de la
membrana endotelial. Entre ellos figuran la
bradikinina, histamina, prostaglandinas, etc. Otros,
como la acetilcolina, no son circulantes pero se
utilizan a menudo en el laboratorio. Los receptores
para estas sustancias activan la proteina G y la
cascada del fosfoinositol-calcio que se mencionaron
en el apartado anterior.

Respecto a la transduccion de la sefial
mecanica al interior de la célula endotelial, nuestro
conocimiento tiene atin muchas lagunas. Se supone
que la fuerza de cizallamiento de la membrana se
transmite a través del citoesqueleto al interior de la
celula y que esto condiciona una activacién de las
proteinas G. Sin embargo, cada vez se van
descubriendo mecanismos alternativos de
transduccion de sefial para la activacion de eNOS
que son independientes de calcio. Algunos
investigadores consideran que la activacién de
eNOS por el flujo o el shear stress es completamente
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