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CARTA DEL PRESIDENTE ‘s

e inicia ahora el proceso de renovacion
periddica de la Junta Directiva de la SECF
previsto en nuestros Estatutos. Nos corresponde
votar, para que se incorporen en la Asamblea
General de Febrero, un Presidente Electo y dos
vocales. Estos sustituiran a Monica de la Fuente
y a Guillermo Alvarez de Toledo, a quienes
debemos agradecer su esfuerzo y dedicacion
durante cuatro afios a las tareas de la Junta
Directiva, incluidas, respectivamente, las
responsabilidades de la Tesoreria y la Secretaria.
Espero que de nuestras filas surjan candidatos
que concurran con ilusidn y vocacion de servicio
a estos cargos. Nuestra Sociedad lo necesita.

En las Ultimas semanas se pondra al cobro
la cuota de afiliacién a la SECF correspondiente
al presente afio. Su cuantia, de 45.00 euros

, incorpora el segundo y definitivo aumento,
escalonado en dos afios, que acordd la ultima
Asamblea General de Alicante. Ello nos permite
ahora atender con eficacia las necesidades y
compromisos a los que estamos obligados.
Entre ellos, la regularizacién del pago de cuotas
con las instituciones internacionales de las que
la SECF forma parte (la IUPS y la FEPS), con
las que soliamos tener una embarazosa relacion
de deuda crénica. También se han hecho
anticipos sustanciales a la organizacién de
nuestro préximo XXXIl Congreso, Ademas,
para la asistencia al mismo y segtn mandato
de la Asamblea General, la SECF dotara un
importante nimero de becas para sus miembros
jévenes y premios a las mejores
comunicaciones. Por otra parte, los nuevos
servicios como la pagina web v la edicién, con
calidad técnica y de contenidos creciente, de la
revista “Fisiologia” llevan unos gastos minimos
ineludibles por cuanto se intenten acotar,

Por fin puedo informar con optimismo de

que se ha iniclado un importante proceso
asociativo de |las sociedades cientificas de
nuestro pais. Desde el inicio de esta
Presidencia, que terminaré en breve, he insistido
reiteradamente en la necesidad de una
representacion fuerte, por'su nimero y calidad,
de los cientificos espaficles ante las instituciones
y la sociedad. Durante la primavera pasada,
ante el cadtico estado de gestion de la
financiacion de la investigacion por el MCyT,
hubo dos iniciativas de “carta a la Ministra” y a
ofras instituciones por parte de algunos
presidentes de scciedades cientificas. En
nombre de la SECF suscribi ambas, que fueron
publicadas en diversos medios de comunicacién
poco antes de que se produjera el cese de la
Sra. Birulés. Durante el proceso de redaccion
y discusién de dichos manifiestos, esencialmente
a través del correo electrénico, lanzamos la
propuesta de constituir de modo estable una
Confederacion de Sociedades Cientificas
Espafiolas para afrontar con mayor eficacia
éstos y ofros problemas. La idea tuvo una
amplia acogida y, tras diversas discusiones, se
ha materializado en la reunién el pasado 15 de
Octubre de 27 presidentes o delegados de
sociedades cientificas que acordamos constituir
formalmente dicha Confederacién (con el
nombre propuesto arriba), dotada de estatutos,
oficina (probablemente se ubique en la central
del CSIC), etc. Se acordé aceptar la
incorporacion de las sociedades que lo soliciten
acreditando que realizan una actividad cientifica
significativa. La culminacion de este proceso
constituyente estd prevista para el préximo mes
de Marzo, por lo que |la representacion de la
SECF en la Confederacién serd ya tarea de
nuestro nuevo Presidente.

Manuel Mas
Presidente de la SECF



ACCIONES RAPIDAS DE LOS ESTROGENOS

Angel Nadal Navajas

Los primeros efectos obtenidos en el laboratorio
con hormonas esteroideas fueron efectos rapidos
de origen no gendmico, en la década de los 40. En
1941, Selye publicéd el efecto anestésico de la
progesterona y de la desoxicortisona en ratas,
utilizando tan sélo quince minutos de exposicién.
Poco tiempo mas tarde, Selye habla extendido su
lista de esteroides hasta mas de 70, de los cuales
47 tenian actividad anestésica en ratas. Estos efectos
estan considerados como la primera respuesta
rapida a esteroides, si bien son respuestas
farmacoldgicas mas que fisioldgicas, debido en parte
a las altas concentraciones necesarias para obtener
el efecto.

Un cuarto de siglo mas tarde, en 1967, Szego
y Davis publicaron que dosis fisiclogicas de estradiol
producian un aumento de AMPc en ratas
ovariectomizadas en sdlo 15 segundos. Este
resultado fue muy importante, pues indicaba no sélo
la accién rapida del 173-estradiol a dosis fisioldgicas,
sino la participacién de un mecanismo intracelular
en la respuesta rapida a la hormona. Una década
después, Pietras y Szego mostraron por primera
vez la existencia de sitios de unién para estradiol
en la membrana plasmatica de células aisladas del
endometrio. Con esto, Szego apunté la posibilidad
de que las hormonas liposolubles como el 173-
estradiol pudieran actuar también como lo hacen
las hormonas lipéfobas, es decir, a través de
receptores de membrana y activando segundos
mensajeros. Esta propuesta paso bastante
desapercibida, ya que el dogma gendémico
establecido a partir de la descripcion en 1962 por

Jensen y Jacobsen del mecanismo de accidn de
los esteroides a nivel nuclear, incluyendo ademas
la caracterizacién de los receptores responsables
de estos fendmenos, desvid la atencién del estudio
de los efectos rapidos de las hormonas esteroideas.
Hasta la fecha, se han clonado dos receptores de
estrégenos, el ERay el ERB, que denominaremaos
receptores de estrégenos clasicos o nucleares (nER),
pues su accion ocurre en el nicleo, funcionando
como factores de transcripcion.

El renacido interés despertado en la Ultima
década ha provocado la acumulacién de una gran
cantidad de datos sobre la accién répida de los
estrogenos actuando a través de mecanismos
alternativos, iniciados mayoritariamente en la
membrana plasmatica aunque algunos también en
el citosol. Estos efectos se producen por activacion
de cascadas de sefializacion, involucrando a la
mayorfa de segundos mensajeros conocidos.

En general, las caracteristicas tipicas de los
efectos de los estrégenos a través de mecanismos
alternativos son:

a) Rapidez, ya que se producen en un tiempo corto,
entre segundos y pocos minutes, una escala de
tiempo incompatible con la nueva sintesis de
proteinas.

b) Pueden ser dependientes de los receptores de
estrégenos clasicos o no. Esto se puede distinguir
seguin su sensibilidad a antiestrégenos especificos
como el IC1182,780.

¢) En el caso de los efectos de membrana, se
reproducen por estrégeno conjugado a una
macromolécula, normalmente albtimina o peroxidasa,
que no puede atravesar la membrana plasmatica.




ﬁlgﬁﬁ&‘%*de estos efectos pueden ser debidos a
bios odycidos en las propiedades de las
s como la fluidez, pero otros son
ebidos a la unién de los estrégenos a
specificos. Los efectos no especificos
s cambios en la fluidez de la membrana
suelenoclirrir a concentraciones altas, del orden de
micromolar o superior, lejos del rango fisioldgico.
Los efectos especificos después de la unién a
proteinas de membrana han sido descritos en
practicamente todos los sistemas celulares. Las
proteinas involucradas en estas respuestas incluyen:
canales ionicos, enzimas situadas en la membrana,
receptores para otros ligandos, asi como propiamente
receptores de estréogenos especificos.

Efectos por la union a canales iénicos y
receptores para otros ligandos.

Recientemente, el laboratorio de Miguel A.
Valverde de la Universitat Pompeu Fabra en
Barcelona, en colaboracion con el de Ramdn Latorre
del Centro de Estudios Cientificos en Valdivia, Chile,
publicaron la regulacién del canal de potasio maxi-
K por la unién directa del 173-estradiol a la subunidad
B3 de dicho canal. Este mecanismo podria en parte
explicar el efecto vasodilator del estradiol y constituye
la primera demostracion del funcionamiento de un
canal ionico como receptor de estrégenos en la
membrana.

Diversos esteroides actlian como coagonistas
o antagonistas de receptores de neurotransmisores.
Uno de los ejemplos mejor conocidos es la
modulacién alostérica del receptor de GABAA por
neuroesteroides, mimetizando el efecto de los
barbittiricos. La modulacion alostérica de receptores
de neurotransmisores por 17B-estradiol se ha
estudiado en la regulacion de la actividad sindptica,
donde el estrégeno se comporta como un antagonista
alostético de receptores de NMDA y de serotonina.
Los sitios de union a estrégenos en este tipo de
receptores y en canales son de baja afinidad y por
lo tanto los efectos se producen en presencia de
altas concentraciones de estrégenos, que se podrian
obtener localmente o poracumulacién en la bicapa
lipidica, pero que no se encuentran en condiciones
fisiologicas.

Acciones a través de un receptor de
membrana especifico.

Otras acciones de los estrégenos, a
concentraciones fisioldgicas, se han atribuido a la
existencia de receptores especificos en la membrana
plasmatica de diferentes tipos celulares. Aunque la
existencia de estos receptores estd actualmente
admitida, se desconoce su estructura molecular.

En la actualidad, podemos clasificar a los
receptores de estrégenos de membrana (pmER),
segun su farmacologia mas que por su estructura,

en tres grupos:

1) Un pmER idéntico a los receptores de estrégenos
clésicos (nER).

2) Un pmER compartiendo parte de la estructura de
los receptores clasicos.

3) Un receptor de membrana no relacionado con
los receptores clasicos.

En 1995, Pappas y colaboradores demostraron
la existencia de proteinas en la membrana de células
de la Iinea GH3/B6, derivada de hipdfisis, que
reaccionaban con una bateria de anticuerpos contra
diferentes dominios del receptor de estrégenos ERa.
En total, nueve anticuerpos reconocian esta proteina
en la membrana y por lo tanto estos autores
propusiercn que la estructura del pmER debfa de
ser muy similar o practicamente idéntica a la del
receptor clasico ERo. En 1999, el grupo de Ellis
Levin de la Universidad de California en lrvine, en
colaboracién con Geoffrey Greene de la Universidad
de Chicago, publicaron que la sobreexpresion de
receptores cldsicos ERa y ERB en células CHO
("Chinese Hamster Ovary”) situaba un 3% de los
receptores en la membrana plasmatica. Ademaés,
demostraron que eran capaces de interaccionar con
proteinas G activando la PLC (fosfolipasa C) y la
AC (adenilato ciclasa), aumentando por lo fanto los
niveles de IP3 y de AMPc.

Estos experimentos han tenido un gran impacto
entre la comunidad cientifica dedicada a las
respuestas rapidas de estrégenos; sin embargo,
debemos tener en cuenta que la gran mayoria de
ellos han sido realizados en condiciones artificiales.
Por ejemplo, en subclones seleccionados de la linea
celular GH3/B6 & en células que sobreexpresan los
receptores clasicos, lo que puede dar lugar a una
localizacién inusual de manera artefactual. Por lo
tanto, esta hipétesis necesita todavia ser confirmada
en sistemas fisioldgicos.

En cuanto al segundo punto, se ha descrito la
existencia de protefnas en la membrana con una
estructura relacionada con los nERs. Existen varias
proteinas de este tipo, vagamente caracterizadas,
con pesos moleculares desde 29 hasta 110 kDa y
que al parecer conservan intacta la regién de unién
al ligando del receptor cldsico ERa. En principio,
estas proteinas se obtendrian por “splicing”
alternativo del ERe: y podrian actuar como receptores
de estrégenos de membrana. Sin embargo, ninguna
de ellas ha sido hasta ahora totalmente caractetizada.

Existen pruebas para pensar en la existencia de
receptores de estrogenos en la membrana plasmatica
diferentes a los receptores cldsicos. Una prueba
convincente es el efecto del 17B-estradiol sobre la
excitabilidad neuronal en ratones “knockout” de ER,
donde el 17B-estradiol potencia las corrientes
inducidas por kainato a través de un mecanismo




dependiente de AMPc.

Farmacolégicamente se puede distinguir la
relacién o no con receptores cldsicos utilizando el
antiestrogeno 1C1182,780. Los efectos mediados
por un receptor de membrana clasico son sensibles
a la accion de este antiestrégeno, mientras que se
considera a los no sensibles como receptores no
clasicos.

El caso del pancreas endocrino.

Un ejemplo de receptor de este tipo lo
encontramos en el pancreas endocrino, tanto en las
células _ secretoras de insulina, como en las células
B3 secretoras de glucagdn. En el primer tipo celular
el 17B-estradiol, a concentraciones fisioldgicas (100
pM-1nM), acttia sobre receptores especificos en la
membrana plasmatica, activando la sintesis de
GMPc, que a su vez activa la PKG. El canal de K*
dependiente de ATP, responsable del potencial de
reposo de la célula B, se cierra a través de un
mecanismo dependiente de PKG, lo que despolariza
la membrana y produce la apertura de canales de
calcio y la consiguiente entrada de calcio desde el
exterior (Figura 1). Como consecuencia de la entrada
de Ca®* se potencia la secrecién de insulina, pero
ademds se induce la activacién del factor de
transcripcion CREB. De esta forma, en la célula B
la accion del estradiol a nivel de la membrana puede
dar una respuesta gendmica, al activar CREB de
manetra rapida, en tan sélo 5 minutos en el 30% de
las células. Por lo tanto, el 17B3-estradiol, a través
de la unién a un receptor de membrana, puede
ejercer respuestas tanto genémicas como no
genomicas.

Este mismo tipo de receptor existe también en
la célula o, en donde el estradlol produce una
inhibicién de la sefial de Ca®*, igualmente mediada
por la activacién de la PKG.

A pesar de que todavia no se ha caracterizado
este receptor molecularmente, si que se conocen
algunas propiedades farmacoldgicas gue lo situarian
como un receptor diferente al ERe, aungue no
podemos descartar gue estos cambios en la
farmacologia sean debidos a un “splicing” alternativo
del ERa que afecte el sitic de unién al ligando.

En principio, este receptor de estrégenos es
insensible a los antiestrogenos tamoxifeno e
ICI182,780 y ninguno de ellos compite por el sitio
de unién de estradiol. Curiosamente, el sitio de unién
es compartido con tres catecolaminas, la dopamina,
la adrenalina y la noradrenalina, pero no se afecta
por ninguno de los ligandos clésicos de los receptores
adrenérgicos oy B, ni por los de los receptores
dopaminérgicos. En la literatura sélo existen
evidencias de un receptor excitatorio activado
simultanemente por estas tres catecolaminas. Es
un receptor diferente a los adrenérgicos o
dopaminérgicos clésicos y se le ha llamado receptor

tas son ‘

y-adrenérgico. Sus propiedades f'afmacolég%
muy parecidas a las del receptor de membraﬁ%

en el pancreas endoctino,

A la vista de los resultados, existirian varios
receptores para estrogenos, quizds pertenecientes
a una misma familia génica, pero con diferentes
propiedades farmacolégicas. La existencia de
cualquiera de ellos no debe ser, en principio,
excluyente, pudiendo coincidir varios tipos de
receptores en la misma célula. De la misma manera,
la existencia de varios mecanismos alternativos
tampoco tiene por qué ser excluyente. Se podrian
perfectamente tener respuestas a concentraciones
fisiologicas via receptores especificos, mientras que
a dosis més altas la unién directa a canales iénicos
0 receptores para otros ligandos podria ser
mayoritaria. Esta combinacion de mecanismos
alternativos y de receptores daria origen a la gran
variedad de efectos rapidos gue se han descrito en
los Ultimos afios.

Angel Nadal Navajas

Instituto de Bioingenieria y Dpto. de Fisiologia
Unv. Miguel Herndndez, San Juan de Alicante,
nadal@umbh.es
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~ Figura 1: Modelo propuesto para la accion
del 17B-estradiol en la célula pancreatica. El
metabolismo de la glucosa en el interior de la
célula B produce un aumento en la razén
ATP/ADP y de la concentraciéon de
diadenosinpolifosfatos (Dps), provecando el cierre
del canal de K™ dependiente de ATP (Karp). La
consecuente despcelarizacion abre canales de
calcio dependientes de voltaje, produciendo la
secrecion de insulina y la activacion del factor
de trascripcion CREB. De manera sinergistica
con la glucosa, el 1783-estradiol, via un receptor
de membrana no clasico(ncmER), cierra el Karp
a través de la activacion de una PKG. Como
consecuencia, la sefal de calcio se potencia,
produciendo una mayor secrecion de insulina y
activacion de CREB.

ACCIONES VASCULARES DE LOS ESTROGENOS

Isabel Herndandez Garcia

Los estrégenos actian directa e indirectamente
sobre el sistema cardiovascular a través de los
receptores especificos ER-a y ER-B, que se
expresan en células endoteliales y musculo liso
vascular. Los efectos directos tienen lugar mediante
cambios en la expresion génica y proteica y a través
de mecanismos rapides no gendmicos. Los efectos
a largo plazo incluyen un aumento en la expresion
de enzimas vasodilatadoras, tales como Prostaciclina
Sintasa y Oxido Nitrico Sintasa endotelial (eNOS).
Los estrégenos aumentan el crecimiento de células
endoteliales y modulan la respuesta a lesion vascular
y arteriosclerosis mediante un incremento en la
produccion local de factor de crecimiento endotelial
(EGF) y una disminucién de la proliferacién del
musculo liso vascular. Los efectos répidos de los
estrégenos estan mediados por los receptores ER
y consisten en la activacién de la eNOS y otras
sustancias vasodilatadoras. Los estrogenos ejercen
uha accién beneficiosa indirecta sobre el sistema
vascular mediante su interaccién con sustancias
vasoactivas, tales como el sistema renina-
angiotensina y la accion protectora sobre el perfil
lipidico y la coagulacién.

En los Ultimos afos se ha avanzado mucho en
el conocimiento de los mecanismos de accion de
los estrégenos sobre el sistema cardiovascular.

Hasta hace poco se pensaba gue las acciones
biolégicas de los estrégenos tenian lugar a través
de su interaccion con un receptor intracelular y el
consiguiente cambio en la expresién génica. En la
ultima década, numerosos estudios muestran como
los estrogenos ejercen sus efectos bioldgicos de
forma directa e indirecta mediante su unién a
receptores especificos ER-ay ER-B que se expresan
en celulas endoteliales y musculares lisas en vasos.
Entre los efectos directos hay efectos répidos, como
la vasodilatacién mediada por éxido nitrico (NO) y
efectos a largo plazo, gque reguieren mecanismos
de trascripcién génica entre los que se incluyen una
disminucion en la respuesta a la injuria vascular y
aterogénesis, crecimiento del misculo liso vascular
y aumento del crecimiento de la célula endotelial
vascular.

Mecanismos de accién de los estrdégenos.

Efectos rapidos, directos no gendmicos.

Los estrégenos producen efectos rapidos
vasodilatadores mediante mecanismos
independientes de la expresion génica, que incluyen
un aumento rapido en la produccién de NO en las
células endoteliales y la modulacién de canales
ionicos en musculo liso vascular.

El mecanismo molecular por el cual los
estrogenos activan la sintasa endotelial de NO
(eNOs) actualmente se encuentra en estudio. La




activacion de eNOs estd mediada por un receptor
de membrana ERa. En células intactas endoteliales,
el 17B-estradiol activa eNOs en un espacio de tiempo
de 5 minutos. Esta activacion es especifica, ya que
es bloqueada por antagonistas de los receptores
estrogénicos. En estudios recientes se ha
demostrado que la activacion de eNOs en células
endoteliales requiere la participacién de un segundo
mensajero. El complejo E2-ERw se une a la
subunidad reguladora p85 de la fosfatidilinositol-3-
kinasa que activa a su vez una proteina B-kinasa
Akt, la cual podria directamente fosforilar y activar
a eNOs. Otros trabajos sugieren que la unién del
estradiol al receptor estimula |a entrada de Ca®*

que seria responsable de la activacidn de eNOs.

Efectos a largo plazo.

Los receptores de estrdgenos son factores de
transcripcion activades por ligando. Cuando el
estradiol se une a su receptor el complejo Eo-ER
forma dimeros, que se unen a lugares especificos
en las regiones de control de sus genes diana. El
complejo E2-ERu actlia asociado con varias
proteinas gue activan el aparato transcripcional GTA
y, en algunos casos, tienen funciones enzimaticas
que facilitan la expresion del gen diana. Por otra
parte, los complejos estrégenos-receptor pueden
actuar como supresores de la trascripcion de genes
especificos mediante la interaccién con
correpresores. Los receptores de estrégencs en
células vasculares modulan la expresion de un
numero importante de genes. Las proteinas producio
de esta expresidn génica median los efectos
especificos de los estrégenos en el tejido vascular.
Entre estas proteinas se encuentran: Ciclooxigenasa,
Prostaciclina Sintasa, eNOs, Endotelina-1, Matriz
Metaloproteinasa, Moléculas de adhesion, factor de
crecimiento endotelial y elastina, entre otras.

De lo expuesto anteriormente se deduce que
las acciones gendmicas especificas de los
estrégenos sobre las células vasculares requieren
un complejo mecanismo de accién en el que
intervienen distintos coactivadores y cotrepresores,
cuya selectiva expresion contribuye a los efectos
especificos de los estrégenos sobre los distintos
tipos celulares. El estudio y conocimiento de estas
vias de actuacién puede ser importante en el futuro
para el desarrollo de nuevos farmacos con una
accion selectiva sobre las vias que expresen
proteinas con efectos beneficiosos sobre el sistema
cardiovascular.

Efectos vasoprotectores de los estrogenos
sobre el sistema vascular.

Los efectos vasoprotectores del estradiol se
ejercen a varios niveles: 1) de forma directa sobre
el sistema vascular, regulando el tono e inhibiendo
el crecimiento vascular, y 2) de forma indirecta
mediante su accién sobre el metabolismo lipdico,

Efectos directos sobre el tono vasel

El estradiol induce efectos vasodilat Q’"“
cuestién de minutos, indicando un mecanism
accién que no implica trascripcién gendmica. En
este sentido, la administracién de estradiol a
humanos produce una rapida vasodilatacién en las
arterias coronarias y braquial. Este efecto
vasodilatador esta4 mediado en gran medida por NO,
ya que tal efecto es bloqueado por inhibidores de
la sintesis de NO.

Aunque no esia totalmente clare el mecanismo
por el cual el estradiol induce el rapido incremento
en la liberacidon de NO, si parece evidente la
participacion del ERo en esta respuesta. La
activacién de este receptor asociado a la membrana
de la célula endotelial parece activar la eNOS a
través de uno o varios mecanismos (PI3K,
incremento de Ca®* intracelular).

De forma adicional, el efecto antioxidante del
estradiol puede potenciar la actividad del NO liberado
basalmente. En este sentido, se ha observado en
aorta de rata que el estradiol aumenta la actividad
de NO y disminuye la generacién de anién
superoxido. Como consecuencia de ello, disminuye
la formacién de peroxinitritos y aumenta la
biodisponibilidad de NO.

Ademas de este mecanismo vasc dilatador agudo
dependiente de NO, se han descrito otros efectos
celulares por los cuales el estradiol puede producir
vasorrelajacion, como son la aperiura de canales
i6nicos. En arterias coronarias de cerdo, la apllcamon
de estradiol provoca apertura de canales de Ca®*
y K* en musculo liso vascular. La administracion de
estrégenos a corto plazo mejora la funcién endotelial,
tal y como ha quedado demostrado en dos de los
numerosos estudios realizados. Asi, Willian et al.
demostraron que la administracién de estradiol
mejora la funcion endotelial en arterias coronarias
de monos arterioscleréticos. También Gueta et al.
estudiaron el papel del NO en la circulacion coronaria
de mujeres posmenopdusicas con enfermedad
coronaria. En estas pacientes midieron la respuesta
vasodilatadora a la administracion de acetilcolina
antes y después de la infusion intracoronaria de
estradiol y observaron que se produce un aumento
de un 50 al 100% en la respuesta del flujo coronario
a la acetilcolina.

Aunque el efecto agudo puede tener un papel
importante en la regulacion del tono vascular, no
hay que olvidar que el estradiol provoca efectos a
large plazo que contribuyen a su accién protectora.
En este sentido, el estradiol induce la expresién
génica de la eNOs, mediante su unién al receptor
ERe y accién sobre la transcripcién génica. En la
literatura existen numerosas evidencias indicando




’t genos contribuyen al mantenimiento
ién endotelial normal mediante ambos
n@q%ﬁipldo y a largo plazo. Asi, tanto en
ﬁéxpenmentales como en mujeres

respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio,
situaciones que son restablecidas mediante la
administracion de estrégenos.

Un tercer mecanismo por el cual los estrégenos
mejoran la funcién endotelial puede ser la reduccién
en la destruccion de NO por radicales libres como
el anién superoxido. Existen en la literatura varios
estudios en animales y humanos que sugieren que
la deprivacion de estrégenos lleva consigo un
aumento en la produccion de superdxido. En ratas
ovariectomizadas normotensas se encontré una
disminucidn de la actividad antioxidante del plasma
y de grupos tioles, asi como en ratas SHR
oviarectomizadas se ha descrito un aumento en la
produccién de anién superéxido. En ambos casos,
la administracién crénica de estradiol restablecio
dichos parametros a sus valores previos a la
ovariectomia. En este sentido, un estudio realizado
en mujeres antes y después de ser ovariectomizadas
muestra como la administracion de vitamina C
intrabraquial un mes después de la avariectomia
corrige la respuesta vasodilatadora a la acetilcolina.
Por tanto, estos trabajos sugieren que la ovariectomia
se asocia a estrés oxidativo y €ste puede ser reducido
mediante tratamiento estrogénico.

Efectos sobre el crecimiento vascular,

Los estudios realizados en varias especies
animales indican que los estrégenos modulan varios
procesos de remadelado vascular y neoformacicn
de la intima, involucrados en la respuesta a la lesion
vascular y arteriosclerosis.

En modelos animales de lesion vascular en
carétida se ha descrito un efecto protector del
estradiol sobre la neoformacién de la intima, que
puede estar mediado a través de su interaccion con
las células endoteliales. El estradiol induce el
crecimiento de las células endoteliales y protege a
éstas del proceso de apoptosis. Este efecto es
mediado por su union al receptor e incluye la
activacion de distintas proteinas activadoras de la
mitogénesis, MAP-kinasas, y factores de crecimiento
como el factor de crecimiento endotelial EGF y la
expresién de su receptor. Asi mismo, el estradiol
también inhibe la expresién de citoquinas tales como
TNF-o e IL-1B, que son conocidas inductoras de
apoptosis.

Otro de los procesos clave en la secuencia del
remodelado vascular en respuesta a lesion vascular
es la activacion de leucocitos, macréfagos y
monocitos, Este proceso es facilitado por la expresion
de moléculas de adhesién (VCAM-1, ICAM-1, E-

selectina). Una vez que los macrofagos se
transforman en células espumosas, se generan
factores de crecimiento que dan lugar a la hiperplasia
del musculo liso vascular. Diversos estudios muestran
que el estradiol disminuye la expresién de dichas
moléculas de adhesién, por lo que parte de su accién
beneficiosa puede estar mediada por este
mecanismo. Este mismo efecto puede ser en parte
responsable de la accién protectora sobre el proceso
de arteriosclerosis.

En los dltimos afios han aparecido distintos
trabajos in vitro en los que se ha descrito un efecto
inhibidor sobre el crecimiento de células musculares
lisas que podria estar mediado a través de distintos
factores. En este sentido, el estradiol inhibe la
proliferacién y migracion de células musculares lisas
y la sintesis de colageno extracelular inducidas por
varias sustancias como angiotensina Il, endotelina-
1, factor de crecimiento de fibroblastos b (bFGF) y
LDL-oxidada, entre otras, Estudios méas recientes
muestran comao el estradiol inhibe el crecimiento de
células musculares lisas procedentes de aortas de
origen humano y animal, reduciendo la actividad de
una serie de proteinas “mitogen activated protein
kinases” (MAPK). El médulo MAPK®™®'2 gs activado
por una serie de factores como citoquinas, factores
de crecimiento, neurotransmisores, hormonas y
estrés celular, y una vez fosforiladas actuan
estimulando diversos factores de trascripcion
implicados en el proceso de proliferacion celular.

El estradiol también ejerce su efecto beneficioso
modulando la sintesis de factores circulantes que
actlan sobre el tono vascular y que tienen una
accion mitogénica sobre el musculo liso vascular.
Uno de los factores humorales més importantes en
el control del tono vascular es el sistema renina-
angiotensina. En distintos estudios se ha observado
gue el tratamiento estrogénico de ratas
ovariectomizadas disminuye la respuesta presora
y vasoconstrictora a la angiotensina Il en anillos de
aorta. Estos efectos pueden ser debidos a la
disminucién en la expresion del gen de receptores
AT1 en células musculares lisas. Otros efectos sobre
el sistema renina-angiotensina incluyen una
disminucién en la actividad del enzima de conversion
de la angiotensina, asi como un aumento en la
preduccién de angiotensina (1-7), un producto
metabdlico de la angiotensina | y Il con accién
vasedilatadora e inhibidora del crecimiento celular.
También el tratamiento con estradiol en mujeres
posmenopausicas disminuye los niveles elevados
de endotelina-1, acercandolos a los de mujeres
premenopausicas.

Efectos indirectos de los estrégenos sobre
el sistema cardiovascular.

Uno de los efectos indirectos del estradiol es su
influencia sobre la sintesis de factores asociadoes a
la coagulacion y fibrinolisis. El tratamiento crénico



con estradiol reduce las concentraciones plasméticas
de fibrinégeno, antitrombina Ill y proteina S. En este
caso, el efecto del estradiol sobre los factores
asociados a la coagulacién y fibrinolisis esta
relacionado de forma directa con la dosis utilizada
de estrogeno.

El efecto antioxidante del estradiol y sus
metabolitos parece jugar un papel importante en
sus acciones vasculares. Dicho efecto puede estar
mediando algunas de sus acciones, como la
inhibicién de la oxidacion de las lipoproteinas, que
es un paso importante en el proceso de
arteriosclerosis, y en la reduccién de la formacion
de peroxinitrito. Esto Gltimo, a su vez, aumenta los
efectos vasculares del NO y disminuye su efecto
sobre la proliferacion del muisculo liso vascular.

Una mencién especial merece las acciones del
estradiol sobre el metabolismo lipidico. El estradiol,
mediante sus propiedades antioxidantes, previene
la oxidacion de LDL y VLDL tanto in vivo como in
vitro y a su vez disminuye la acumulacién de LDL
oxidada en la pared arterial. Ademas, el estradiol
aumenta el catabolismo de LDL, LDL apoproteina
B y B-VLDL. Como se ha indicado anteriormente,
varios estudios sugieren que el estradiol reduce la
captacion de LDL y la acumulacidn de colesterol,
con la consiguiente disminucién en la formacién de
células espumosas. Asi mismo, disminuye la
adhesion de menocitos mediante la prevencién en
la expresion de VCAM-1 e ICAM-1. Por otro lado,
diferentes estudios clinicos muestran como la
administracion de estradiol aumenta los niveles
plasmaticos de HDL, los cuales estén relacionados
con un efecto cardioprotector.

El efecto protector de los estrégenos en edad
fértil sobre el sistema cardiovascular es evidente
desde el memento en que la incidencia de
enfermedad cardiovascular es menor en mujeres
que en hombres de la misma edad y que el riesgo
de padecer esta enfermedad cardiovascular aumenta
con la menopausia. Este efecto cardioprotector es
reafirmado con los datos epidemioldgicos que indican
que el tratamiento hormonal sustitutivo se asocia
con una reduccién del 40-50% de enfermedad
cardiovascular en mujeres posmenopdusicas sanas.

Las observaciones anteriores estan apoyadas
por numerosoes estudios en los que se demuestran
las acciones beneficiosas de los estrégenos sobre
el metabolismo lipidico y en la funcién y estructura
vascular. Sin embargo, en este momento no existe
un consenso acerca del uso de la terapia hormonal
sustitutiva en la mujer posmenopdusica como
tratamiento de la enfermedad cardiovascular. Esto
se debe a los diferentes datos y conclusiones
obtenidas en distintos estudios clinicos, entre los
que existen notables diferencias en cuanto al tipo
de tratamiento hormonal, via de administracién,
edad de las mujeres y la existencia o no de

enfermedad cardiovascular estableg

en el tema y llegaron a una serie de acue
respecto al uso de la terapia hormonal s
que estan basados en los Ultimos estud
“Heart and Estrogen/progestin Replacemerit St
(HERS), “Estrogen Replacement and
Artherosclerosis” (ERA) y las recomendaciones de
la “American Heart Asociation” (AHA). Se constaté
que el uso de estrégenocs en mujeres sanas
posmenopausicas tiene un efecto protector sobre
el riesgo de enfermedad cardiovascular y que estos
efectos beneficiosos de la terapia hormonal sustitutiva
estan ampliamente limitados por |la edad y por la
presencia de enfermedad cardiovascular previa.

Aungue el criterio de uso de la terapia hormonal
sustitutiva sigue siendo la mejora de los sintomas
vasomotores y la prevencion de la osteoporosis, es
necesario aumentar nuestros conocimientos sobre
los complejos y diferentes mecanismos de accién
de los estrogenos en los distintos tipos celulares del
sistema cardiovascular. Es evidente que los estudios
realizados con ese fin tienen una gran importancia
fisiopatoldgica y clinica.

Isabel Herndndez Garcia

Departamento de Fisiologia

Facultad de Medicina, Universidad de Mureia
Campus de Espinardo

e-mail: isabelhg@um.es
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LA IMPORTANCIA DEL METODO

MICROMATRICES DE ADN, UNA HERRAMIENTA PARA EXPLORAR PERFILES

DE EXPRESION GENICA

Eduardo Salido Ruiz

Un nidmero impertante de funciones celulares
estan reguladas a nivel transcripcional en mamiferos.
Del conjunto de genes que forman el genoma de
cada célula, una fraccién de ellos se estan
transcribiendo activamente, se estan expresando
en unas condiciones fisioldgicas concretas, mientras
que otros muchos genes permanecen silentes. Entre
los genes activos transcripcionalmente se encuentran
un nimero importante de genes de expresidn ubicua,
que llevan a cabo funciones de mantenimiento celular
y que se suelen expresar a niveles bastante
uniformes, de modo constitutivo. Otro grupo de
genes se expresa de manera especifica en el tiempo
y el espacio, siendo sus niveles de transcripcién
variables segin el momento del desarrollo, tipo
celular y condiciones fisiolggicas. Es este Ultimo
grupo de genes, inducidos, el mas interesante a la
hora de definir en términos moleculares la respuesta
celular a cambios ambientales y por tanto el que ha
focalizado la atencidon de los fisiélogos.

Los niveles de expresién génica se pueden
analizar a nivel proteico, midiendo la cantidad o
actividad de producto génico producido, o bien a
nivel de ARN mensajero (ARNm). Los niveles de
ARNm de un gen concreto no dependen sélo del
ritmo al que se transcriba, sino también de Iz vida
media de la molécula, el ritmo a que se degrade.
Por otro lado, la interfase ARNm-proteina, la
traduccién proteica, también puede estar regulada,
haciendo que los niveles de ARNm no sean
extrapolables a los niveles de proteina producida,
pero no es lo mas frecuente. La tecnologia del ADN
recombinante hace muche més fécil analizar niveles
de ARNm que de proteina, por lo que se ha

generalizado la medicion de ARNm como indicador
del nivel de expresion génica.

En las Ultimas décadas hemos profundizado en
los mecanismos de respuesta fisioldgica midiendo
los niveles de ARNm de uno o varios genes
implicados en el procese, utilizando herramientas
como el “Northern blot”, el ensayo de proteccién
con ARNasa, la RT-PCR o la hibridacién in situ.
Pero dada la complejidad de la célula de mamifero,
este tipo de andlisis, en serie, de uno o varios genes
candidatos a jugar un papel en la respuesta estudiada
conlleva una simplificacién notable del problema.
Por esto es que ha existido gran interés en analizar,
en paralelo, respuestas ‘globales’ de los niveles de
transcripcién de todos los genes a un determinado
cambio ambiental. Este interés en analizar el conjunto
de ARNm presentes en la célula en un momento
conereto (su ‘transcriptoma’), ha llevado a desarrollar
varias herramientas para el estudio de la expresion
diferencial, para averiguar qué genes se expresan
mas o menos en la situacién experimental con
respecto a la contrel. Es asi que se han utilizado
variantes de procedimientos de hibridacién
substractiva, despliegue diferencial (“differential
display”), y anélisis seriado de expresién génica
(SAGE), que han contribuido notablemente a este
conocimiento. Pero ha sido en los Ultimos afios
cuando se han dado dos avances importantes que
han facilitado la generalizacion del andlisis global
de la expresion génica. Por un lado, el conogimiento
del genoma humano y de organismos modelo como
8. cerevisiae, C. elegans, D. melanogaster o M.
musculus hace que se disponga en la actualidad de
colecciones de sondas moleculares capaces de
detectar los niveles de expresién de cada gen en el
genoma. Al mismo tiempo, se ha desarrollado



nanotecnologia que posibilita la colocacion ordenada
de miles de sondas moleculares en una superficie
de uno o varios centimetros cuadrados. Estas
micromatrices de sondas moleculares, conocidas
como “DNA-microarrays” o “DNA-chips” se estan
fabricando en laboratorios comerciales y académicos,
utilizando esencialmente una de las siguientes
variantes:

“DNA-microarray”: un robot imprime en
portas de vidrio, similares a los usados para
histologia, nanalitros de sondas moleculares
ordenados en micromatrices muy densas.
En la actualidad se suelen imprimir a
distancias de en torno a 200 um entre puntos,
con lo que un porta puede albergar varios
miles de sondas. Esta tecnologia fue
desarrollada por un grupo de la Universidad
de Stanford (http://cmgm.stanford.
edu/pbrown) y compartida generosamente
con el resto de |la comunidad cientifica. La
mayoria de las universidades avanzadas
disponen en la actualidad de “core facilities”
donde los investigadores pueden imprimir
sus micromatrices de interés. Los resultados
de la hibridacion son digitalizados con
escaneres de gran resolucion y sometidos
a analisis cuantitativo.

“DNA-chip”: las sondas son sintetizadas
sobre la propia fase sdlida, utilizando
tecnologia de sintesis de ADN fotoestimulada.
Esta es una tecnologia patentada por
Affimetrix, que es el proveedor exclusivo de
la misma. La lectura de los resultades de la
hibridacion se hace en escaneres y software
especificos y suele ser contratada con la
propia empresa.

Como comparten objetivos y se trata de una
palabra mas coloquial, el termino “DNA-chip” se ha
generalizado, englebando también la variante de
“DNA-microarray” obtenida mediante impresion de
sondas. Esta Ultima es, no obstante, la variante con
la que tengo expetiencia y a la que mis comentarios
se refieren en general.

En resumen, un experimento de analisis global
de la expresién génica con estas herramientas
consiste en las siguientes fases:

Preparacion de las sondas moleculares.

Los objetivos del estudio definen el nimero de
genes que deben ser analizados. En unas ocasiones,
interesa solamente mirar los cambios en niveles de
expresion génica de decenas o centenas de genes
implicados en un proceso fisioldgico determinado.
Estetipo de experimentos, definidos por hipotesis
concretas, son una ampliacion en nimero de lo que
hasta ahora hemos venide haciendo con anédlisis

en setie, un gen tras ofro. La ventaja de an
en paralelo proporciona una dimension, ad|c:|
interrelacion de los cambios de expres&é
respecto a otro. En este tipo de estudios
solo hacen falta decenas de sondas, una al
menos sofisticada que los “microarray.
impresién de sondas en membranas de nylon, para
hibridacién radiactiva convencional. Cuando se
necesita preparar este nimero modesto de sondas,
en la mayoria de los casos ya contamos con clonas
que contienen estos ADN complementarios (ADNc)
0 se pueden conseguir a través de centros de
distribucién o de otros investigadores. También es
relativamente sencillo disehar sondas a partir de las
secuencias depositadas en GenBank
(http:/Awww.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando “primers”
sintéticos y el procedimiento de amplificacién de
ADNe producido por transcripcion reversa (RT-PCR).
El proyecto genoma humano ha generado bases
de datos muy utiles en este sentido, no sélo para
obtener la secuencia de interés, sino también para
identificar plasmidos que contienen dicha secuencia
y poder solicitarlos a centros de distribucién. En este
sentido es particularmente (til la coleccion IMAGE,
que contiene cientos de miles de ADNc clonados,
catalogados, y distribuidos por centros no lucrativos
como la ATCC (http://www.atcc.org).

Pero cada vez es mas frecuente un tipo de
experimento en el que no se hace una preseleccidn
de genes de interés, sino gue se intentan ver los
cambios en los niveles de ARNm de todos los genes.
Estos experimentos han demostrado el potencial de
las micromatrices de ADN, apottando datos a veces
no sospechados sobre interrelaciones en la expresion
de varios genes y respuestas nuevas a cambios
ambientales concretos. Desde un punto de vista
tecnolégico, es mucho mas fécil analizar el
transcriptoma de organismos sencillos, como S.
cerevisiae (con unos 6.000 genes) gue el de
mamiferos (con unos 35.000 genes), pero es posible
en la actualidad imprimir decenas de miles de sondas
en un porta de vidrio convencional. El interés en
conocer la secuencia completa de nuestro genoma
y del de organismos modelo como el ratén, ha
llevado a la creacién de genotecas de ADNc
representativas de todo el genoma. En la actualidad,
de cara a la investigacién en mamiferos, las dos
genotecas mas Utiles son la del NIH (EE.UU.),
conocida come NIA 15K (con 15.000 ADNc
diferentes, recientemente ampliada con 7.500 més,
por lo que ya representa una mayoria de los genes
de mamifero), y la del centro RIKEN (Japon), que
contiene unos 20.000 ADNc, en su mayoria de
secuencia completa. Una tercera fuente de
genotecas representativas del genoma de mamifero
son las sintéticas, en las gue casas comerciales de
sintesis de ADN, como Operon, han producido
oligonucledtidos larges (70 mer), utilizando las
secuencias de genes depositados en GenBank.
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aso0s en que se parte de genotecas de
= ADNe (NIA o RIKEN), se obtienen las
alitives congelados de E. coli, ordenados

ultipocillos y se procede a la laboriosa
amplificar el ADNc de cada clona, mediante
1y putificario. El uso de robots, pipetas multicanal,
y placas milltipocilio de 96 y 384, simplifica gran
parte de este trabajo, pero la mera organizacién y
control de calidad de esta tarea se convierte en un
reto importante, dadc el ndmere de clonas entre
manos.

Impresién de las sondas en portas de vidrio.

Se suelen utilizar portas de vidrio convencionales,
tratando la superficie con polilisina, para depositar
en ellos fracciones de nanolitro de las sondas
previamente purificadas y distribuidas en placas de
384 pocillos. El grupo de Stanford y la Universidad
de California en San Francisco
(http://derisilab.ucsf.edu) han distribuido los detalles
sobre como construir el robot de impresidn, asi como
el software que controla dicho proceso y protocolos
detallados sobre todo el proceso. También se ha
multiplicado en los Ultimos afos la oferta de robots
de impresién comerciales. El proceso de impresion
se lleva a cabo en condiciones que recuerdan a la
fabricacion de componentes microglectrénicos (otro
aspecto que ha favorecido la popularizacion del
termino “DNA-chip”). Estas condiciones estan, no
obstante, al alcance de muchas universidades con
interés en equipamiento compartido como servicios
generales o “core facilities”. Este tipo de organizacion
tiene su base légica en que una vez llegado al
proceso de impresién, lo rentable es imprimir al
menos una centena de portas y puesto gue los
portas tienen una vida media de unos 3-6 meses,
diffcilmente el uso de un solo laberatorio alcanza
esas necesidades de uso del mismo “array” en ese
periodo de tiempo.

Se trata también de una problematica asequible
a las operaciones industriales, que pueden vender
el mismo “array” impreso a numerosos clientes. Este
desarrollo comercial va haciendo cada vez menos
imprescindible contar con la infraestructura para
llevar a cabo la produccién de sondas y su impresién
en portas. No obstante, esta comodidad conlleva
dos precios: uno en dinero (bastante caros) y otro
en limitaciones del proceso comercial, en que la
seleccidn de sondas impresas se determina en
funcidn de la demanda.

Preparacién de los ADNc problema y control.

Una parte crucial del proceso es el disefio
experimental, que tipicamente incluye una fuente
de ARNm problema y otra que sirve de control. Estas
dos fuentes de ARNm deben estar tan perfectamente
apareadas como sea posible para no introducir
artefactos. Este aspecto, que parece una obviedad,
no debe subestimarse, ya que un déficit en el control

de factores como el estado de confluencia de cultivos
celulares, las edades y sexo de animales
experimentales, inducen diferencias en la expresién
génica que pueden ser falsamente atribuidas a la
variable en estudio. En pocos casos se plantea el
analisis global de la expresion génica en términos
absolutos, sin comparar con unas condiciones control
llevadas en paralelo. Estos casos son particularmente
complicados de analizar.

La cantidad y calidad del ARNm purificado de
las muestras control y problema es muy importante.
Dependiendo de la abundancia de material
disponible, se puede utilizar ABN total directamente
o bien purificar ARNm primero, lo que facilita la
produccion de ADNc marcados mas eficazmente.
La generacién de ADNc a partir de ABNm (o ARN
total, en su caso) se lleva a cabo mediante
transcripcion reversa convencional, con la diferencia
de gue se incluye en la mezcla un analogo de dTTP
(aminoalil-dUTP), que permite marcar el ADN¢
sintetizado con fluorocromos. Una opcién alternativa
es incluir un analogo directamente marcado con
fluorocromo, pero existe evidencia de que estos
nucledtidos no son incorporados homogéneamente
por la transcriptasa reversa y pueden conducir a
sesgos importantes en el marcaje del ADNc. Una
vez sintetizados los ADNc problema y control, uno
se marca habitualmente con el fluorocromo Cy2 y
el otro con Cy5, usando preparados de dichos
fluorocromos que son altamente reactivos con los
grupos amino.

Hibridacion.

La hibridacién se realiza sobre los portas, de
manera similar al proceso de hibridacion in sifu,
pero con |as fases en reverso: el porta (fase sdlida)
contiene los miles de sondas que se han impreso
en los mismos, mientras que la fase liquida, la
solucién que se coloca bajo el cubre, contiene una
mezcla 50:50 de los ADNc marcados con Cy2
(problema, por ejemplo) y Cy5 (control en este caso).
Consecuentemente, las sondas presentes en cada
punto de la micromatriz compiten por ADNc de
secuencias complementarias marcados con Cy2 y
Cy5. Si ese ADNc (y por tanto su ARNm que sirvié
como molde durante la transcripcion reversa) es
mds abundante en la condicidn problema (marcada
con Cy2), ese punto de la micromatriz emitira
fluorescencia verde, mientras que si es menos
abundante en la muestra problema, emitira en rojo,
por el predominio del ADNc control marcade con
Cyb5. Si las condiciones de marcaje y de fluorescencia
fuesen ideales, la mayoria de los puntos en la matriz
deberfan emitir en ambas longitudes de onda por
igual, apareciendo como puntos amarillos, que
indican que ese transcrito no ha cambiado en
abundancia entre la muestra problema y control.
Con frecuencia existen diferencias en la eficacia de
marcaje y de fluorescencia entre ambos




fluorocromos, pero son facilmente corregidas con
software de ‘compensacion’ de la sefial, una vez
digitalizada la imagen.

Digitalizacion y analisis de la sefal.

Una vez lavados de restos de ADNc no
hibridados especificamente, los portas se analizan
en escaneres de alta resolucion, con laser y sistemas
de filtros para excitar y recoger las emisiones de
ambos fluorocromos. La imagen es digitalizada y
sometida a sofisticados procesos de normalizacion,
cuantificacién y agrupamiento, que permiten
identificar genes que han cambiado sustancialmente
de niveles de expresién entre las condiciones
problema y control.

Desde la primera demostracién contundente del
potencial de esta tecnologia (1), particularmente en
el caso de genomas sencillos como el de S.
cerevisiae, donde todos los genes se pueden incluir
en uha micromatriz de primera generacion, se han
multiplicado réapidamente las aplicaciones en
numerosos campos de Biologia y Medicina (revisado
en 2). Como cualquier otra herramienta nueva, las
micromatrices de ADN estan pasando por una fase
de crecimiento exponencial en su uso, altas
expectativas sobre sus contribuciones y
probablemente también cierta confusion en los
resultados cbtenidos en un nimerc importante de
casos. Es frecuente que entre los genes que se
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problema ARNm —

Control

» ARNm —» ADNc /fluorescente (rojo)

desconocida por completo. En estos cas

de un experimento representa el comienz

muchos, para dilucidar lo que puede ser un hallazgo
novedoso. Otro tipo de resultado un tanto confuso
gue se obtiene a veces es la expresion diferencial
de genes de funcién conacida, pero totalmente no
relacionada con la hipétesis de trabajo.
Afortunadamente, el ritmo al que se esta trabajando
en este campo y la disponibilidad de informacién
abierta en internet hace realista para un laboratorio
de fisiologia plantearse el uso de esta herramienta.

Eduardo Salido Ruiz
Departamento de Anatomia Patoldgica
¥y Unidad de Investigacion,

Hospital Universitario de Canarias,
Universidad de La Laguna. Tenerife
e-maif: esalido @ull.es
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Figura 1: Esquema del andlisis de expresidn génica basado en micromatrices de ADN.
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EL RINCON DE HIPASO

EL TAMANO MIiNIMO DE MUESTRA - LA SOLUCION DEL ENIGMA

Didégenes Laercio
David Prieto

E n el nimero anterior planteamos dos situaciones
que llamaron poderosamente la atencién de los
lectores. En ambas lo esencial era que al preguntar
un investigador por el tamafio adecuado que deberia
tener su muestra para ser “suficientemente
representativa”, se le contestd con varias cantidades
muy diferentes entre si y asegurdndosele que todas
eran correctas. Esa respuesta desconcierta a
cualquier investigador y la experiencia docente
demuestra que la mayoria de ellos tienen notable
dificultad para entender la explicacion de esas
aparentes contradicciones. De hecho, una alta
proporcién de profesionales hacen oidos sordos a
estos argumentos e insisten en permanecer
asumiendo una idea radicalmente equivocada que
la caprichosa diosa fortuna ha propagado por doquier
en la segunda mitad del pasado siglo.

Este articulo aparentemente jocoso es un intento
serio de deshacer ese equivoco tan arraigade en
nuestros investigadores, un intento de, también en
este campo, entrar en el siglo XXI. La clave esté en
tomar de la vida comun los razonamientos légicos
gue usamos en situaciones equivalentes a éstas. Y
puesto que se trata de utilizar el sentido comuin que
todos manejamos a diario, si lee relajadamente lo
que sigue entendera perfectamente la situacion y
en pocos minutos se vera libre de un error muy
frecuente en la mayor parte de los investigadores
de las ciencias biolégicas.

1- Resumen de los problemas planteados.

1°- Alda quiere estimar con precisién la
proporcién de investigadores cualificados de
Ciencias de la Salud que estan a favor de utilizar
la clonacién de células humanas para realizar
investigacion en fisiologia y fisiopatologia humanas.
Un bioestadistico le responde que el nimero
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buscado es 1.040, otro le dice que debe coger 19,
un tercero le indica que tome 374 y el Ultimo que
trabaje con 50.

2°- El Dr. Gerineldo Marquez sabe que el
tratamiento “A” evita en torno al 30% de los casos
de carcinoma inducide en ratas por altas dosis de
radiacion 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 observando a “N” ratas con
el tratamiento “A” y otras tantas con el “B". Al
preguntar cuanto debe ser ese “N” para que el
estudio tenga una potencia del 85% (la potencia es
la probabilidad de obtener diferencias
“estadisticamente significativas” si realmente hay
cierta diferencia entre ambos tratamientos) unos
asesores le responden que debe ser N = 11 ratas
en cada grupo, otros le dicen N = 83, otros N = 265
y otros N = 1.357.

2- Chin Chu Li pregunta cuél es la cantidad
de dinero adecuada.

Halldbanse Aida y el Dr. Gerineldo Marquez
reunidos con sus amigos Prudencio Aguilar y Pilar
Ternera criticando duramente la insensatez de los
estadisticos, que responden con cuatro nimeros
totalmente diferentes cuando se les pide uno sdlo,
cuando acerto a pasar por alli un bibliotecario (en
el sentido borjiano de la palabra) chino que dijo
llamarse Chin Chu Li.

Acababa de llegar a esta parte del mundo y
proyectaba ir a pasar unos dias a la Feria de Sevilla
y no conociendo nada acerca de este pais y de su
moneda, decide preguntar a cada uno de los cuatro
asistentes, pero a cada uno por separado, cuél es
la cantidad “adecuada” de euros que debe llevar
para ese viaje. He aqui las respuestas que cada

























































