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Microscopio directo para experimentos de Patch-clamp

ECLIPSE
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Profundice mas en su muestra

El microscopio Eclipse FN1 le permitira llevar sus
aplicaciones electrofisiolégicas a nuevos horizontes

= El objetivo Plan 100x W (AN 1.1, WD 2.5mm) es el
primer objetivo de inmersion en agua con anillo
de correccion. Este anillo corrige la aberracion
esférica permitiendo compensar la variacion
de temperatura fisiolégica y del espesor de la
muestra. Asimismo mantiene una excelente
tranmision en el infrarrojo.

* El nuevo objetivo de larga distancia de trabajo
CFI75 LWD 16x W permite visualizar el area
total de la muestra. En combinacion
con el médulo de magnificacién
es posible, de forma fécil, .
cambiar a altos aumentos &
y alta resolucion sin s .
cambiar el objetivo.

* El disefio del microscopio y de los objetivos,
mas finos y delgados, permite tener mas
espacio para el manejo de los electrodos.

* Todos los objetivos dedicados a patch-clamp
estan libres de aberracion cromatica desde el

Y- visible hasta la region del IR.

* Virtualmente desprovisto de ruido eléctrico y
con manejo libre de vibraciones.

&
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Ejemplo de sistema: configuracién con equipe de manipulacian Narishige
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C/ Aragoneses 13, Poligono Industrial de Alcobendas

28108 Alcobendas (Madrid)
Tel.: 502 20 30 80 - Fax; 902 20 30 81

www.izasa.es - E-mail: dac2@izasa.es



deteriora la calidad de las imagenes. La carta de
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electrénico y el original y las figuras en forma de
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na con el titulo, el texto principal, bibliograffa, s and Nﬂw 1 :.'.‘-‘ ' 7 3
etc. Cada tabla o figura debe remitirse en un |  ra Snt,

anexo independiente, nombrando cada anexo 3

con el nombre del primer autor y el nimero de
tabla o figura que contenga (ejemplo: Cunqueiro-
Fig.1).B. Composicién de los originales.
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Megaplxgi
- 'EMCCD amera

di,recc’ién para ’co,rrespondencia si procede (ipcluir ; Did }FOU ever dream of having l'EEI"}f a 1k x 1k ultra
nimeros de teléfono y fax, y una direccién de high sensitive camera? Neither the distorted images
correo electronico). - : 4 k 5

~ form the image intensifiers nor the thumbnail sized
2. Segunda pagina. images from the Electron Multiplying Cameras?

Sumario, si procede, en una extension no supe-
rior a 200 palabras, en el mismo idioma que el
resto del articulo.

B. COMPOSICION DE LOS ORIGINALES.

1. Primera pagina. *

3. Cuerpo del texto.

Los articulos no deberan sobrepasar las 2.500
palabras e iran en folios numerados. Deberan
estar escritos en un estilo claro y con pretension
divulgativa, de forma que puedan ser entendidos
por cualquier fisidlogo, independientemente de
su area de especializacion. El procedimiento mas
simple es tomar como ejemplo cualquier articulo
publicado previamente en Fisiologia. En caso de

no disponer de ningun ejemplar, puede solicitar- o
se a cualquiera de los miembros del comité edi- o Ee

torial o a la Secretaria (andres.morales@ua.es)
C9100-02

para ser incluido en la lista de distribucion.
Alternativamente, consultar los articulos de los
numeros anteriores en http://www.seccff.org.
Megapixel Resolution
High Gain
zar el texto en la forma que crea mas oportuna, Uery Low Read out Noise
si bien se sugiere una division en secciones que g -
facilite su lectura. High Speed (More than 30 MHz Pixel Clock)
High Quantum Efficiency

“Or. G. I. Mashanov, MRC Natl. Inst. Med. Res. UK
(“GMview" Image Processor), rec. with C8100-71."

Los articulos podran contener resultados ya
publicados, siendo entonces responsabilidad
exclusiva de los autores obtener los permisos
correspondientes de las revistas o libros donde
hayan sido publicados originalmente. Debido a la
pretension divulgativa, cada autor podra organi-

4. Otros.

a.Notas. (si las hubiere) y agradecimientos.

Additional features of these on-Chip Gain Cameras:
b.Bibliografia. Las referencias, muy selecciona-

das, se insertaran en el cuerpo del texto entre Resistance agamSt DVETEXPDSUHE
paréntesis (ejemplo: Chacén y Mairena, 1999). High Image Repetition Rates

La relacion completa de referencias bibliograficas ; 5
debera incluirse al final del texto, por orden alfa- Backthinned 512 x 512 T:'l"pe available

bético y cronoldgico, de acuerdo a los formatos
mas habituales. Ejemplo: Gémez J, Belmonte J . . -
(1910) Deciphering bullfighting. J Taurom 57: App_llr.:atlﬂns,

200-235. @ Single Molecule Fluorescence

. . o _ @ Intracellular Imaging
c.Pies de figuras. Deberan incluirse a continua- ; :
cion de la bibliografia y en paginas aparte. ® High Speed Fluorescence Imaging

: : ® Intravital Microscopy

d.Figuras. Su numero no debera ser superior a

2-3 por articulo, y el tamafio maximo aceptado

sera el de una hoja impresa (DIN-A4). No se

publicaran imagenes en color. En el caso de figu-

ras previamente publicadas, si fuere necesario, -

deberd acompafarse autorizacion para su repro- Hamamatsu Photonics France SAHL
duccion en Fisiologia.

Spain-Portugal
Tel.: +34 (0) 93 582 44 30, Fax: +34 (0) 93 582 44 31

e-mail: spain@hamamatsu.com, www.hamamatsu.es
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XXXIII Congreso de la Sociedad Espaiola de Ciencias
Fisiologicas, Sponsor Simposia en asociacion con la Physoc vy la
Sociedad Holandesa de Fisiologia.

Sevilla, 10 al 13 de febrero de 2005.

El XXXIII Congreso de la SECF se celebrd en Sevilla, del 10 al
13 de febrero de 2005. La Escuela Superior de Ingenieros
Industriales de la Universidad de Sevilla dio cabida al mas
numeroso, hasta la fecha, de los Congresos de nuestra socie-
dad: 477 participantes mostraron durante estos inolvidables
dias el auge creciente de la Fisiologia en Espaia.

El Congreso se organizd con la colaboracién de la Physiological
Society (Physoc) y la Dutch Society of Physiology. Un afo antes
de su celebracion, la Physoc nos comunicd su intenciéon de
modificar la modalidad de su participacién, siendo en esta oca-
sién un “Sponsor Symposia”, en lugar de un “Joint Meeting”
como habia tenido lugar en Salamanca (1995), Liverpool
(1998) y Puerto de la Cruz (2003). Técnicamente, la nueva
modalidad implicaba cambios drasticos en la organizacion del
evento: los miembros de la Physoc no asistirian a un Congreso
sujeto a las reglas de la Physoc, sino a un Congreso donde sélo
habria dos simposios organizados por cientificos del Reino
Unido y donde la Physoc seleccionaria a uno de los
Conferenciantes de las Sesiones Plenarias. La Dutch
Physiological Society estuvo abierta a la realizacién de un Joint
Meeting, aunque, como se vera mas adelante, la afluencia de
cientificos de Holanda fue escasa. A pesar de la reduccion en
la forma participativa de la Physoc y la Dutch Physiological
Society, la respuesta de los fisidlogos espaiioles fue excelente,
asistiendo de forma masiva a la llamada que se habia realiza-
do desde el Comité Organizador y desde la SECF. Como defe-
rencia hacia nuestros invitados extranjeros (22%, 106 de 477),
el XXXIII Congreso de la SECF se desarrollé integramente en
inglés, como viene siendo tradicional en nuestro pais cuando
hay participacidon extranjera en este tipo de evento.

Ponencias y Comunicaciones

Numero
%]
=
=

Plenarias
Simposio
Orales
Poster
Total

Tipo de Intervencion

Figura 1. Ponencias y comunicaciones totales presentadas durante los eventos del XXXIII
Congreso de la SECF. Se han incluido en este grafico las presentaciones del Simposio para
Jovenes Investigadores que se celebrd el dia 10 de febrero de 2005.

El contenido cientifico del Congreso contd con 4 Conferencias
Plenarias, 10 Simposios con la participacion de 48 ponentes y
334 Presentaciones Libres: 58 de forma oral y 276 en forma de
poster. El 10 de febrero, dia de apertura del Congreso y pre-
vio a la inauguracion de éste, se celebrd por primera vez un

Simposio de Jovenes Fisidlogos, en el que participaron jévenes
investigadores del Reino Unido y Espafna y en donde se pre-
sentaron 39 comunicaciones (19 orales y 20 posters). Este
Simposio de jévenes investigadores fue propuesto e integra-
mente financiado por la Physoc.

En total, se presentaron 425 comunicaciones, una cifra que
refleja el crecimiento de la SECF y de la Fisiologia en Espaiia.

Las 4 Conferencias Plenarias fueron impartidas por los Drs.
Francisco Bezanilla (UCLA, Los Angeles, Estados Unidos), Bert
Sakmann (Max Planck Institute, Heidelberg, Alemania), Manuel
Mas (Universidad de La Laguna, Espafia) y Chris Yeo
(University College Londres, Reino Unido). El Dr. Francisco
Bezanilla disertd sobre la permeacion de iones de K+ a través
de canales idnicos especificos para este idn, y las modificacio-
nes estructurales que se producen en dichos canales para que
puedan penetrar a través de los mismos los iones de K+. Este
trabajo, meticuloso y elegante, mostré una hipétesis alternati-
va y distinta para la permeacion de iones de K+ a la defendi-
da por Roderick Mackinnon (Premio Nobel en Quimica en
2003). El Prof. Bert Sakmann (Premio Nobel en Medicina y
Fisologia en 1991) diserté sobre el acoplamiento excitacion
secrecién en las sinapsis del sistema nervioso central. Mostrd,
en experimentos elegantisimos realizados en la sinapsis del
caliz de Held (nlGcleo medial del cuerpo trapezoide), cdmo el
sensor molecular que detecta el incremento de Ca2+ ante la
llegada de un potencial de accién, dispara la maquinaria secre-
tora responsable de la liberacién de glutamato en la hendidu-
ra sindptica. El Dr. Sakmann, en un alarde de honestidad cien-
tifica, expresd su gratitud a Santiago Ramoén y Cajal y realzod
su generosidad, al permitir que Held nombrara esta sinapsis
con su nombre, ya que habia sido Cajal el primer neurocienti-
fico en describirla. El Dr. Manuel Mas, Presidente Saliente de la
SECF, impartié una conferencia magistral sobre el efecto del
NO en el control de la musculatura lisa de los cuerpos caver-
nosos, y mostrd evidencias de la valia y representatividad de
la realidad que poseen los experimentos realizados “in vivo”.
Finalmente, el Dr. Chris Yeo disertd sobre la potencialidad de
los registros electrofisoldgicos para mostrar los fendmenos de
memoria que tienen lugar en el cerebelo. Asimismo, mostrd
experimentos muy elegantes que sugieren que la la proteina
cinasa C participa en el desarrollo de la memoria que puede
tener lugar en el cerebelo.

Los simposios organizados trataron sobre temas diversos:

1. Molecular mechanisms in stem cell biology (I y II).

2. Molecular biology and reproduction.

3. The physiological and pathophysiological regulation of
ion-and-water channel transport in epithelial cells.

4. Mechanisms of cell migration, tissue invasion and remo-
delling.

5. Neurological and molecular basis of biological rhythms.
6. Compartmentalisation of cellular signalling.

7. New aspects of resistance artery and structure.

8. Oxygen radicals: Physiological and pathophysiological
implications.

9. Functional significance of cerebellar circuitry.



Dos de los Simposios fueron “sponsorizados” integramente por
la Physoc (3 y 7) con participacion equilibrada entre ponentes
espanoles y extranjeros (12 ponentes ingleses, 4 holandeses,
1 francés, 1 canadiense, 1 sueco y 22 espafioles).

Los simposios se desarrollaron en sesiones paralelas (dos
simultdneamente) y en sesiones de mafiana y tarde. La parti-
cipacion en dichos simposios fue desigual, dependiendo del
simposio organizado en paralelo o del dia de celebracion.
Asimismo, se celebrd un Foro de Discusion sobre Integracion
Cardiorrespiratoria y dos “workshops”, uno organizado por
Investigadores Ramon y Cajal y otro que versod sobre el papel
de la mujer en la Ciencia.

58 (17,3%) de las 334 comunicaciones libres presentadas al
Congreso fueron seleccionadas para ser presentadas de forma
oral. En esta eleccion se tuvo en cuenta la peticion del partici-
pante, el interés potencial de la presentacion y la disponibili-
dad de comunicaciones orales para organizar una sesion oral
coherente. Se organizaron 10 sesiones de comunicaciones ora-
les agrupadas bajo los siguientes epigrafes: 1) Canales ionicos,
2) Neuroendocrinologia, 3) Musculo liso, 4) y 5) Sefializacion
celular, 6) Fisiologia placentaria y renal, 7) Neurofisiologia inte-
grativa, 8) y 9) Neurofisiologia y 10) Fisiologia vascular, respi-
ratoria y endotelial.

Las 276 comunicaciones restantes se presentaron en forma de
poster y fueron distribuidas en dos salones habilitados a tal
efecto. Los posters presentados se agruparon en 19 sesiones
distintas: 1) Canales idnicos, 2) Neuroendocrinologia, 3)
Musculo liso, 4) Sefalizacion celular, 5) Fisiologia placentaria y
tenal, 6) Neurofisiologia integrativa, 7) Neurofisiologia y 8)
Fisiologia vascular, respiratoria y endotelial, 9) Desarrollo y
plasticidad, 10) Transporte epitelial, 11) Fisologia gastrointes-
tinal, 12) Fisiologia comparada, 13) Docencia de la fisiologia,
14) Funciones sensoriales, 15) Sistema vegetativo, 16) Control
respiratorio, 17) Contraccion muscular, 18) Fisologia renal y
perinatal, 19) Fisiologia cardiaca.

En la Tabla 1 se muestra la distribucion de comunicaciones en
forma de poster en cada de uno de los topicos.

Sesion No
Canales i6nicos 17
Neuroendocrinologia 45
Musculo liso 12
Sefializacion celular 36
Neurofisiologia integrativa 11
Neurofisiologia 28
Vascular/Endotelial 16
Desarrollo 6
Transporte epitelial 19
Gastrointestinal 20
Fisiologia comparada 12
Docencia 3
Funciones sensoriales 10
Sistema vegetativo 4
Control cardiovascular 16
Contraccion muscular 6
Placenta 8
Renal
Cardiovascular 5
TOTAL 276

Tabla I. Distribucién del nimero de posters presentados por topico

Los posters estuvieron expuestos todos los dias del Congreso,
aunque sdlo se exigiod la presencia fisica de alguno de los auto-
res en intervalos especificos distribuidos a lo largo de los dos
primeros dias del Congreso. Esta distribucion did realce a la
presentacion tipo poster y fue muy bien acogida por los asis-
tentes, ya que hubo tiempo suficiente para discutir y volver
sobre puntos que no habian quedado aclarados en la conver-
sacion anterior.

El origen geografico de las comunicaciones fue diverso. En las
tablas II y III se muestra las comunicaciones presentadas por
participantes extranjeros y nacionales. La participacion espa-
fiola fue del 73 % (282 de 386 comunicaciones, ponencias
incluidas) y el Reino Unido fue el pais extranjero mejor repre-
sentado en el Congreso (16,3 %, 63 de 386). La participacion
del resto de los paises fue testimonial, siendo de solamente 5
comunicaciones, las presentadas por representantes de
Holanda. Por provincias, Sevilla, organizadora del evento, pre-
sentd 51 comunicaciones (18,08 % de las presentadas por
espanoles), seguida de Madrid con 50 comunicaciones (18%),
Caceres (20, 7%), Barcelona (19, 6,7 %), Tenerife (16, 5,67%)
y Granada (14, 4,96%).

Pais Oral Poster Total
Espafia 62 220 282
Reino Unido 34 29 63
Estados Unidos 3 4 7
Alemania 3 1 4
Holanda 3 2 5
Suiza 1 0 1
Francia 1 7 8
Suecia 1 4 5
Ucrania 1 0 1
Italia 1 3 4
Rumania 0 2 2
Venezuela 0 1 1
Brasil 0 1 1
México 0 1 1
Canada 0 1 1
Total 110 276 386

Tabla II. Distribucion geogréfica por paises de las comunicaciones presentadas al XXXIII
Congreso de la SECF. No se han incluido las presentadas en el Simposio de J6venes Fisidlogos.

Nos gustaria finalizar esta breve resefia manifestando nuestro
mas sincero agradecimiento a los miembros de los Comités
que intervinieron en la organizacion del Congreso, a la Physoc,
a la Dutch Physiological Society y a las distintas instituciones
pUblicas y privadas que patrocinaron el Congreso. Gracias a
estas ayudas se concedieron 40 becas, de 250 euros cada una,
a jovenes fisidlogos, y seis premios a las mejores presentacio-
nes tipo poster. Queremos expresar también nuestro agrade-
cimiento a los cientificos que aceptaron nuestra invitacion para
impartir las sesiones plenarias y los distintos simposia, y !como
no!, a todos los que vinisteis al Congreso a escuchar y a mos-
trar vuestro trabajo. Nuestros esfuerzos hubieran sido vanos
de no haber tenido una respuesta tan numerosa.

FISIOLOGIA. Boletin informativo de la SECF



Constancio Gonzalez, Ana Ilundain y Carlos Belmonte durante la cena del Congreso

£ Provincia Oral Poster Total
£ Albacete 0 4 4
:c  Alicante 5 3 8
2 Badajoz 0 8 8
5 Barcelona 3 16 19
s Bilbao 0 2 2
£ Caceres 4 16 20
Cordoba 2 8 10
Granada 2 12 14
Islas Baleares 0 7 7
Jaén 0 3 3
La Coruna 1 0 1
Ledn 0 3 3
Lérida 0 1 1
Madrid 13 37 50
Malaga 2 10 12
Murcia 1 2 3
Oviedo 0 3 3
Pamplona 1 4 5
Salamanca 2 3 5
Santander 0 2 2
Santiago 0 2 2
Sevilla 13 38 51
Tenerife 5 11 16
Valencia 2 7 9
Valladololid 6 5 11
Vigo 0 1 1
Zaragoza 0 12 12
Total 62 220 282

Tabla III. Distribucion geografica nacional por provincias de las comunicaciones presentadas
al XXXIII Congreso de la SECF. No se han incluido en esta Tabla las comunicaciones presen-
tadas en el Simposio de J6venes Fisidlogos.

Ana Ilundain, Guillermo Alvarez de Toledo y Lucia Tabares.

VY .
EMCCD: CAMARAS ULTRARRAPIDAS Y ALTA SENSIBILIDAD

N BN

En aquellas aplicaciones con intensidades luminicas muy
bajas y que requieran amplio rango dinamico (microscopia
de fluorescencia, biotecnologia, astronomia... ) ofrecemos
la solucion ideal proporcionando camaras de alta
sensibilidad ( deteccidn de foton Unico ) a elevadas
frecuencias de imagen ( hasta 35 MHz ).

.

Andor Technology presenta su nueva camara iXON con
la innovadora tecnologia EMCCD ( Electron Multiplying
Charge Coupled Device ) basada en una multiplicacion
de electrones que intensifica la senal recibida en el CCD
con ganancias desde 1 hasta 1000 manteniendo el ruido
de lectura inapreciable. Con sellado hermeético en vacio,
alta eficiencia cuantica ( >90% ) v refrigeracion
termoeléctrica ( -100°C ) permitiendo largos tiempos de
exposicion con corriente oscura insignificante.

info@iberlaser.com
www.iberlaser.com




N2 CRUPOTAPER

TECNOLOGIASANITARIAYCIENTIFICA

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

G 2N PAC RALL

EDIC ENDOSCOPIA

"TECNOLOGIASANITARIAYCIENTIFICA

s
DA CASTDEL MEDICO

VANGUARC'S EN TECNOLOGIA SAN TARLA
e —

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

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

www.GRUPOTAPER.com
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LA IMPORTANCIA DEL METODO

El estudio del terminal de las neuronas bipolares de la retina del ciprino dorado mediante técnicas electrofisio-
légicas y Opticas no aplicables a otras sinapsis, ha permitido aumentar sustancialmente el conocimiento sobre
estas estructuras. El objetivo de esta revision es resumir la informaciéon acumulada hasta la fecha actual sobre
el ciclo de las vesiculas sinapticas obtenida mediante esta preparacion. En la actualidad, para un mayor cono-
cimiento sobre el funcionamiento de un terminal presinaptico se hace imprescindible desarrollar herramientas
moleculares aplicables a este modelo experimental y utilizar los conocimientos adquiridos como base de estu-
dio de sinapsis del sistema nervioso central de los mamiferos.

LIBERACION DE VESICULAS SINAPTICAS EN EL
TERMINAL DE LAS NEURONAS BIPOLARES DE LA RETINA.

Artur Llobet
INTRODUCCION.

Probablemente por su facil accesibilidad la retina es una de las
porciones del sistema nervioso central de los vertebrados
conocidas con mas detalle. Desde que Cajal describié su ana-
tomia, la informacién sobre cada uno de los tipos celulares que
forman este tejido ha aumentado hasta un nivel impensable a
finales del siglo XIX. Espero que este hecho quede patente en
la presente revision, centrada en una particularidad: la secre-
cién de vesiculas en el terminal presinaptico de las neuronas
bipolares. Cuando un fotén es captado por los fotorreceptores,
se genera una cascada metabdlica que se traduce en un blo-
queo de la liberacion de glutamato en las sinapsis existentes
entre los terminales de estas células sensoriales y las dendri-
tas de las neuronas bipolares. En este punto, la funcion de las
neuronas bipolares es integrar y trasmitir la informacion hacia
las neuronas ganglionares, las cuales la llevaran hasta el encé-
falo.

Cabe destacar tres hechos atipicos en las neuronas bipolares:
/) no generan potenciales de accion, sino que transmiten la
informacién mediante cambios graduales de su potencial de
membrana; ii) sus terminales no presentan zonas activas con
una morfologia clasica, sino que, en su lugar, existen unas
estructuras electrodensas conocidas como ribbons o cintas; iif)
los terminales suelen tener una dimensién anormalmente
grande. Cualquier terminal del sistema nervioso central es
pequefio (~1 um) e inaccesible, haciendo muy dificil su estu-
dio. Precisamente por esta razon, diversos grupos de investi-
gacion durante los afios 90 decidieron utilizar neuronas bipola-
res para el estudio de la secrecidon de vesiculas sinapticas [1,
2]. Concretamente, utilizaron neuronas bipolares de la retina
del ciprino dorado (Carassius auratus) cuyos terminales son
gigantes ya que tienen un diametro de 10-14 um (Fig. 1A). El
conjunto de estos estudios ha permitido aumentar de forma
muy significativa el conocimiento sobre el funcionamiento de
un terminal presinaptico. El objetivo de esta revision es resu-
mir los conocimientos acumulados hasta la fecha actual sobre
el ciclo de las vesiculas sinapticas usando el terminal de las
neuronas bipolares del ciprino dorado, indicando particularida-
des, generalidades y cuestiones todavia por resolver.

EL TERMINAL SINAPTICO DE LAS NEURONAS
BIPOLARES.

Es muy facil observar los diferentes tipos celulares que forman
la retina del ciprino dorado tras realizar una disociacion meca-
nica. Una de las neuronas mas facilmente identificables son las
bipolares, siendo muy simple distinguir entre terminal, axén,
soma y dendritas (Fig. 1A). Un terminal tipico contiene ~5x10°
vesiculas glutamaérgicas [3], un valor muy por encima del
reservorio de 100-200 vesiculas de un botdn sinaptico de hipo-
campo. Esta gran capacidad de secrecién, sumado a su forma
esférica y gran tamafio, es un escenario ideal para la realiza-

ot

cién de experimentos de
capacidad de membrana,
hecho imposible en cual-
quier terminal del sistema nervioso central. La resolucion tem-
poral de esta técnica electrofisioldgica ha permitido conocer
cémo tiene lugar la liberacién de vesiculas sinapticas y el reci-
clado eficaz de la membrana usada en esta preparacion.

DEPOSITO
CITOPLASMATICC

DEPOSITO DE
RESERVA

DEPOSITO DE
LIBERACION RAPIDA

Figura 1. Las neuronas bipolares de la retina del ciprino dorado.

A) Imagen de D.I.C. de una neurona bipolar disociada de la retina del ciprino dorado. T, ter-
minal; A, axon; S, soma; D, dendritas.

B) Micrografia electrénica de una seccion de un terminal como el mostrado en A. La zona acti-
va o cinta es la estructura electrodensa (*). La organizacion de los depdsitos de vesiculas
sindpticas viene indicada. En la base de la zona activa se encuentran las vesiculas del depé-
sito de liberacion rapida; en la periferia de la cinta se encuentran las vesiculas del depésito de
reserva y finalmente, fuera de las zonas activas, se encuentra el depdsito de liberacion conti-
nua o citoplasmatico.

Cuando observamos un terminal de una neurona bipolar en el
microscopio electronico, llaman especialmente la atencidn
unas zonas electrodensas distribuidas por la membrana: las
zonas activas o cintas (Fig. 1B). En la base de estas estructu-
ras se encuentra una gran densidad de canales de calcio vol-
taje dependientes y cuando se produce una despolarizacion es
precisamente en estas zonas donde entra el Ca* desde el
medio extracelular generando un microdominio (ver a conti-
nuacion) que se extiende hacia el resto del terminal [4].
Inmediatamente después de la apertura de los canales de Ca%,



las ve,siculas situadas en la base de la zona activa son libera-
das. Este es el depdsito de liberacion rapida, formado por unas
1000 vesiculas y que se encarga de dar una respuesta fasica
(Fig. 1B). Si la despolarizacion persiste, se libera durante ~1 s
el depdsito de reserva, que contiene unas 4000 vesiculas.
Finalmente, si los niveles de Ca** citoplasmatico contintian ele-
vados, aproximadamente 1000 vesiculas s* se secretan de
forma tonica [2]. Mientras se produce la respuesta fasica, la
superficie neta del terminal aumenta; sin embargo, incluso
cuando la estimulacién es muy persistente, este aumento no
va mas alla del 5-8% del valor inicial. El motivo son los meca-
nismos de endocitosis. Como se detallara mas adelante, estos
terminales tienen al menos tres mecanismos distintos para
recuperar la membrana utilizada por la exocitosis, los cuales
permiten mantener intacta la capacidad secretora del terminal
por periodos muy prolongados.

MODULACION POR Ca** DE LA EXOCITOSIS DE
VESICULAS.

En la base de las zonas activas, que es donde tiene lugar la
mayoria de fendmenos de secrecion, se encuentra una gran
densidad de canales de calcio voltaje dependientes de tipo L
(Ca)) y de potasio de alta conductancia calcio dependientes
(BKcy)- Debido a que la probabilidad de apertura de los cana-
les BK., incrementa en relacion directa con elevaciones de
[Ca**] submembranal, ésta es una situacion muy ventajosa
para medir electrofisioldgicamente la [Ca**] en las zonas acti-
vas. De este modo se establecié que, durante un estimulo, la
[Ca**] en una zona activa oscilaba entre 10-20 uM [5]. Estos
valores eran muy parecidos a los obtenidos mediante experi-
mentos de fotdlisis de compuestos que mantenian el Ca*
enjaulado [6]. El conjunto de estas observaciones llevo a suge-
rir que, en el terminal de las neuronas bipolares, la [Ca*]
requerida para la liberacion de vesiculas era muy parecida a la
existente en células neurosecretoras, como por ejemplo las
células cromafines. Sin embargo, aparecieron evidencias que
indicaban que este escenario podia ser una simplificacion de la
realidad. En experimentos donde se utilizo el colorante FM1-43
se observo que el deposito de vesiculas citoplasmatico (tonico)
podia ser liberado a concentraciones de ~1 uM [7, 8]. ¢Cual
podia ser el motivo por el que una sinapsis fuera capaz de libe-
rar vesiculas en un rango de [Ca**] que oscilaba de ~1 a 50
uM?

Este es un motivo de discusion que todavia permanece y
actualmente se consideran dos lineas argumentales que expli-
can la heterogénea sensibilidad a la [Ca**] de las vesiculas
sinapticas del terminal de las neuronas bipolares. Una posibili-
dad es que las vesiculas presenten una composicion protéica
heterogénea. El grupo de Thomas Stidhof ha demostrado que
el sensor de [Ca*] para la exocitosis es una proteina vesicular
llamada synaptotagmin. Hasta la fecha se han descrito 15 iso-
formas de esta proteina y al menos 9 de ellas han demostra-
do estar involucradas o, como minimo, tener la potencialidad
de participar en los fendmenos de secrecion. La diferencia
entre las isoformas radica en su diferente capacidad de unir el
ion Ca*. Por ejemplo, synaptotagmin I presenta una union a
fosfolipidos dependiente de Ca* con una ECs, de 10-20 uM,
mientras que synaptotagmin VII lo hace con una ECs, de
~1uM [9]. Si una isoforma particular va asociada a una pobla-
cion de vesiculas concreta, ésta seria una explicacion. En el
terminal de las neuronas bipolares del ciprino dorado no esta
presente ni synaptotagmin I ni II. Hasta la fecha solo se ha
descrito la presencia de synaptotagmin III [10], una isoforma
que se une a fosfolipidos con una ECy, de ~1uM [9].
Suponiendo que todas las vesiculas del terminal tuvieran en
teoria la misma alta sensibilidad a ser liberadas, écomo se
explica la heterogénea respuesta a la [Ca*‘]?.
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Figura 2. Microdominios de Ca* y liberacion de vesiculas sinapticas.

A) Experimentos de TIRFM donde se muestran imagenes de microdominios de Ca** genera-
dos en dos terminales bajo condiciones de tamponamiento alto (10 EGTA) o bajo (0.1 EGTA)
durante sendos estimulos de 500 ms. Los experimentos se realizaron bajo la configuracion de
whole-cell y se utilizé como indicador calcium green 5N.

B) Medida de la exocitosis en diferentes condiciones de tamponamiento de Ca** usando la téc-
nica de IRM. Los experimentos se realizaron en la configuracion de whole-cell (negro, 10
EGTA; azul, 0.1 EGTA) o de parche perforado (rojo, tampones enddgenos). La duracion del
estimulo viene indicada por las corrientes de Ca** generadas durante el estimulo. El valor de
la exocitosis viene expresado como el porcentaje de incremento de la superficie basal del ter-
minal. Un incremento del 1% de la superficie equivale a la fusion de ~1300 vesiculas.

C) Ejemplo de un experimento de IRM. Se muestran tres imagenes de la zona de interferen-
cia destructiva de un terminal (footprint): antes del estimulo (-1 s), al final del estimulo (+0.5
s) y al finalizar el periodo de endocitosis (+16 s). Notar la expansion que tiene lugar duran-
te el periodo de estimulacion. Experimentos realizados en la configuracion de parche perfo-
rado.

D) Ejemplo de un experimento de TIRFM donde se observo una clara expansion del terminal.
El terminal fue dializado en la configuracion de whole-cell con una solucién que contenia cal-
cium green 5N. Las imagenes muestran el footprint antes de la estimulacion y 50 ms después
la apertura de los canales de Ca**. En la zona de expansion se generaron microdominios (fle-
chas blancas) y hubieron algunas zonas activas que no respondieron (flechas verdes).

Para resolver esta respuesta fue necesario visualizar los nive-
les de [Ca*] submembranal durante un estimulo. La técnica
que permite realizar estos experimentos es la Total Internal
Reflection Fluorescence Microscopy (TIRFM) [11]. Esta técnica
de microscopia, también conocida como microscopia de onda
evanescente, permite visualizar con gran resolucion eventos
que tienen lugar justo por debajo de la membrana plasmatica,
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ya que el campo electromagnético que genera la onda evanes-
cente presenta una constante de espacio de ~100 nm.
Mediante esta técnica, David Zenisek visualizo por primera vez
la generacion de microdominios submembranales de [Ca*‘]
durante una estimulacion en los terminales de las neuronas
bipolares del ciprino dorado [12]. Estos experimentos confir-
maron que los microdominios tenian lugar en las zonas activas,
tal y como se habia sugerido anteriormente mediante experi-
mentos electrofisioldgicos [13]. Las dimensiones de las sefia-
les de [Ca**] submembranales se pueden modular mediante la
introduccion de tampones moviles de [Ca*] exdgenos (por
ejemplo EGTA o BAPTA). Cuando el citoplasma se encontraba
altamente tamponado con 10 mM EGTA los microdominios de
[Ca**] se quedaban restringidos a las zonas activas (Fig. 2A)
[4, 12]. Es precisamente en estas regiones donde tiene lugar
la mayoria de los fendmenos de secrecion, tal y como revela-
ron experimentos de TIRFM usando el colorante FM1-43 [14].
Sin embargo, se observd también mediante esta aproximacion
experimental como la exocitosis era posible fuera de ellas, en
toda la periferia del terminal. Probablemente uno de los moti-
vos de esta fenomenologia es que el tamponamiento fisiolégi-
co de un terminal es bajo, alrededor de 2 mM EGTA [15]. En
estas condiciones los microdominios no quedan restringidos a
las zonas activas, sino que se expanden hacia todo el terminal
siendo capaces de liberar vesiculas distantes de las zonas acti-
vas (Fig. 2A).

El pico de [Ca**] dentro de un microdominio en condiciones de
alto o bajo tamponamiento practicamente no varia y se
encuentra siempre en valores de ~10 uM [4, 12]. Cuanto mas
alto es el grado de tamponamiento de Ca** del citoplasma, los
incrementos de [Ca*] quedan mas circunscritos a las zonas
activas y cabria esperar que menos vesiculas viesen una [Ca**]
suficiente para ser secretadas. Experimentos de capacidad de
membrana e Interference Reflection Microscopy (IRM, ver a
continuacién) donde se modificd el tamponamiento del cito-
plasma, validaron esta hipotesis [4, 15]. En la Fig. 2B es evi-
dente que cuando el citoplasma contenia 10 mM EGTA la exo-
citosis de vesiculas era mucho menor que en condiciones de
parche perforado. Ademas, puede observarse como la practica
eliminacion de tamponamiento del terminal (0.1 mM EGTA)
increment? la cantidad de vesiculas liberadas frente a los tam-
pones enddgenos. Trasladando esta observacion a condiciones
fisiologicas cobra fuerza la modulacion de la exocitosis por los
tampones moviles enddgenos del terminal, por ejemplo calre-
tinin. Seria de gran ayuda observar qué sucede cuando hay
una sobreexpresion de estos tampones, pero este tipo de
maniobras es todavia inalcanzable en un animal tan dificil de
manipular genéticamente como el ciprino dorado.

En resumen, el conjunto de estos datos permite proponer que
en los terminales de las neuronas bipolares un factor clave
para determinar el nimero de vesiculas liberadas por un esti-
mulo es la expansién de los microdominios de [Ca**] genera-
dos en las zonas activas. En la actualidad todavia no se cono-
ce como el contenido proteico de las vesiculas del terminal
afecta a su probabilidad de ser liberadas, pero es un factor que
a buen seguro va a aportar mucho debate en el futuro.

MECANISMOS DE ENDOCITOSIS DE VESICULAS
SINAPTICAS.

El terminal de las neuronas bipolares presenta unos fenéme-
nos de endocitosis robustos, que le confieren la capacidad de
ser operativo durante largos periodos de estimulacion.
Después de un estimulo, la membrana que se ha utilizado para
los procesos de exocitosis se recupera siguiendo dos constan-
tes de tiempo, una rapida de ~1 s y una lenta de ~10 s.
Dependiendo de la magnitud del estimulo, la proporcion de
membrana recuperada por la cinética rapida o lenta varia.
Estimulos cortos (<20 ms), que liberan exclusivamente vesicu-

las del depdsito de liberacion rapida favorecen una endocitosis
rapida. A medida que la duracidn del estimulo incrementa, la
endocitosis lenta empieza a cobrar importancia. De hecho,
estimulos largos (>2 s) favorecen una recuperacion de mem-
brana esencialmente lenta [2]. Estos dos tipos de endocitosis
tienen lugar en condiciones fisioldgicas y en consecuencia cen-
traré el resto de la revision en ellos. Sin embargo, cabe resal-
tar que, en periodos de estimulacion muy prolongados y qui-
zas como ultimo recurso, el terminal es capaz de utilizar una
tercera via de recuperacion de membrana, la macropinocitosis,
para asi mantener su superficie funcional.

La presencia de una combinacion de cinéticas de endocitosis
rapida y lenta se ha observado en otros tipos celulares, siendo
quizas las células neuroendocrinas uno de los ejemplos mas
claros [16]. El posible paralelismo con células cromafines llevo
a pensar en una visidn salomonica del debate Heuser-
Ceccarelli en el terminal de las neuronas bipolares. Existia la
posibilidad de que la proporcidon de membrana recuperada de
forma lenta (v~10 s) tuviera lugar después del colapso de las
vesiculas (vision de Heuser) mientras que la endocitosis rapida
(t~1 s) fuera debida al hecho que las vesiculas mantenian su
estructura durante el proceso de fusion y en consecuencia su
membrana se podia recuperar rapidamente (kiss-and-run o
vision de Ceccarelli). Experimentos de TIRFM primero [17] y
de IRM después [18] demostraron que toda vesicula del termi-
nal se colapsa cuando se fusiona y es por motivos que desco-
nocemos que se recupera rapida o lentamente, pero en ningun
caso porque esté experimentando un proceso de kiss-and-run.
Un ejemplo de la técnica de IRM se muestra en la Fig. 2C. Esta
técnica permite visualizar selectivamente la proporcion de
membrana plasmatica del terminal que se encuentra pegada al
cubreobjetos cuando el terminal se visualiza con un microsco-
pio invertido. Durante un estimulo se genera una expansion del
terminal que después se recupera con las constantes de tiem-
po rapidas y lentas tipicas de la endocitosis en estos termina-
les [18]. Tal y como se observa en el experimento de TIRFM
en la Fig. 2D, las areas de mayor expansion tienen lugar en las
zonas activas, donde se generan los microdominios de Ca?*.

Al igual que la exocitosis, la endocitosis también viene modu-
lada por la [Ca*]. Inicialmente se postuld que a [Ca*] eleva-
das (>1 uM) existia un bloqueo de la endocitosis [19], pero en
realidad lo que sucedia es que en estas condiciones se daba un
balance entre exocitosis y endocitosis. Mediante el uso de tam-
pones de Ca* exdgenos se ha observado que si se genera un
microdominio de [Ca*] fisioldgico la endocitosis procede de
forma rapida; en cambio, si el alcance del microdominio de
[Ca**] queda restringido por un alto tamponamiento, la endo-
citosis es lenta [20]. Es particularmente relevante el hecho que
la [Ca*] no afectaba a la velocidad de endocitosis rapida y
lenta, que siempre procedian con los mismos valores de t de
~ 1s y ~10s, respectivamente. En consecuencia la [Ca*] no
afecta a la velocidad de endocitosis, sino que actlia como un
interruptor determinante de las proporciones de cada mecanis-
mo de recuperacion de membrana. Este concepto viene avala-
do por otras lineas experimentales donde la endocitosis rapida
y lenta tienen un comportamiento de todo o nada. Por ejem-
plo, incrementos en la presion hidrostatica [21] o aumentos en
la [CIT intracelular [22] bloquean el componente lento de la
endocitosis, dejando intacto el rapido. ¢Cudles son las bases
moleculares de la endocitosis rapida y lenta?

ENDOCITOSIS: BASES MOLECULARES Y
DIRECCIONES FUTURAS.

En la vision de Heuser, después del colapso de las vesiculas
durante la exocitosis, la membrana se recupera mediante la
formacion de vesiculas que se recubren por la proteina clath-
rin'y sus adaptadores. El proceso de formacion de las jaulas de



clathrin ha sido estudiado extensivamente y se conocen en
detalle muchas de las interacciones proteina-proteina que tie-
nen lugar [23]. Mediante la introduccién de péptidos y domi-
nios de proteinas que inhiben selectivamente la via de clathrin
in vitro, se ha visto que la fase lenta de recuperacion de mem-
brana en el terminal de las neuronas bipolares viene mediada
por esta proteina (Fig. 3), [24]. A pesar de esta evidencia y del
hecho de que experimentos de inmunocitoquimica muestran la
presencia de clathrin en el terminal de las neuronas bipolares
[25], los experimentos de microscopia electronica no revelan
la presencia de las tipicas vesiculas recubiertas por dicha pro-
teina [3, 26]. Las evidencias bioquimicas y fisioldgicas no dejan
duda de que clathrin esta involucrada en los mecanismos de
endocitosis del terminal, pero épor qué no se observa en las
secciones de microscopia electronica? Una posibilidad es que
la vida media de vesiculas recubiertas por clathrin es muy
corta. En cualquier caso, parece claro que clathrin no participa
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Figura 3. Experimento de capacidad de membrana realizado en la configuracion de whole-
cell. La exocitosis fue inducida por un estimulo de 100 ms (flecha). Los incrementos de capa-
cidad fueron normalizados en los tres grupos experimentales. La recuperacion de los valores
basales de capacidad refleja el caracter biexponencial del proceso de endocitosis. Negro,
experimentos control; rojo, didlisis de 0.1 uM del péptido DNF-12mer que impide la creacion
de jaulas de clathrin; azul, didlisis de 0.1 mM del péptido DPF-12mer derivado del anterior, con
una afinidad mucho mas baja para bloquear la via de clathrin. Notar como el péptido DNF-
12mer bloquea selectivamente el componente lento de endocitosis dejando intacto el rapido.
Modificado de [24].

en los fendmenos de reciclaje rapido de la membrana después
del colapso de las vesiculas, pero ¢qué proteina(s) se encuen-
tran mediando estos procesos? Una linea que se muestra muy
prometedora en este sentido son las proteinas con dominios
BAR [27]. Estos dominios tienen la capacidad de actuar como
sensores e inductores de curvatura lipidica y quizas puedan ser
una solucién a esta cuestion.

En conclusion, el estudio del terminal de las neuronas bipola-
res de la retina del ciprino dorado mediante técnicas electrofi-
sioldgicas y Opticas no aplicables a otras sinapsis, ha permiti-
do aumentar sustancialmente el conocimiento sobre estas
estructuras. El futuro pasa por desarrollar herramientas mole-
culares aplicables a esta preparacion y por utilizar los conoci-
mientos adquiridos como base de estudio de sinapsis del siste-
ma nervioso central de los mamiferos.
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ACTUALIZACION

En esta puesta al dia se describen de forma resumida los avances cientificos y conceptuales mas importantes
en relacion a la regulacion de la secrecion preovulatoria de la hormona luteinizante (LH). Se conoce suficiente-
mente el papel de la hormona hipotalamica liberadora de gonadotropinas (GnRH) en el proceso secretor del
gonadotropo, asi como el papel clave de los estrogenos de origen ovarico (E,), que, junto con los nuevos pép-
tidos ovaricos puestos en evidencia en los programas de fertilizacion asistida: factor inhibidor/atenuador de la
secrecion preovulatoria de gonadotropinas (GnSI/AF), garantizan el correcto funcionamiento del eje hipotala-
mo-hipofisis-ovario. Se hace especial referencia al papel del receptor de progesterona en el gonadotropo como
una “via final comin” de las acciones del GnRH self-priming, del GnSI/AF y de algunos de los efectos de los
receptores o, f y de membrana para el E, en el ajuste fino y final de la magnitud de la secrecion de la LH.

MODULACION DE LA SECRECION PREOVULATORIA DE LA

HORMONA LUTEINIZANTE POR EL RECEPTOR DE ?»
PROGESTERONA EN EL GONADOTROPO. José E. Sénchez - Criado

INTRODUCCION.

Un ciclo reproductor es una serie recurrente de sucesos que
culmina en la capacidad para la reproduccion: ovulacion,
apareamiento, fertilizacién, embarazo o prefiez, parto y lacta-
cion. El “ciclo” no existe como entidad independiente en un
organo, tejido o célula, sino en la interacciéon entre los érga-
nos/glandulas que participan. En ausencia de embarazo/pre-
fez, el intervalo de tiempo entre ovulaciones define la duracion
de un ciclo reproductor. La duracion de los ciclos reproducto-
res puede ser tan corta como en la rata (4 dias) o tan prolon-
gada como en la oveja (1 afio). Las especies mas estudiadas,
y de las que se deriva la mayoria de informacion disponible,
han sido y siguen siendo: la rata, la oveja y los primates. La
rata es un excelente modelo: tiene un ciclo reproductor extre-
madamente corto, es un animal pequefio que ocupa poco
espacio y es, comparativamente, mas barato que otros anima-
les de experimentacion. La gran ventaja de la oveja es que se
pueden obtener, con relativa facilidad y durante un largo perio-
do de tiempo, muestras de sangre portal para la determinacion
de la hormona hipotaldmica liberadora de gonadotropinas
(GnRH). En ambas especies el ciclo reproductor esta contro-
lado por el hipotdlamo. Por Ultimo, sobra toda explicacion
sobre el interés en el ciclo menstrual de los primates, inclui-
da la mujer, en donde el ciclo reproductor es menos depen-
diente del hipotalamo, estando basicamente controlado por el
ovario, mas concretamente por las acciones de sus hormonas:
estradiol-17p (E,) y progesterona (P) actuando sobre los
receptores de estrogenos (RE) y de P (RP) en el hipotalamo
y en la hipdfisis (Chabbert y cols., 1998). Sin embargo, los
eventos endocrinoldgicos de un ciclo reproductor son similares
cualesquiera que sean la duracion y la especie consideradas
(Fig. 1). Brevemente, el hipotdlamo secreta GnRH en forma
pulsatil (1), causando en el gonadotropo la secrecion de hor-
mona estimulante del foliculo (FSH) y en menor medida, de la
hormona luteinizante (LH) (2). En el ovario, las gonadotropi-
nas producen la sintesis y secrecién de E (3). El aumento de
los niveles circulantes de E eventualmente alcanzan un valor
umbral capaz de estimular la secrecién de GnRH y de sensibi-
lizar la hipdfisis al decapéptido hipotaldamico (4) lo que produ-
ce la secrecién preovulatoria de LH (el unico feed-back positi-
vo en el sistema endocrino) y también de FSH. La LH produce,
ademas de ovulacién, la luteinizacion de las células de la gra-
nulosa que comienzan a secretar P (5). La P actla potencian-
do la capacidad del hipotdlamo y de la hipdfisis para secretar
GnRH y LH, respectivamente. Hasta aqui, de forma resumida,
lo que basicamente comentamos a nuestros estudiantes de
primer o segundo ciclo sobre la regulacién de los ciclos repro-
ductores.

No obstante, la liberacion espontanea de GnRH es demasiado
pequeia en si misma para producir la liberacién preovulatoria

masiva de LH (Fink, 1995), capaz a su vez de producir todos
los efectos fisioldgicos en el ovario. Por otro lado, al menos en
la rata, la magnitud de la secrecidn preovulatoria de LH es de
menos del 10% de la maxima capacidad de respuesta hipofi-
saria al GnRH (deKoning y cols., 2001). Estas dos observacio-
nes indican sin ningln género de dudas que existe una regu-
lacion de la respuesta a la GnRH en el gonadotropo hipofisa-
rio. Hay dos aspectos de interés técnico y conceptual menos
conocidos que compensan las “deficiencias” mencionadas: 1)
el “"GnRH self-priming” y 2) la modulacién de la secrecion
hipofisaria de LH por isoformas (o y B) y localizaciones
(nuclear y de membrana) del RE. Ambas sefales podrian
converger sobre la expresion y/o accion del RP en el gonado-
tropo, tanto en los primates como en la rata (Fig. 1).

SISTEMA GENERAL DE REGULACION DE LA
SECRECION PRECVULATORIA DE LH
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EL EFECTO “SELF-PRIMING” DE LA GNRH.

Este efecto es indispensable para que se produzca la libera-
cion preovulatoria de LH y, en consecuencia, la ovulacion. El
efecto self-priming de la GnRH es la propiedad de la GnRH
para incrementar la capacidad de la hipdfisis de responder a
sucesivos pulsos secretores de la GnRH con idéntica magnitud
(Fink, 1995). Experimentalmente, se considera que existe
GnRH “self-priming” cuando la magnitud de la respuesta secre-
tora de LH a un segundo pulso de GnRH separado del primero
por un intervalo de una hora es significativamente mayor que
la respuesta al primer pulso (Fig. 2). Cuando la hipdfisis no
estd sometida a la secrecion pulsatil de GnRH, sino que lo esta
de forma continuada, como en los estudios experimentales, el
GnRH self-priming se manifiesta por un aumento geométrico
de la acumulacion de LH en el medio de cultivo (Fig. 2). Las
respuestas secretoras de LH en respuesta a la GnRH clasifica-
das como sin self-priming no difieren de otras hormonas hipo-
fisarias en respuesta a su correspondiente hormona hipotala-



mica liberadora. La respuesta del gonadotropo a la GnRH es
doble. Por un lado, la respuesta secretora, que es una respues-
ta rapida dependiente del aumento del Ca** intracelular. La
GnRH, tras su unidn a una proteina G particular produce dos
mensajeros intracelulares: el trifosfato de inositol (IP3) y el
diacilglicerol en respuesta a la activacién de la fosfolipasa
C. El IP; libera Ca** desde los depdsitos intracelulares. El dia-
cilglicerol activa la proteina quinasa dependiente de Ca*
(PKC), que junto con el Ca?* producen la respuesta exocitoti-
ca. Por otro, la respuesta retrasada, que requiere la sintesis de
RNA y nuevas proteinas diferentes a LH, FSH o receptores de
GnRH, que actlian como factores permisivos o limitantes de la
respuesta secretora. El GnRH self-priming es un ejemplo rele-
vante de la secrecidn retrasada de LH en respuesta al agonis-
ta. En este Ultimo caso, el segundo mensajero es el AMPc acti-
vado por la adenilatociclasa. La ruta AMPc/proteina quinasa
dependiente de AMP ciclico (PKA) desempefia un papel prota-
gonista en el efecto GnRH self-priming.

Las nuevas proteinas sintetizadas inducidas por GnRH son
dependientes de la concentracién y requieren un tiempo (0.5-
2 horas), periodo durante el cual no hay aumento en la res-
puesta al GnRH. Se ha propuesto que la “proteina priming”
inducida por GnRH (HIP-70) es de 70 kDa. La naturaleza pre-
cisa del papel de esta(s) proteinas no se conoce, pero esta
asociado al desplazamiento de las vesiculas secretoras a la
periferia del gonadotropo (marginalizacion), y a un cambio en
la longitud y orientacion de los microfilamentos (Fink, 1995).

EVIDENCIAS DEL PAPEL DEL RECEPTOR DE
PROGESTERONA EN LA MEDIACION DEL EFECTO
GNRH SELF-PRIMING.

En 1928, George Corner y Willard Allen obtuvieron evidencias
completas de que el cuerpo liteo (CL) de la coneja es una
glandula de secrecidn interna cuyo producto era responsable
de la proliferacion del endometrio. En 1934, obtuvieron en
forma cristalina este producto procedente de los CLs. El cien-
tifico aleman Adolf Butenandt, premio Nobel de Quimica en
1939, propuso la estructura quimica hoy conocida como pro-
gesterona (Rothchild 1996). Las denominaciones que inicial-
mente se dieron a este compuesto fueron: corporina, luteo-
esterona y progestina, que definian su origen, estructura y
accion. En 1935, por consenso, se llegd al acuerdo de denomi-
narla progesterona (P). Tras los estudios sobre el mecanismo
especifico de accién de los estrogenos (E) en determinados
tejidos, el concepto de receptor de esteroides y sus investiga-
ciones correspondientes dieron como resultado, en la década
de 1960, a la ampliacion del concepto de receptor a todas las
hormonas, y especificamente a lo que hoy conocemos como
receptor de progesterona (RP), un factor de transcripcion
ampliamente representado en los tejidos relacionados con la
reproduccion. En la hipdfisis, la Unica célula hipofisaria que
expresa el RP en respuesta a los estrogenos (E) de origen ova-
rico es el gonadotropo. En los Ultimos 30 afios del siglo XX los
avances en el conocimiento de: metabolismo, sintesis, accio-
nes, mecanismo de accidn y fosforilacion del RP, biologia mole-
cular, farmacologia y usos terapéuticos, han aclarado enorme-
mente la biologia de la P y de su receptor estrictamente
dependiente de E. No pocos de estos descubrimientos han sido
posibles gracias a la disponibilidad de antihormonas especifi-
cas; concretamente, los anti-P mifepristone (RU38486,
Exelgyn, Paris) y onapristone (ZK98299, Shering, Berlin).
Apuntamos aqui la enorme promiscuidad del RP que puede
activarse/fosforilarse tanto por la P como por factores intrace-
lulares y neurotransmisores, lo que se conoce como “ligand-
independent activation of PR” (Blaustein 2004).

Mediante el uso de anti-P se ha demostrado en el gonadotro-
po de la rata que la PKA y la PKC son capaces de fosforilar el
RP en ausencia de P, tras la estimulacion con GnRH, magnifi-

candose la respuesta secretora del gonadotropo por los men-
sajeros PKA y PKC. Esto implica un papel critico del RP en el
GnRH self-priming. El PR es un receptor intracelular que media
las acciones de las P. Se presenta como dos isoformas, Ay B,
y su expresion es dependiente de los E. En ausencia del ligan-
do, la administracion de RU38486 o ZK98299, reduce los efec-
tos del RP sobre la secrecién basal y estimulada de LH y anula
el GnRH self-priming (Sanchez-Criado y cols., 2002). Mientras
que el anti-P tipo II RU38486 interfiere con la interaccion del
PR activado con el DNA, el ZK98299 (anti-P tipo I) lo hace con
el proceso de fosforilizacion/activacion del RP. Estudios con-
trastados de Turgeon y Waring (2001) han evidenciado que la
ruta intracelular activada por el GnRH en el gonadotropo capaz
de activar el RP es la AMPc-PKA. Otros, como Fink (1995) y
nosotros mismos, estamos mas tentados en sustentar también
la ruta de la fosfolipasa C-PKC como activadora del PR; en
cualquier caso, la activacion del PR por el GnRH esta fuera de
toda duda.
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RECEPTORES NUCLEARES o Y g DE ESTROGENOS
Y DE MEMBRANA EN EL GONADOTROPO.

Hasta 1996, afio en el que se descubrié el REB en la prostata
y en el ovario de rata, el E, tenia un Unico RE, un factor de
transcripcion inducible por el ligando. Desde esa fecha el con-
cepto de RE se ha ampliado considerablemente (Torand-
Allerand, 2004). Actualmente nos encontramos con una gran
cantidad de proteinas con capacidad de union al E, que son
putativos RE. De entre todas ellas, el ERa y el ERB son los
mejor caracterizados. Ambas isoformas, predominantemente
nucleares, estan codificadas por diferentes genes y pueden
activar la transcripcion en respuesta a los E en el gonadotropo
(Shupnik, 2002). Algunos efectos de los E son rapidos, de tal
manera que no se pueden explicar a través de las clasicas
acciones genomicas. En la actualidad, las evidencias recogidas
durante los Ultimos afios indican que existen en la hipdfisis RE
de superficie (Bresion y cols., 1986). Estos RE de membrana
parecen ser predominantemente de tipo o, y muy probable-
mente se originan del mismo gen que codifica los receptores
nucleares (Simoncini y Genazzani, 2003). La existencia de sub-
tipos de receptores de esteroides es actualmente la regla, mas
que la excepcion, para la mayoria de los esteroides. Las evi-
dencias indican que las diferentes isoformas pueden tener
acciones diferentes o alternativas, y se sugiere que de su inter-
accion se deriva la existencia de un refinado control en la célu-
la diana (Keightley, 1998). Igualmente, la existencia de RE en
la membrana evidencia que el E, puede modular las funciones
celulares via acciones no gendmicas, existiendo una interac-
cion entre los efectos gendmicos y no gendmicos de los E
(Levin, 2005).

EVIDENCIAS DE QUE LAS SENALES
PROCEDENTES DE LOS RE EN EL GONADOTROPO
CONFLUYEN EN LA EXPRESION Y/O ACCION DEL
RECEPTOR DE PROGESTERONA.
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Los experimentos que a continuacion se resumen han de ser
interpretados con extremada cautela debido a que han sido
obtenidos en la rata y en modelos experimentales muy concre-
tos. En primer lugar, es conocido que la administracion del
modulador selectivo de ER tamoxifeno induce, en ausencia
de E, efectos agonistas. Estos efectos se materializan tanto in
vivo como in vitro en la induccion del GnRH self-priming
(Sanchez-Criado y cols., 2002). Este efecto gendmico mediado
por activacion de REo. del tamoxifeno es inhibido por activacion
de RE de membrana en el gonadotropo con E, o con E,-BSA
(Sanchez-Criado y cols., 2005). El efecto inhibidor sobre el
GnRH self-priming inducido por tamoxifeno del ER de membra-
na parece consistir en una inhibicion de la fosforilizacion/acti-
vacion del RP por aumento de las fosfatasas en el gonadotro-
po. En segundo lugar, y gracias a la posibilidad de utilizar expe-
rimentalmente agonistas selectivos de las isoformas o y
B (Sanchez-Criado y cols., 2004), hemos sido capaces de disec-
cionar las funciones especificas de la activacion de los REa y B
en el gonadotropo. Usando estos agonistas en la rata ovariec-
tomizada hemos comprobado que: 1) la activacién de REa
mimetiza todas las acciones del ligando; 2) que en ausencia de
activacion o, la activacion de p suplanta en parte su déficit; y
3) que la coactivacion de los REB inhibe las acciones del REa.
sobre la expresion del RP (Sanchez-Criado y cols., 2005). Los
RE, ademas de otras acciones en el gonadotropo, modularian
la respuesta hipofisaria al GnRH controlando la expresion y la
accion del RP.

MODELD PROPUEETD DE MODULACIHH DE LA
SECRECKON DE LH POR REs Y AP
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UN MODELO INTEGRADO DE REGULACI,(')N LOCAL
EN EL GONADOTROPO DE LA SECRECION
PREOVULATORIA DE LH.

La secrecion ovulatoria de LH es el resultado del efecto esti-
mulante de la GnRH en el gonadotropo previamente expuesto
a las acciones del E, de origen ovarico, que activa todos los RE
en el gonadotropo. Como mencionamos al principio, la libera-
cion de la GnRH es demasiado pequefia para producir la libe-
racion ovulatoria de LH y que ésta es, en condiciones fisioldgi-
cas, inferior a su maxima capacidad secretora. En primer lugar,
la célula gonadotropa es la Unica célula hipofisaria que expre-
sa el RP en respuesta gendmica a la activacion del REa nucle-
ar (1). La activacion simultanea del REB modula los efectos de
la activacion del REo (1) sobre la expresion del PR en el
gonadotropo. La activacién del RE de membrana, presumible-
mente isoforma «, tiene acciones inhibidoras sobre la activa-
cion del RP por activacion de fosfatasas e inhibicion de la fos-
forilizacién del RP. La activacion/fosforilacion del RP es clave
para que tenga lugar el GnRH self-priming. La activacion del RP

esta realizada en condiciones fisioldgicas por el ligando natu-
ral, la P originada en el (los) foliculos ovaricos (4) en respues-
ta a la luteinizacion inicial, aunque también el RP puede acti-
varse de forma independiente del ligando por mensajeros
intracelulares (Hampa/PKA) en el gonadotropo estimulados
por el GnRH, magnificando la respuesta secretora del gonado-
tropo (3). El liquido folicular de la mujer, pero también de la
rata, contiene un péptido inhibidor de la secrecion ovulatoria
de LH (GnSI/AF) (Fowler y cols., 2003) que podria interaccio-
nar, tras su union al receptor de membrana del gonadotropo,
con la activacion del RP (Byrne y cols., 1996) (5).
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Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son reconocidas como mensajeros intracelulares requeridos para la
activacion de procesos de transduccion de seiiales, actuando como mediadores fisiologicos en respuestas celu-
lares. Las EROs pueden ser generadas por estimulacion fisioldgica y actuar como agentes mediadores alteran-
do la homeostasis del i6n Ca*. La mitocondria, cuya implicacion en los procesos de sefalizacion del Ca** se ha
estudiado profusamente, es el punto mas importante de generacion de EROs, asi como su primer objetivo de

actuacion.

HOMEOSTASIS DEL ION CALCIO EN CéLULA§ NO EXCITABLES.
PAPEL DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO.

Rosado, J.A., Gonzélez, A., Salido, G.M., Pariente, J.A.

HOMEOSTASIS DEL ION CALCIO EN CELULAS NO
EXCITABLES. PAPEL DE LAS ESPECIES
REACTIVAS DE OXIGENO.

Las especies reactivas de oxigeno (EROs), como el radical
hidroxilo (¢OH), peréxido de hidrégeno (H,0,) y anidn superé-
xido (0O,), se generan durante el metabolismo oxidativo en
todos los organismos aerdbicos. Si bien su produccién se
incrementa de modo significativo con el desarrollo de disfun-
ciones celulares, también las EROs aumentan durante diferen-
tes procesos fisioldgicos. De hecho, las EROs son reconocidas
como mensajeros intracelulares requeridos para la activacion
de procesos de transduccion de sefales, actuando como
mediadores fisioldgicos en respuestas celulares. Las EROs
pueden ser generadas por estimulacion fisioldgica y actuar
como agentes mediadores alterando la homeostasis del i6n
Ca*, lo que precede en el tiempo a otros cambios morfoldgi-
cos y funcionales responsables de dafios irreversibles en dife-
rentes tejidos. Por tanto, el papel de las EROs sobre la home-
ostasis del Ca?* intracelular ha sido objeto de numerosos estu-
dios durante los Ultimos afios.

HOMEOSTASIS DEL Ca** Y ESPECIES REACTIVAS
DE OXIGENO (EROs).

El i6n calcio (Ca**) es uno de los mensajeros intracelulares mas
ampliamente distribuidos en el reino animal. Un incremento en
la concentracién de Ca* libre citosdlico ([Ca**].) inicia y modu-
la diversos procesos celulares, entre los que se incluyen res-
puestas rapidas como la contraccion muscular, secrecion y pro-
cesos de fertilizacion, y otras mas lentas como la expresion de
genes y el crecimiento celular. Las células pueden aumentar su
[Ca*]. liberando Ca** desde depdsitos intracelulares y permi-
tiendo la entrada de Ca** desde el medio extracelular. También
existen mecanismos que disminuyen o aclaran la [Ca**]. para
mantener una baja [Ca**]. en condiciones de reposo. Estos
mecanismos incluyen la recaptacion de Ca** en los almacenes
intracelulares (reticulo sarco/endoplasmatico (RE) y mitocon-
dria, fundamentalmente), y la expulsién de Ca** a través la
membrana plasmatica (MP).

LIBERACION DE Ca?* DESDE DEPOSITOS
INTRACELULARES.

En células no excitables la principal fuente de Ca*" citosdlico la
constituyen los depdsitos intracelulares. La unién de un ago-
nista a su receptor especifico en la MP conduce a una activa-
cion de la enzima fosfolipasa C (PLC) y la posterior produccion
de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3
libera Ca** desde los almacenes intracelulares (fundamental-
mente RE) abriendo el canal/receptor de IP3 (IP3-R), mientras
que el DAG activa a la proteina quinasa C (PKC) (1). El Ca**
almacenado en el RE también se puede liberar a través del
canal/receptor de rianodina (Ry-R). El Ry-R es un receptor
estructural y funcionalmente andlogo al IP3-R, y puede ser
activado por el propio Ca*, lo que explica el proceso de la libe-

Figura 1: Efecto de las EROs sobre diferentes mecanismos intracelulares de transporte de cal-
cio. La activacion de receptores de membrana estimula la sintesis de segundos mensajeros
que inducen la liberacion de Ca** desde el reticulo sarco/endoplasmico (RE/RS). El vaciamien-
to de los depositos de calcio estimula la entrada capacitativa de calcio (ECC). La disminucion
[Ca*]. depende de la actividad de varias ATPasas e intercambiadores, incluyendo la expulsién

de calcio por el intercambiador Na*/Ca** (NCX) y la PMCA; y el almacenamiento de calcio den-
tro de los depositos intracelulares (RE/RS) por la SERCA. La mitocondria también puede modu-
lar las sefales de Ca* secuestrando Ca** a través de un “uniporter” o liberando Ca** a través
de un NCX o el poro de transicién mitocondrial (PTP). Las EROs pueden elevar la [Ca**]. bien

incrementando la liberacion de Ca** desde el ER/RS o desde el almacén mitocondrial o redu-
ciendo la expulsion de Ca** desde el citosol. Ademas, las EROs alteran la ECC de un modo que
depende de la concentracion, asi, bajas concentraciones de ERO favorecen la ECC mientras
altas concentraciones inhiben la entrada de calcio.

racion de Ca** inducida por Ca** (calcium-induced calcium rele-
ase, CICR), y por la ADP-ribosa ciclica (cCADP-r).

En muchos laboratorios de fisiologia, incluido el nuestro, se
han venido realizando en los Ultimos anos trabajos que han
puesto de manifiesto que las EROs producen incrementos en
la [Ca**]. de diferentes tipos celulares. Estos incrementos en la
[Ca**]. pueden ser debidos, por una parte, a la liberacién de
Ca* desde depositos intracelulares, y por otra, a la entrada de
Ca** desde el exterior celular (Figura 1). Adicionalmente, se ha
comprobado que la influencia de las EROs sobre la sefial de
Ca** puede variar desde efectos estimulantes a inhibidores,
dependiendo del tipo de oxidante utilizado, de su concentra-
cién y de la duracién de su administracion. Por ejemplo, en
células endoteliales humanas de aorta bajas concentraciones
de H,0, (1-10 uM) no modifican la [Ca**]., mientras que 100
uM induce oscilaciones transitorias en la [Ca**]..

Varios son los trabajos que han demostrado que los hidroperé-
xidos y otros agentes sulfidrilos producen movilizaciéon de Ca*
intracelular. En células acinares pancredticas se ha puesto de
manifiesto que los agentes oxidantes de grupos sulfidrilo,
timerosal, vanadato y el dxido de fenilarsina, son capaces de
movilizar Ca** desde depdsitos intracelulares (2, 3).
Adicionalmente, el timerosal induce liberacion de Ca* sensibi-
lizando el IP3-R en acinos pancreaticos y células Hela o a tra-
vés del Ry-R en células musculares esqueléticas (3, 4). Otro
agente oxidante, como es el H,0,, produce incrementos en la
[Ca**]. a partir de la liberacion de Ca** desde depdsitos mito-
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condriales y no mitocondriales sensibles a agonistas (5)
(Figura 1).

Ademas, se ha propuesto la existencia de “sensores del esta-
do redox” en los almacenes de Ca** sensibles a agonistas de
plaguetas humanas, consistentes en grupos sulfidrilo hiperre-
activos presentes en el IP3-R (6). Estos grupos son altamente
sensibles a la oxidacion cuando las plaquetas son expuestas a
EROs exdgenas o por las EROs generadas por la estimulacion
por agonistas, como la trombina (7). De acuerdo con esto, se
ha demostrado que las EROs inducen liberacion de Ca** desde
depdsitos sensibles a agonistas mediante la oxidacion de gru-
pos sulfidrilos presentes en el IP3-R e independiente de la
generacion de IP3 (6). Por otra parte, el radical hidroxilo
(*OH), generado por la reaccion hipoxantina/xantina oxidasa,
produce liberacion de Ca?* desde depdsitos insensibles a tapsi-
gargina pero sensibles a rianodina. De hecho, el Ry-R se sen-
sibiliza en presencia de timerosal (4), y el incremento en la
[Ca**]. inducido por el H,0, se acompafia de una activacion del
Ry-R (8).

Las sefiales de Ca** inducidas por las EROs muestran una dina-
mica espacial similar a aquellas evocadas por los agonistas cla-
sicos. En células polarizadas, como los acinos pancreaticos, la
movilizacion de Ca?* en respuesta a los agonistas fisioldgicos
como ACh, bombesina y CCK se inicia con un incremento en la
[Ca**]. en polo luminal de la célula que posteriormente se pro-
paga en forma de “ola de Ca**” hacia la membrana basolate-
ral. El polo luminal se caracteriza por ser la zona diana que dis-
para las sefiales de Ca* inducidas por los agonistas, y es
donde suelen estar situados los almacenes de Ca** sensibles a
los mismos, lo que apoya la idea de que las EROs movilizan
Ca** desde el mismo depdsito que los agonistas clasicos.

ENTRADA DE Ca** DESDE EL MEDIO
EXTRACELULAR.

La liberacion de Ca* desde los depdsitos intracelulares, descri-
ta anteriormente, resulta a menudo insuficiente para la com-
pleta activacién celular, y determinadas funciones celulares, asi
como el relleno de los depdsitos, requieren un incremento sos-
tenido en la [Ca**].. Es aqui donde la entrada de Ca** desde el
medio extracelular desempefa un importante papel.

En células excitables eléctricamente, como las neuronas, las
células musculares y muchas endocrinas, la entrada de Ca** se
produce principalmente a través de canales sensibles a cam-
bios en el voltaje; sin embargo, en células no excitables la
entrada de Ca** se produce a través de canales ionicos recep-
tores, o canales activados bien por segundos mensajeros o por
los depdsitos de Ca*".

Los canales dependientes de voltaje se activan durante los
potenciales de accion y en respuesta a despolarizaciones de la
membrana. Los canales activados por segundos mensajeros
son sensibles a moléculas intracelulares cuya concentracion se
incrementa en respuesta a la ocupacion de un receptor de
membrana, tales como el inositol 1,3,4,5-tetrakisfosfato en
células endoteliales, PKC en plaquetas o el diacilglicerol. Hasta
la fecha no tenemos evidencias claras del papel de las EROs en
la activacion de canales sensibles a voltaje o a segundos men-
sajeros.

La entrada de Ca®* por canales idnicos receptores se produce
en respuesta a numerosos agonistas, normalmente neuro-
transmisores como el glutamato, ATP o ADP. La union de estos
agonistas a sus receptores de membrana induce una rapida
entrada de Ca® que indica la apertura de un canal de Ca*
directamente tras la ocupacion del receptor. El estudio del
efecto de las EROs en la activacion de estos canales en distin-
tos modelos celulares ha demostrado que el estrés oxidativo
tienen efectos adversos en la entrada de Ca** a través de cana-
les idnicos receptores.

El principal mecanismo de entrada de Ca** en células no exci-

tables es la entrada capacitativa de Ca** (ECC), un proceso
regulado por el contenido de los depdsitos intracelulares de
Ca?*. Aunque no se conoce con exactitud el modo en que llega
a la MP la informacion acerca del grado de relleno de los dep6-
sitos, se han propuesto varios modelos: aquellos que sugieren
la liberacidon de un segundo mensajero, tras el vaciamiento de
los depositos, que abra un canal de Ca* en la MP (9); los que
apoyan una interaccion directa entre el IP3-R en el depdsito de
Ca?* y un canal de Ca** en la MP o acoplamiento conformacio-
nal (10); y por ultimo, el modelo que sugiere la insercion de
canales de Ca?* en la MP por fusidn de vesiculas que contienen
dichos canales con la propia MP (11).

Como segundos mensajeros participantes en la activacion de

Figura 2: Iméagenes que muestran la distribucion de mitocondrias en células acinares pancre-
aticas incubadas con diferentes sondas fluorescentes. Empleando microscopia laser confocal
se observan puntos con fluorescencia que estan distribuidos por todo el citosol celular, aun-
que en ocasiones se puede apreciar mayor densidad de puntos cerca de la zona de los gra-
nulos de cimdgeno, alrededor del nicleo y en la vecindad de la membrana plasmatica. (A)
Imagen de transmitancia de un acino pancredtico que muestra la tipica distribucion de los gra-
nulos de cimdégeno en el polo luminal (secretor) de las células. Las células fueron incubadas
con el indicador MitoTrackerTM Green FM (B), Rhod-2, utilizado para la monitorizacién de la
[Ca* ]y (C) y JC-1, usado para determinaciones de _m (D). La monitorizacion de FAD no

requiere la incubacion con sondas de ningun tipo ya que esta molécula es autofluorescente
(E). Bajo estas condiciones se aprecian estructuras fluorescentes en el citosol que presentan
un patroén de distribucion similar cuando las células se observan con las sondas mencionadas.

la ECC se han postulado varias moléculas, como el GMP cicli-
co, proteinas de la familia Ras, un producto del citocromo
P450, proteinas tirosina cinasas y un factor inductor de la
entrada de Ca** o CIF (9) de naturaleza ain desconocida.

El acoplamiento conformacional, que sugiere una interaccion
permanente entre proteinas localizadas en el depdsito de Ca*
(el IP3-R) y el canal de Ca** de la MP (10), ha sido confirma-
do por estudios que demuestran que canales TRPC1, TRPC3 y
TRPC6 coinmunoprecipitan con el IP3-R y que fragmentos de
dicho receptor pueden modular la ECC.

Recientemente se ha propuesto un modelo alternativo al aco-
plamiento conformacional clasico, denominado “acoplamiento
conformacional de novo”. De acuerdo con este modelo, la
interaccion entre el IP3-R y el canal de Ca** de la MP no es per-
manente, sino que Unicamente ocurre tras el vaciamiento de
los depdsitos intracelulares de Ca*. En plaquetas, donde este
modelo ha sido descrito por primera vez, este proceso se basa
en el transporte de porciones del depdsito de Ca** (RE) hacia
la MP para propiciar el acoplamiento reversible entre el IP3-R
y el canal TRPC1 expresado enddgenamente (11). En este
modelo el citoesqueleto desempefia un doble e importante
papel: en primer lugar la red citosdlica de filamentos de actina



proporciona un soporte fisico para el transporte del RE hacia la
MP, y por otro lado el citoesqueleto de membrana actlia como
una barrera evitando la activacion permanente de la ECC (12).
Las EROs, como el H,0,, afectan a la ECC de distinto modo
dependiendo de la concentracién. Bajas concentraciones de
H,0, (£ 100 uM) pueden actuar como segundos mensajeros
en la activacion de la ECC, existiendo una correlacion positiva
entre la liberacién y la entrada de Ca** inducida por H,0,. Por
el contrario, concentraciones superiores de EROs tienen efec-
tos adversos en la ECC (Figura 1). El efecto del H,0, en la ECC
estd mediado por la reorganizacion del citoesqueleto de acti-
na. Asi, bajas concentraciones de H,0, inducen una reorgani-
zacién del citoesqueleto similar a la observada tras la estimu-
lacion con agonistas fisioldgicos, incluyendo una despolimeri-
zacion inicial, posiblemente del citoesqueleto de membrana
que actla a modo de barrera evitando la ECC, seguida de un
incremento en el contenido en filamentos de actina. Por el con-
trario, dicha despolimerizacion inicial no se observa tras el tra-
tamiento con altas concentraciones de H,0,, lo cual explicaria
su efecto negativo sobre la ECC. La correlacion entre la libera-
cion y la entrada de Ca* inducida por bajas concentraciones de
H,0, y la reorganizacion del citoesqueleto de actina de forma
similar a los agonistas fisioldgicos sugiere que la produccion de
H,0, podria desempefiar un papel relevante en la activacion de
la ECC en condiciones fisioldgicas.

El papel de otras EROs, como el anién superdxido (O5), en la
ECC ha sido descrito en distintos modelos celulares. Al igual
que el H,0,, el O, a bajas concentraciones induce movilizacion
de Ca* desde los depdsitos intracelulares, mientras que a altas
concentraciones tiene efectos adversos en la homeostasis del
Ca?* citosdlico.

DISMII,‘lUCI(')N O ACLARAMIENTO DEL Ca*
CITOSOLICO.

Inmediatamente después de haberse producido un aumento
de [Ca**],, el Ca** es, en parte, bombeado de nuevo al interior
de los depdsitos intracelulares y expulsado al medio extracelu-
lar, con lo que la sefal de Ca* citosdlico desaparece. El retor-
no del idn a los depositos intracelulares es consecuencia, prin-
cipalmente, de la accién de una Ca*-ATPasa sarco(endo)plas-
mica (SERCA), habiéndose descrito varias isoformas de SERCA
(SERCAL, 2 y 3) que son codificadas por genes diferentes.

La actividad de SERCA puede ser modulada por diversos facto-
res, de los cuales el mas comun es la [Ca**]. en las inmediacio-
nes de la bomba , que incrementa su eficacia de bombeo del
ion al interior de los depdsitos y también su expresion (13).
SERCA posee una alta afinidad para el Ca** (0,1-0,4 uM), lo
que posibilita que pueda ser activada por un aumento de
[Ca*]. e inhibida por un aumento de la concentracion de Ca*
existente en el interior de los depdsitos intracelulares ([Ca*],).
Su actividad también puede verse reducida por la actividad de
la proteina ERp57, perteneciente a una familia de proteinas
reguladas por calreticulina, que se localiza en el interior del
reticulo endoplasmico y que es sensible al estrés oxidativo
(14).

Las EROs, al igual que ocurre con los procesos que aumentan
la [Ca**], también afectan la actividad de SERCA (Figura 1).
Se ha descrito que las especies reactivas generadas durante
una isquemia y reperfusion del tejido modifican la actividad de
SERCA (15), aunque aln se esta dilucidando el mecanismo
que subyace a esta accion. Varios autores han descrito que
una oxidacion catalizada por metales induce inhibicién de
SERCA por oxidacion directa de puentes disulfuro; este es el
caso de las plaquetas (6), aunque en otros tipos celulares
como células musculares esqueléticas (16) o miocardicas (14)
la inhibicidn de SERCA se produce por un mecanismo oxidati-
vo independiente.

Otro mecanismo con el que cuentan las células para reducir la
[Ca**]. es la expulsion de Ca** al medio extracelular por la acti-
vidad de la Ca*-ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA).
La capacidad de la PMCA para disminuir la [Ca**]c es mayor
que la de SERCA (17) v, al igual que ésta, la PMCA se activa
por aumentos de [Ca?*].. Como ocurre con otras bombas i6ni-
cas, la PMCA deriva de una familia multigénica codificada por
cuatro genes diferentes denominados PMCA1, PMCA2, PMCA3
y PMCA4 que codifican al menos 28 isoformas distintas.
Diversos estudios han puesto de manifiesto que las EROs,
como es el caso de H,0,, producen una alteracion en la capa-
cidad de la PMCA para expulsar Ca** desde el citoplasma (5,
15, 18), pero el mecanismo por el cual ejercen este efecto no
estd completamente aclarado (Figura 1). Las diferentes hipo-
tesis sobre este asunto mantienen que la modulacion de la
PMCA se debe a una oxidacion directa de los puentes disulfu-
ro o a la actividad de una proteina intermediaria sensible a la
oxidacion, como la calmodulina. En cualquier caso, si se sabe
que otras especies reactivas, como los peroxinitritos, inducen
pérdida de actividad de la PMCA de neuronas y otros tipos
celulares por cambios directos en su estructura (19).

La inhibicién de la PMCA por accién de las EROs tiene conse-
cuencias fisioldgicas importantes, y puede ser la diana del
estrés oxidativo propio de un cerebro envejecido. De hecho, se
ha dicho que la reduccion en la actividad de la PMCA puede ser
causa de las alteraciones de la regulacién del [Ca?*]. neuronal
que acontecen durante el envejecimiento y otras enfermeda-
des relacionadas con la homeostasis intracelular del i6n Ca*
(19).

SENAL DE CALCIO Y MITOCONDRIA.

La implicacion de la mitocondria en los procesos de sefaliza-
cién del Ca** se ha estudiado profusamente, y contamos con
numerosos resultados que apoyan su papel activo en la regu-
lacion de la [Ca**].. Asi, se ha demostrado que las mitocondrias
estarian situadas en la inmediata vecindad de los canales de
salida de Ca* desde el RE, a los IP3-R, asi como de los Ry-R,
o al complejo de Golgi. La figura 2 muestra una serie de foto-
grafias de células acinares pancreadticas cargadas con diferen-
tes marcadores fluorescentes que muestran la localizacion de
las mitocondrias. Debido a esta disposicion, se ha propuesto su
papel regulador de la actividad del IP3-R amortiguando la
[Ca**]. local y suprimiendo el “feedback” de activacion del
receptor por el idn. Junto con la modulacion de la liberacion de
las sefiales de Ca** citosolico, las mitocondrias también regu-
lan la entrada de Ca?* desde el medio extracelular (20). Eso si,
si bien la acumulacién de Ca** en la mitocondria tiene lugar
rapidamente tras un aumento en la [Ca*],, se ha observado
que la recuperacion de la [Ca*],, es mas lenta cuando se com-
para con la velocidad con la que se recupera la [Ca**]. (21).
Por otro lado, también se ha propuesto que las mitocondrias
regulan la propagacion de las sefiales de Ca* a lo largo del
citosol conocidas como olas de Ca*. Incluso se ha propuesto
que las mitocondrias presentan diferente comportamiento en
funcion de cual sea su localizacion y el patron especifico de
sefializacion citosolica de Ca**. En este sentido esos organulos
participan en el fendmeno de CICR (22). Esto tendria lugar
mediante la apertura del poro de transicion mitocondrial, aun-
que la participacion de otros mecanismos como el transporta-
dor de Ca* o un intercambio por protones o acidos débiles
también podrian estar implicados en este proceso.

La participacion de la mitocondria en todo este juego de modu-
lacion de la [Ca*]c se ve completada con el hecho de que la
acumulacion de Ca** en el organulo seria interpretado como
una sefial que estimularia su actividad para regular el metabo-
lismo energético de la célula. La cadena de transporte de elec-
trones de la mitocondria proporciona la energia necesaria para
dirigir la difusion de protones hacia el interior de la matriz lo
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cual es utilizado para la sintesis de ATP. Por tanto, cuando sea
necesario, el metabolismo mitocondrial es adaptado para satis-
facer la demanda de energia de la célula.

La acumulacion de Ca** dentro de la mitocondria tiene una
importante influencia en su fisiologia, comenzando por el
potencial de membrana (ym). La estimulacion de las células
acinares pancreaticas con CCK, que provoca cambios tanto en
la [Ca?*]. como en la [Ca**]m, conduce a una despolarizacion
del ym que se ha demostrado que esta relacionada con la acu-
mulacién del i6n en la matriz mitocondrial (23). Una vez alli el
ion Ca* regula la actividad de las enzimas piruvato, isocitrato
y alfa-cetoglutarato deshidrogenasas.

Otra consecuencia de la entrada del i6n en la mitocondria es
que la actividad de la cadena de transporte de electrones se ve
modificada, apreciandose cambios en el estado de oxidacion
del NADH y el FADH2 (24) debidos a la activacion de las enzi-
mas antes mencionadas, habiéndose descrito una correlacion
entre los cambios en la fluorescencia derivada de ambas molé-
culas, y la sefial de Ca* (23, 25). Tras la estimulacion de las
células acinares pancreaticas con agonistas fisioldgicos se
observa un incremento transitorio de la fluorescencia emitida
por el FAD, que ademas es dependiente de un aumento en la
[Ca*],,.

Por otro lado, la mitocondria es el punto mas importante de
generacién de EROs, asi como su primer objetivo de actuacion.
La disfuncion mitocondrial es el determinante mds importante
en los procesos degenerativos asociados con un incremento en
el nivel de estrés oxidativo celular. Los complejos I, III y IV de
la cadena de transporte de electrones convierten la energia de
reacciones de oxido-reduccion en gradiente eléctrico, energia
potencial y calor. La transferencia de electrones a través de la
enzima estd asociada al incremento en el estado energético de
la misma, de manera que los cambios conformacionales que
sufre determinan el flujo unidireccional de protones a través de
la membrana mitocondrial. Los electrones son transferidos en
Ultima instancia al oxigeno. Esta cadena de reacciones esta en
definitiva acoplada a la sintesis de energia y al buen funciona-
miento de este sistema bioldgico. Desviaciones de su normal
funcionamiento conducen a un desacoplamiento en la transfe-
rencia de electrones y protones, lo que puede conducir a la
generacion de EROs. Mas aun, los radicales libres generados
en la mitocondria podrian inhibir uno 0 mas componentes de
la cadena de transporte de electrones, acelerando asi la gene-
racion de EROs, que contribuirian a la aparicién de una disfun-
ciéon en condiciones de estrés oxidativo.

Mediante el uso de la sonda CM-H,DCFDA se ha podido
demostrar la generacion de EROs en respuesta a la estimula-
cion de las células acinares pancredticas con CCK, produccion
que tiene lugar en las mitocondrias y que depende de la acu-
mulacion de Ca** en estos organulos (26). Las EROs exdgenas
producen despolarizacion del ym, liberacion del Ca* acumula-
do y oxidacion del FADH,, modificaciones de gran importancia
para la fisiologia de este organulo y que bloguean los cambios
inducidos por los agonistas fisioldgicos (27).

Finalmente, se ha demostrado que la capacidad de la mitocon-
dria para regular las funciones celulares va mucho mas alla de
lo aqui descrito. Un organulo que en un principio era conside-
rado la principal fuente de energia que mantiene a la célula
con vida y que le permite realizar todas sus funciones, es
capaz de poner en marcha las cascadas de reacciones que
pueden conducir a la muerte celular conocida como apoptosis.
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El sistema nervioso auditivo procesa los estimulos sonoros mediante el analisis de las caracteristicas tempora-
les, biauriculares y espectrales de los sonidos. El resultado de este analisis multiparamétrico es la percepcion
e identificacion de los sonidos que estan en el ambiente, lo cual proporciona informacion del medio, y en algu-

nas especies permite la comunicacion oral.

ANALISIS ESPECTRAL EN LAS NEURONAS DEL COLICULO INFERIOR EN LA RATA

Olga Hernandez, Salvatore Cristaudo, David Pérez-Gonzalez,

Marco A. Izquierdo y Manuel S. Malmierca

RESUMEN.

La mayoria de los sonidos, incluyendo los producidos por el
lenguaje oral, poseen un espectro complejo en frecuencias e
intensidades. El andlisis espectral de un sonido es una de las
tareas fundamentales del sistema auditivo para el procesa-
miento de la informacién acustica. Las neuronas auditivas
poseen campos receptivos donde se puede observar la sensi-
bilidad a diferentes rangos de frecuencias e intensidades. Una
forma de estudiar estos campos receptivos es mediante el ana-
lisis de los mapas de frecuencias (MdFs). Los MdFs en el coli-
culo inferior se han clasificado habitualmente siguiendo un cri-
terio visual, en funcién de la forma del drea de respuesta,
como V y no-V. Mientras que los tipos V reflejan procesamien-
to a nivel del nervio auditivo, los de tipo no-V engloban res-
puestas de tipo estrecho, cerrado, desviado a bajas y a altas
frecuencias, de picos multiples, forma de U, mosaico e inhibi-
dor (Hernandez et al. 2005). Estos resultados sugieren que la
forma basica de los MdFs en V del nervio auditivo puede ser
mantenida en algunos casos, pero en otros, se esculpe o
modela en varios grados por la combinacion de aferencias exci-
tadoras e inhibidoras.

INTRODUCCION.

El sistema nervioso auditivo procesa los estimulos sonoros
mediante el andlisis de las caracteristicas temporales, biauricu-
lares y espectrales de los sonidos. El resultado de este andlisis
multiparamétrico es la percepcion e identificacién de los soni-
dos que estan en el ambiente, lo cual proporciona informacion
del medio, y en algunas especies permite la comunicacion oral.
Una caracteristica fundamental del sistema auditivo es su
organizacion tonotdpica (Irvine, 1992; Malmierca, 2003;
Malmierca & Merchan, 2004; Malmierca & Irvine, 2005), que
depende de la sensibilidad de cada neurona a un determinado
rango de frecuencias del sonido. Esto es, en la mayoria de los
nucleos del sistema auditivo la organizacién anatdmica se
corresponde con una organizacién funcional; las neuronas
estan ordenadas en funcidn de la frecuencia a la que son mas
sensibles.

El perfil espectral de una neurona auditiva (su respuesta a dis-
tintas frecuencias e intensidades) viene determinado por su
campo receptivo, que consiste en las combinaciones de fre-
cuencia e intensidad del sonido capaces de inducir una res-
puesta en la neurona, y que se representa graficamente
mediante un mapa bidimensional (Evans, 1979; Wang et al.,
1996; Suga et al, 1997; Snyder et al., 2000; Sutter, 2000;
LeBeau et al, 2001; Egorova et al., 2001; Hernandez et al.,
2005). Estos graficos, denominados mapas de frecuencias
(MdFs), se obtienen mediante el registro de las respuestas
neuronales tras la presentacion, de forma aleatoria, de sonidos
de distintas frecuencias e intensidades, donde la frecuencia se
representa en el eje de abscisas y la intensidad en el de orde-
nadas. Asimismo la magnitud de la respuesta neuronal en cada
coordenada se representa mediante barras de distinta longi-
tud, o bien mediante un cddigo de colores (Figs. 1-3) que es
proporcional al nimero de potenciales de accién evocados.

Ademas de la forma que tome el campo receptivo de la neuro-
na, en los MdFs también se pueden determinar otros parame-
tros caracteristicos de la neurona, como el umbral (la menor
intensidad de sonido a la que responde) o la frecuencia ideal
(FI, la frecuencia del sonido a la que una neurona responde
cuando la intensidad es menor, o sea en el nivel de umbral).

MdF Tipo-V
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Figura 1: (A) Ejemplo de MdFs de tipo V, en los que se muestra ademds la actividad regis-
trada mediante la técnica de “supresion con dos tonos” (B) que no revela ningun tipo de acti-
vidad inhibitoria. Escala de colores: normalizado a la maxima descarga en %.

CAMPOS RECEPTIVOS EN EL NERVIO AUDITIVO Y
EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL AUDITIVO.

Los MdFs de las fibras del nervio auditivo (NA) tienen forma de
V (al aumentar la intensidad del sonido, la neurona responde
a un rango de frecuencias mayor) independientemente de la
gama de frecuencias (Liberman & Kiang, 1978; Mgller, 1978;
Carlier & Pujol, 1982), debido a que el NA transmite solamen-
te impulsos excitatorios y sin inhibicion al sistema nervioso
central auditivo. Sin embargo, los MdFs de las neuronas del
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Figura 2. Ejemplo de MdF tipo V (A) con posibles areas de inhibicion tras el paradigma de
estimulacion “supresion con dos tonos” (areas en blanco con asterisco, B) que flanquean el
area de respuesta a bajas y a altas frecuencias con umbrales relativamente altos. Escala de
colores: normalizado a la maxima descarga en %.

sistema central (Young & Brownell, 1976; Shofner & Young,
1985; Sutter & Schreiner, 1991; Sutter et al., 1999; Suga et al.,
1997) presentan una gran variedad de formas (Wang et al.,
1996; Ramachandran et al.,, 1999; Snyder et al., 2000; Snyder
& Sinex, 2002, Hernandez et al., 2005). Por ejemplo, los MdFs
de las neuronas del coliculo inferior (CI) varian en un rango
que se extiende desde las V anchas, similares a los de las
fibras del NA, hasta los mapas con areas estrechas. Los MdFs
de areas de respuesta estrecha muestran una respuesta limi-
tada a un rango de frecuencias muy reducido, que se mantie-
ne de forma constante a altas intensidades del sonido. Estos
MdFs se han denominado tolerantes al nivel (Suga, 1995)
areas en forma de I (Ramachandran et al.,, 1999), de tipo
estrecho (Casseday & Covey, 1992; LeBeau et al., 2001) o de
tipo I (Egorova et al., 2001). Otras neuronas presentan un area
de respuesta muy reducida, no solo para las frecuencias, sino
también para las intensidades, y se han definido como de tipo
O (Ramachandran et al., 1999) o cerrado (Casseday & Covey,
1992; LeBeau et al., 2001).

Aproximadamente en un cuarto de los mapas registrados, el
rango de frecuencias en el que la neurona responde se despla-
za a medida que el nivel de intensidad aumenta (Hernandez et
al., 2005). Estos MdFs se denominan desviados a bajas fre-
cuencias si el rango de frecuencias esta desplazado hacia fre-
cuencias mas bajas que su FI, o desviados a altas frecuencias
si el rango de frecuencias se desplaza hacia frecuencias mas
altas que su FI. Ademas, encontramos MdFs de tipo picos mul-
tiples que tienen dos o mas regiones excitadoras separadas

por un area de poca o0 ausencia de respuesta y son la clase
mas comun dentro de los no-V. Dentro de la clase de MdFs de
tipo no-V hay neuronas que responden a un amplio rango de
frecuencias cerca del umbral. Este tipo de respuesta se deno-
mina como MdF con forma de U. Unas pocas neuronas presen-
tan un area de respuesta en forma de islas de inhibicidn y sin
una FI clara. Estas respuestas se han denominado como MdFs
de tipo mosaico. Finalmente también se han registrado MdF de
tipo inhibido en los que se observa una reduccion de la activi-
dad espontanea, revelando un efecto inhibidor del estimulo.

Los campos receptivos han sido estudiados cuantitativamente
en el CI de la rata (Hernandez et al., 2005), partiendo de un
analisis de forma visual, como tipo V y tipo no-V siguiendo los
esquemas de clasificacion establecidos por otros autores
(Sutter & Schreiner, 1991, en la corteza auditiva del gato;
LeBeau et al., 2001, en el CI de cobayo). Los MdFs en forma
de V muestran un patron de respuesta primario, similar al de
las fibras del NA (Evans, 1972; Liberman & Kiang, 1978;
Ruggero, 1992), cosa que no ocurre en los de tipo no-V. En
funcion de estos criterios, alrededor de dos tercios de las neu-
ronas del CI presentan MdFs con forma de V (Figs. 1A y 2A),
y un tercio con forma de no-V (Fig. 3A).

El analisis cuantitativo del estudio de la inversa de las pendien-
tes obtenidas a partir de los bordes que delimitan el MdF a
bajas y altas frecuencias, ha demostrado que los tipos de MdFs
no estan distribuidos en categorias discretas, sino que forman
una serie continua en cuanto a la forma y la anchura, con una
gran variabilidad a través de todo el rango de frecuencias
(Hernandez et al., 2005). La forma basica en V de los MdFs
encontrada en las fibras del NA puede en algunos casos ser
mantenida; sin embargo, en la mayoria de los casos es escul-
pida en diferentes grados por la combinacion de aferencias
excitadoras e inhibidoras, como muestran varios trabajos
(Yang et al, 1992; LeBeau et al, 2001; Hernandez et al.,
2005).

SIMILITUDES Y DIFERENCIAS
INTERESPECIFICAS.

Los tipos de MdF que se encuentran en la rata son muy simi-
lares a aquellos descritos en el CI de cobayo (LeBeau et al.,
2001), ratdn (Egorova et al., 2001), y gato (Ehret & Merzenich,
1988; Ramachandran et al., 1999), aunque el porcentaje entre
los diferentes tipos varia segun el modelo animal empleado en
los experimentos (tipo V: 69% en rata, 84 % en cobayo, 66%
en raton, 12% en gato; tipo no-V: 29% en rata, 16% en coba-
yo, 34% en ratdon y 88% en gato). Estas diferencias pueden
ser explicadas, al menos en parte, por los criterios de clasifica-
cion diferentes empleados en los distintos estudios. Por lo
tanto, no esta claro si estas diferencias representan variacio-
nes genuinas y especificas de cada especie, o reflejan proce-
dimientos quirlrgicos diferentes empleados en la preparacion
experimental (animal intacto vs. descerebrado), un sesgo en el
muestreo dentro del CI u otros factores tales como los efectos
de la anestesia (Evans & Nelson, 1973).

IMPORTANCIA DE LA INHIBICION.

En muchos casos las neuronas del CI no tienen una cantidad
de actividad espontanea suficiente para revelar las areas de
inhibicion. Ademas, en otros casos, el uso de algunos anesté-
sicos tiende a reducir dicha actividad espontanea. Sin embar-
go, es fundamental conocer como actla la inhibicién, ya que
ésta parece moldear las areas de respuesta excitatorias, dando
lugar a algunos de los tipos de MdFs mencionados anterior-
mente. Para poder estudiar las areas inhibidas en aquellas
neuronas sin actividad espontanea o muy escasa, se emplea
un método de estimulacién conocido como 'supresion con dos
tonos’. Este método consiste en la construccion de un MdF con



la presentacion simultanea de dos tonos. Uno de los tonos es
siempre el mismo, de una intensidad y una frecuencia deter-
minadas previamente, y ha de ser capaz de provocar una res-
puesta excitatoria moderada en la neurona. Habitualmente la
frecuencia de este tono es la FI de la neurona, y la intensidad
es baja (en torno a 15 ¢ 20 dB por encima del umbral de la
neurona). El segundo tono varia aleatoriamente en frecuencia
e intensidad en cada presentacion del estimulo, tal como se
hace en la construccion rutinaria de un MdF. De esta forma, si
alguna combinacién de frecuencia e intensidad tiene un efecto
supresor/inhibitorio en la neurona, la respuesta al primer tono
sera suprimida en esa zona del MdF (Figs. 2B y 3B, asteriscos).

Gracias a este método se puede observar que una gran canti-
dad de neuronas del CI (~75 %) presentan areas de supre-
sion/inhibicion en su respuesta, muchas de las cuales son muy
amplias en frecuencia y otras son compatibles con bandas de
inhibicion lateral (~ 50 %). Esta inhibicion afecta principalmen-
te a los MdFs tipo no-V, aunque también son evidentes en
algunos casos de MdFs de tipo V. Como se puede observar en
la figura 2, es muy probable que las dos zonas de inhibicion
(bandas laterales) que flanquean la zona de respuesta excita-
toria resulten de la interaccion de dos MdFs, uno excitador y
otro inhibidor, cuya FI es similar (ver linea punteada). Por ello,
podemos concluir que el andlisis espectral en el CI se produce,
al menos en parte, gracias a procesos inhibitorios generados a
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>

=]

-20

40

ATENUACION (dB)

FRECUENCIA (kHz)

Figura 3: (A) Ejemplo de MdF de tipo no-V, con un area de respuesta de tipo estrecho. En
este caso con la técnica de “supresion con dos tonos” (B) observamos claramente que el area
de respuesta presenta dos zonas de inhibicidn, que determinan la respuesta de tipo estrecho.
Muy probablemente, las dos zonas de inhibicion (bandas laterales, asteriscos) que flanquean
la zona de respuesta excitatoria resultan de la interaccion de dos MdF, uno excitador y otro
inhibidor, cuya FI es similar pero con un umbral ligeramente menor en el caso de MdF inhibi-
dor (ver linea punteada). Escala de colores: normalizado a la maxima descarga en %.

nivel local.
ORIGEN DE LA INHIBICION.

Los experimentos llevados a cabo con el paradigma de supre-
sidn con dos tonos permiten identificar areas de inhibicion,
tanto en los mapas de tipo no-V (Fig. 3) como en los tipo V
(Fig. 2). Aunque algunas de las zonas de supresion/inhibicion
podrian representar fendmenos de la dinamica coclear (p.e.,
Fig. 2B; Sutter et al., 1999), conviene subrayar que muchos de
los patrones de supresion observados poseen umbrales muy
bajos de inhibicion, asi como extremadamente amplios (p.e.,
Fig. 3B), que en ningln caso podrian ser un mero reflejo de
fendmenos puramente mecanicos y los podemos interpretar
sin género de dudas como procesos neuronales inhibitorios.
Ello ademas es compatible con estudios de bloqueo de la inhi-
bicion GABAérgica y glicinérgica, en los que se ha demostrado
que la frecuencia de descarga de las neuronas con MdFs de
tipo V se incrementa dentro del campo receptivo, pero no se
observo cambio en la forma (Palombi & Caspary, 1996; LeBeau
et al., 2001). Por el contrario, en el caso de los MdFs de tipo
no-V, las areas de respuesta se agrandan convirtiéndose en
forma de V, o al menos sufren una clara expansion (murciéla-
go: Yang et al,, 1992; chinchilla: Wang et al., 1996; cobayo:
LeBeau et al., 2001). Estos experimentos apoyan la idea de
que los procesos inhibitorios, dentro del CI, juegan un papel
muy importante en la formacién de los MdFs de tipo no-V. Por
otra parte, es dificil concretar el origen de las aferencias res-
ponsables de moldear los MdFs. Si bien una de las posibilida-
des consiste en que se trate de proyecciones intracoliculares,
no se puede obviar la posible implicacion de los centros locali-
zados en el tronco del encéfalo. Entre los candidatos de estos
Ultimos se encontrarian el complejo olivar superior, y los nicle-
os del lemnisco lateral (Oliver, 2000; Malmierca, 2003;
Malmierca & Merchan, 2004). La interaccion y el balance entre
estas aferencias inhibidoras y excitadoras hacia el CI determi-
narian los diferentes subtipos de MdF.
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La demostracion de efectos neuroprotectores de los estrogenos en modelos animales y celulares parece fuera
de toda duda, relacionandose con una pléyade de mecanismos aln sin aclarar. En los ultimos afios, un nimero
creciente de evidencias en diversos modelos neuronales han sefialado la importancia de las acciones estrogé-
nicas rapidas desencadenadas a nivel de la membrana plasmatica en la neuroproteccion contra diferentes
agentes toxicos. La evidente versatilidad del estrogeno en su manera de interaccionar con la neurona nos lleva
irreversiblemente a considerar la existencia de un escenario celular con diversos mecanismos estrogénicos
interconectados, actuando de manera complementaria y/o simultanea para la elaboracion de la respuesta neu-

roprotectora final.

LAS VIAS ESTROGENICAS ALTERNATIVAS COMO POTENCIADORES DE LA
SUPERVIVENCIA NEURONAL: POSIBLEMENTE PROMETEDORAS PERO
CIERTAMENTE COMPLEJAS. Raquel Marin y Mario Diaz.

A pesar de la controversia existente sobre la validez y eficacia
de la terapia sustitutiva de estrégenos en mujeres post-meno-
pausicas, numerosos estudios clinicos y experimentales en
modelos animales e in vitro han demostrado la existencia de
efectos beneficiosos de los estrégenos frente a la patologia
observada en enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer y el Parkinson. Las acciones estrogénicas en la pre-
servacion del buen funcionamiento del sistema nervioso son
muy variadas, sugiriendo la presencia de una gran diversidad
de mecanismos moleculares alin poco elucidados. Si bien en
un principio las acciones de los estrogenos en el cerebro en
concentraciones fisioldgicas se creian Unicamente mediadas
por un mecanismo clasico a través de la actividad transcripcio-
nal de receptores intranucleares, investigaciones posteriores
han demostrado la induccidn rapida de acciones del estradiol a
través de mecanismos alternativos desencadenados a nivel de
la membrana plasmatica y mediados en muchos casos por
receptores estrogénicos asociados a la misma. Si bien se des-
conocen aun muchos aspectos sobre la identidad, caracteristi-

cas y modulacién de estos receptores alternativos, se tiene
constancia de su importante participacion en la respuesta celu-
lar de proteccién frente a una lesion que complementaria, en
Ultima instancia, las acciones de los receptores de estrégenos
intracelulares.

Las hormonas sexuales en el sistema nervioso presentan mul-
tiples funciones ya no Unicamente en la diferenciacion de cir-
cuitos neurales durante el desarrollo, sino como importantes
contribuyentes a la plasticidad durante la etapa adulta. El
incremento progresivo de la esperanza de vida en los paises
occidentales ha acarreado como consecuencia que las mujeres
pasen una buena parte de su vida en etapas post-menopausi-
cas. Ello explica que la reduccién en los niveles circulantes de
esteroides sexuales con la edad constituya un factor adicional
en el deterioro de diversas funciones neurales, hecho que jus-
tifica la necesidad de evaluar los efectos beneficiosos de la
terapia hormonal sustitutiva (THS). Sin embargo, los datos epi-
demioldgicos a favor de que este tipo de terapias pueda redu-



cir el riesgo y la severidad de los sintomas en enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA) y
el Parkinson han sido controvertidos, observandose tan sélo en
algunos casos efectos beneficios del tratamiento del estradiol
en la funcion cognitiva de mujeres post-menopausicas. Estas
observaciones justifican la necesidad de disefnos experimenta-
les mas precisos y concluyentes, considerando ademas el
hecho de que las pautas de tratamiento de larga duracion no
han tenido en cuenta los datos experimentales en relacion con
la multiplicidad de mecanismos de accién de los estrégenos,
hecho que podria explicar el aparente fracaso de estas tera-
pias. Otras observaciones experimentales derivadas de estu-
dios en modelos animales y celulares que contrastan con las
TSH, son el hecho de que los tratamientos se han basado en
el uso de multiples estrdgenos equinos combinados y no de
una unica molécula, la reduccion de la sensibilidad de las dia-
nas neuronales tras una prolongada deprivacion hormonal
como suele ser el caso en mujeres de post-menopausia avan-
zada, asi como la regulacion negativa que una exposicion
estrogénica de dosis constante puede ejercer sobre sus pro-
pios receptores en el cerebro adulto. Un factor anadido y de
extrema relevancia es el hecho de la existencia de acciones
estrogénicas sinergisticas y complementarias en los tejidos
neurales, a través de mecanismos complejos que modulan la
respuesta celular en situaciones de toxicidad. Estas observa-
ciones justifican tanto la necesidad de disefios mas precisos
como el mejor conocimiento de las acciones estrogénicas en la
neurona.

COMPLEJIDAD DE MECANISMOS DE ACCION DE
LA HORMONA ESTEROIDE: TODOS PARA UNA, Y
UNA PARA TODOS.

La demostracion de efectos neuroprotectores de los estroge-
nos en modelos animales y celulares parece fuera de toda
duda, relacionandose con una pléyade de mecanismos aun sin
aclarar. Ello ha suscitado el desarrollo de diversos modelos de
neurodegeneracion in vitro realizados en cultivos primarios y
lineas neuronales que constituyen un instrumento Util para la
caracterizacion de los factores neuroprotectores de esta hor-
mona (revisado en Garcia-Segura et al., 2001). De esta mane-
ra, ademas de las propiedades antioxidantes del estradiol en
dosis suprafisioldgicas, se han caracterizado efectos supreso-
res de la elevacion aberrante de calcio intracelular y de la
modulacion de la apoptosis inducida por diferentes tipos de
toxicidad. Otros estudios han demostrado que el estradiol ejer-
ce un efecto preventivo de la mortalidad neuronal frente al
estrés oxidativo, toxicidad por glutamato o derivado de la
deprivacion de suero. En el caso de las alteraciones anatomo-
patoldgicas caracteristicas de EA, se ha observado que los
efectos neurotdxicos provocados por la acumulacion en fibrillas
intracelulares del péptido p-amiloide (BA) son ampliamente
atenuados por el estradiol, describiéndose acciones de la hor-
mona sobre la actividad secretasa y el metabolismo del A que
aminora la generacion de placas neuriticas, la recaptacion de
BA por las microglia e incluso, como se ha demostrado, entre
otros, en nuestro propio grupo de trabajo, la reduccion signifi-
cativa de la muerte celular inducida por exposicion a diversos
fragmentos de BA (Marin et al., 2003-a).

La demostracion de estas acciones beneficiosas de los estroge-
nos ha sido igualmente evidenciada en modelos animales, en
los que la disminucidn de los niveles circulantes de estrdgenos
como consecuencia de la ovariectomizacion en ratas y prima-
tes induce una reduccion en el nUmero de neuronas, mientras
que la administracion de estradiol ejerce una accion preventi-
va. Asimismo, el estradiol atenla el dafio cerebral provocado
por lesiones isquémicas en roedores, estando esta accion rela-
cionada con la modulacion de la expresion de proteinas antia-
poptoticas y factores de crecimiento y diferenciacion neuronal.

Vias alternativas

Figura 1. Mecanismos de neuroproteccion por estrégenos. El estradiol mediaria la proteccion
neuronal frente a estimulos tdxicos por medio de dos tipos de mecanismos, a saber, los deno-
minados clasicos (vias clasicas), induciendo la transcripcion de genes de supervivencia que
contienen elementos de respuesta a estrégenos (ERE); y/o a través de vias alternativas. Estos
mecanismos alternativos implicarian la activacion de vias de sefializacion celular, que se ini-
cian bien en un receptor de estrégenos de membrana (REm) y desembocan en ERK
(Extracellular regulated kinase), bien a través de la activacién de un receptor candnico de tipo
o (ER a), citosdlico, que modularia positivamente a PI3K (phosphatidylinositol 3-OH kinase)
y Akt/PKB (protein kinase B). La activacion de ERK y de PI3K bien separadamente, bien de
manera sinérgica, induciria actividad transcripcional y la sintesis de factores de supervivencia
neuronal.

MECANISMOS MOLECULARES DE
NEUROPROTECCION ESTROGENICA: LOS
RAPIDOS TAMBIEN PARTICIPAN.

Si bien durante décadas se creyd que las acciones estrogéni-
cas en el cerebro tenian lugar por mecanismos denominados
clasicos, a través de un Unico receptor intracelular (RE) que se
unia a la hormona para iniciar la transcripcion génica de dife-
rentes factores relacionados con la supervivencia y diferencia-
cion celular, estos mecanismos no explicaban la totalidad del
rango de acciones estrogénicas en neuronas, incluyendo las
acciones rapidas (en pocos minutos) del estradiol. Mas recien-
temente se han propuesto diversos mecanismos para explicar
la manera en la que tanto los estrégenos como los modulado-
res selectivos de los estrogenos (SERMs: selective estrogen
receptor modulators) ejercerian efectos preventivos de muer-
te neuronal. De esta manera, los fisidlogos A. Nadal, M. Diaz y
M.A. Valverde (A. Nadal et al, 2001) denominaron “Trinidad
estrogénica” al conjunto de acciones que engloban: 1) meca-
nismos clasicos o gendmicos mediados por REs; 2) mecanis-
mos alternativos en los que participan segundos mensajeros y
sefializacion por quinasas; 3) mecanismos independientes de
REs. Entre ellos, tan sélo los dos primeros, mediados o no por
REs, tienen relevancia a dosis fisioldgicas y no Unicamente
como consecuencia de la capacidad antioxidante del estrége-
no. Para anadir una mayor complejidad a los mecanismos
mediadores de neuroproteccidn por estrégenos, éstos parecen
tener lugar de una manera sinergistica y coordinada para ela-
borar la respuesta celular final (revisado en Marin et al., 2006).
En los ultimos afios, un nimero creciente de evidencias en
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diversos modelos neuronales han sefialado la importancia de
las acciones estrogénicas rapidas desencadenadas a nivel de la
membrana plasmatica en la neuroproteccion contra diferentes
agentes toxicos (revisado en Dhandapani y Brann, 2002).
Estos mecanismos ocurren a dosis fisioldgicas de la hormona,
tienen lugar en pocos minutos y se ha demostrado en algunos
casos que se ejercen a través de REs no convencionales con
localizacion extranuclear (en el citosol o asociados a la mem-
brana plasmatica). Los receptores alternativos han sido identi-
ficados en diversas areas cerebrales vulnerables a procesos
neurodegenerativos, si bien se desconoce aun su naturaleza y
caracteristicas estructurales. Dada la dificultad de estudio de
los mecanismos no-clasicos en modelos in vivo, la mayoria de
las evidencias de las potenciales acciones rapidas estrogénicas
preventivas de lesién neuronal se han obtenido con experi-
mentos realizados en cultivos de células inmortalizadas proce-
dentes de diversos tejidos de interés en el estudio de diversas
neuropatologias (hipocampo, hipotalamo, septum, corteza)
expuestos a diversos tipos de toxicidad (deprivacion de suero,
toxicidad por glutamato o exposicion al péptido f-amiloide). En
nuestro laboratorio, utilizando una linea neuronal derivada de
septum de raton expuesta al fragmento 1-40 del amiloide
(PA;-40) hemos aportado la primera evidencia de la accién neu-
roprotectora de dosis fisioldgicas de estradiol a través de un
receptor asociado a la membrana plasmatica (REm) que parti-
cipa en estos efectos beneficiosos (Marin et al., 2003-b). Este
REm parece conservar homologias estructurales con el REa
canonico expresado en estas células, si bien su identidad mole-
cular no ha sido aun totalmente elucidada (Marin et al., 2006).
Otros estudios en explantes de corteza de raton han aportado
evidencias de la existencia de un receptor en la membrana
neuronal asociado a microdominios del tipo caveola, que es
funcionalmente distinto de los REs clasicos y que parece parti-
cipar en la preservacion celular.

DIVERSAS VIAS DE SENALIZACION
INTRACELULAR ACTIVADAS POR ESTROGENOS
DESEMPENAN UN PAPEL IMPORTANTE EN LA
NEUROPROTECCION.

En lo que se refiere a los desencadenantes intracelulares que
podrian participar en la proteccion neuronal tras la union del
estradiol a la membrana plasmatica a través o no de un recep-
tor estrogénico, las evidencias recientes indican que estas
uniones podrian activar de manera rapida vias de sefializacion
relacionadas con la fosforilacion de diferentes quinasas (Beyer
et al, 2003). Las vias principales identificadas en diversos
modelos neuronales que parecen desempefiar un importante
papel en este efecto son la via de la ERKs (MAPKSs, extrace-
llular regulated kinases) y la via de PI-3K (phosphatydil inosi-
tol-3 kinase) (Marin et al., 2005) (ver figura). Estos mecanis-
mos son independientes de la sintesis proteica, si bien pueden
conducir a medio o largo plazo a la modulacion de la expresion
de determinados genes y/o a la modificacion de la fosforilacion
de determinadas proteinas para promover las acciones neuro-
protectoras del estradiol.

En particular, la activacion por estradiol tanto de la via de
MAPKs como de PI-3K podria ser un evento crucial en la super-
vivencia celular frente a la patologia por EA. En este orden de
ideas, en las lineas inmortalizadas de septum (SN56) y de
hipocampo (HT22) expuestas al péptido pA, se ha demostrado
la participacion de la via de MAPKs vy, en el caso de SN56,
hemos constatado que se inicia por la activacion por el estra-
diol de Raf-1/MEK/MAPK a través de la modulacion de un REm
(Guerra et al., 2004). La induccion rapida de la fosforilacion de
MAPKSs por el estradiol ha sido igualmente demostrada en cul-
tivos primarios de hipocampo y pituitaria, y en explantes neo-
corticales de rata, asi como in vivo, tras la administracion
aguda de estradiol, observandose la activacion simultanea de

la fosforilacion de MAPKs en algunos tejidos neurales de mane-
ra especifica. Otras evidencias experimentales, tanto en culti-
vos neuronales como en cerebros de ratas adultas, han suge-
rido que los efectos del estradiol en el cerebro serian parcial-
mente mediados por la activacion de la via de sefalizacion PI-
3K, a través del aumento de la fosforilacion de Akt/PKB (pro-
tein kinase B). Este mecanismo parece desempefiar igualmen-
te un papel importante en la neuroproteccion mediada por
estrogenos, como lo demuestran los estudios de modelos de
toxicidad frente a glutamato y BA en neuronas corticales e
hipocampales, observandose una disminucion de la apoptosis
celular tras la activacion de esta via de sefalizacion a través de
la modulacién de receptores estrogénicos. Por otra parte,
GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) es otra quinasa fosforila-
da por la via de PI-3K que ha adquirido particular interés en
trabajos de ultima hornada, por su implicacion en la modula-
cion de la secrecion de la forma no amiloidogénica de la pro-
teina precursora del amiloide (APP: amyloid precursor protein)
mediada por acciones rapidas del estradiol, produciendo por
consiguiente una disminucion de la acumulacion de PA.
Ademas, la activacion de la fosforilacion de GSK-3 por estroge-
nos previene la muerte celular, como se demuestra en paradig-
mas de EA utilizando modelos de toxicidad por acido kainico
(un analogo ciclico del glutamato que despolariza membranas
pre- y post-sinapticas) en hipocampo.

Sin embargo, a pesar de los interesantes y prometedores
hallazgos, aln se requieren nuevos datos experimentales para
caracterizar los factores potenciales que participan en la modu-
lacion de estas vias de senalizacion como respuesta al dafio
cerebral.

ORQUES',I'ACI(')N DE LOS MECANISMOS
ESTROGENICOS CLASICOS Y NO-CLASICOS EN LA
MODULACION DE LA RESPUESTA
NEUROPROTECTORA: LA CELULA ELABORA LA
COREOGRAFIA.

La evidente versatilidad del estrégeno en su manera de inter-
accionar con la neurona nos lleva irreversiblemente a conside-
rar la existencia de un escenario celular con diversos mecanis-
mos estrogénicos interconectados, actuando de manera com-
plementaria y/o simultanea para la elaboracion de la respues-
ta neuroprotectora final. Sin embargo, si bien atractiva, es aln
especulativa la manera en la que se efectuaria la integracion
de estos mecanismos en un tipo de neurona o de tejido neu-
ral especifico, su regulacion durante el desarrollo y la diferen-
ciacion, asi como en situaciones neuropatoldgicas. En nuestros
estudios llevados a cabo en la linea septal SN56 expuesta a
toxicidad por BA, hemos demostrado la participacion en la
supervivencia celular tanto de un REa por mecanismos clasi-
cos tras exposiciones largas a estradiol, que conlleva el aumen-
to de la actividad transcripcional del receptor, como de meca-
nismos rapidos, desencadenados por interacciones del estra-
diol con la membrana plasmatica a través de un REm que pro-
voca la activacion de la via de sefalizacion de MAPKs. Si bien
no hemos aun identificado el lugar de convergencia de estos
dos mecanismos, estos resultados demuestran la capacidad de
estas neuronas para integrar sefales intracelulares diferentes
y obtener, en Ultima instancia, una respuesta protectora fren-
te a la toxicidad inducida por BA. En linea con estos hallazgos,
se ha observado que la activacion de la fosforilacion de MAPK
por REm produce un aumento de la fosforilacion del receptor
intranuclear necesaria para el inicio de la actividad transcrip-
cional. Las potenciales acciones sinergisticas del estrégeno a
través de mecanismos de membrana y gendmicos ha sido
igualmente demostrado en modelos animales de ratas ovariec-
tomizadas, en los que se puede especular sobre la importancia
de las acciones clasicas estrogénicas en la regulacién de la
expresion neuronal de proteinas asociadas a la membrana



plasmatica relacionadas con las acciones rapidas del estradiol.
En definitiva, estos mecanismos polifacéticos de los estrogenos
podrian proveer a la célula con una adaptabilidad funcional que
deberia tenerse en consideracion en el desarrollo de nuevas
estrategias farmacoldgicas para prevenir y contrarrestar la
neurodegeneracion observada en enfermedades como el EA.
Quizas el esclarecimiento de estos mecanismos nos podra per-
mitir el disefio experimental de combinaciones de moduladores
selectivos estrogénicos altamente especificos que conduciria a
una mayor eficacia de las terapias, asi como a la reduccion de
los posibles efectos secundarios adversos. Al menos, el esce-
nario celular con la participacion del estradiol empieza a entre-
abrir paulatinamente su teldn.
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Al contrario que la mayoria de los paises desarrollados, en Espafia carecemos de estudios universitarios de
Audiologia. Promocionar la Audiologia en todas sus dimensiones, como area del conocimiento, como campo de
investigacion y como ciencia de apoyo al ciudadano, deberia ser un objetivo prioritario de quienes llevan las

riendas de la politica universitaria.

AUDIOLOGIA: UNA CARENCIA INCOMPRENSIBLE. Enrigue A. Lopez Poveda

Es un hecho: Espafia ocupa el segundo lugar en la lista de los
paises mas ruidosos del mundo; solo superado por Japon. Es
bien sabido que la exposicion prolongada al ruido, no sélo pro-
duce estrés y ansiedad, también perjudica irreversiblemente la
audicion. No deberia sorprendernos, por tanto, que, tal y como
revelan las encuestas del Instituto Nacional de Estadistica,
aproximadamente diez de cada cien espafioles mayores de 65
anos manifiesten algln tipo de discapacidad auditiva.

Estos datos son ya suficientemente preocupantes, pero no
acaba ahi la cosa. Espafia es también el pais con la tasa de
natalidad mas baja del planeta, lo que significa que nuestra
poblacion envejece mas rapidamente que la de cualquier otro.
Si hacemos las cuentas, el prondstico es inequivoco: en pocos
anos, Espafia sera también el pais con la mayor proporcion de
ciudadanos sordos del mundo. Pero esto parece importar poco
a nuestros politicos; poco... 0 mas bien nada.

Espafia que es, sin duda, un estado singular en muchos aspec-
tos, también lo es, paraddjica e incomprensiblemente, en la
insignificancia que concede a la Audiologia, la ciencia que
investiga la audicion y sus problemas. Por supuesto, esta la
otorrinolaringologia, que si recibe la consideracién adecuada.
Pero la “otorrino” se ocupa del oido, no de la audicién.

Es cierto que sin el uno no es posible la otra. Pero de la misma
forma que la television, en su sentido mas amplio, es mucho
mas que una antena, la audicién es mucho mas que el oido. La
audicion es un proceso cognitivo imprescindible para que el
individuo alcance la plena integracion social.

Al contrario que la mayoria de los paises desarrollados, en
Espafia carecemos de estudios universitarios de Audiologia. Y
no me refiero sélo a licenciaturas o diplomaturas, sino a cual-
quier tipo de estudios sobre esta disciplina. Mas aun, el
Consejo General de Universidades, responsable de velar por la
calidad, modernidad y relevancia social de los titulos universi-
tarios, ni siquiera contempla la Audiologia como un area del
conocimiento.

La singularidad de nuestro pais se pone de manifiesto también

en la escasa importancia que aqui se otorga
a la investigacion cientifica en Audiologia.
Desatendiendo la realidad de las discapaci-
dades auditivas y su prondstico, el Plan
Nacional de Investigacion y Desarrollo ni vf
siquiera menciona la investigaciéon en este ,p’
campo, o en campos afines, entre sus lineas
prioritarias. Asimismo carecemos de institutos de investigacion
comparables al National Institute of Deafness and Other
Communication Disorders, USA (http://www.nidcd.nih.gov/), o
al Institute of Hearing Research (http://www.ihr.mrc.ac.uk/),
por poner sélo dos ejemplos. Incluso numerosas fundaciones,
mecenas de la investigacion biomédica, fomentan el estudio de
otras enfermedades que son mucho menos frecuentes que los
trastornos auditivos. Todo esto explica la escasa representa-
cién espanola en los foros internacionales en los que se discu-
te sobre la audicion y sus trastornos. También explica que
dependamos de otros paises en lo que respecta a su capaci-
dad para generar la tecnologia necesaria para tratar las disca-
pacidades auditivas.

Son los ciudadanos quienes, en Ultimo extremo, sufren las con-
secuencias de la carencia de esta disciplina en nuestro pais. Es
habitual, por ejemplo, que los pacientes con problemas auditi-
vos adquieran el audifono que se les prescribe aconsejados por
delegados de ventas sin formacion audioldgica y casi siempre
motivados por intereses econdémicos. El resultado es que uno
de cada dos pacientes acaban frustrados al comprobar que el
considerable desembolso que ha realizado resulta inutil para
tratar su problema auditivo. La frustracién es mayor si se tiene
en cuenta que nuestro Sistema Nacional de Salud, al contrario
que otros como el aleman, no facilita ayudas para adquirir los
“dichosos aparatitos”, por lo que el gasto le corresponde exclu-
sivamente al paciente.

El panorama es, pues, deprimente. Comparativamente, en
Espafia las discapacidades auditivas son tan frecuentes como
las visuales y, sin embargo, estas Ultimas estan mucho mejor
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atendidas. Por resumirlo de algiin modo, parece que, entre
nosotros, del ciego todo el mundo se compadece, mientras
que del sordo sélo se mofan. Y eso que, como advirtid Kant,
“no poder ver te aisla de los objetos; no poder oir te aisla de
la gente.” Promocionar la Audiologia en todas sus dimensiones
_como area del conocimiento, como campo de investigacion y
como ciencia de apoyo al ciudadano_ deberia ser un objetivo
prioritario de quienes llevan las riendas de la politica universi-
taria. EIl momento actual, en que se esta procediendo a la
actualizacion del catalogo de titulaciones universitarias y se
avanza hacia la convergencia europea en educacion superior,
parece el idoneo. Desgraciadamente, aunque soy de naturale-
za optimista, me temo que se va a dejar pasar una oportuni-
dad extraordinaria. Los que empujamos para que esta discipli-
na cientifica adquiera en Espafa la relevancia que merece,

contemplamos con preocupacion la ausencia de signos en otro
sentido.

Para rectificar la escasa sensibilidad que se percibe en nuestro
medio hacia la Audiologia, tal vez sea lamentablemente nece-
sario esperar a que el prondstico se cumpla, y contemplar
codmo se incrementa el nimero de personas afectadas por dis-
capacidades auditivas y como se incrementa, de forma aun
mas evidente, nuestra dependencia tecnoldgica de terceros
paises para tratarlas. Es posible que, solo entonces, quienes
tienen la capacidad politica para cambiar las cosas se decidan
a hacerlo.

Enrique A. Lopez Poveda
Director de la Unidad de Computacion Auditiva y Psicoacustica del Instituto de
Neurociencias de Castilla y Ledn, Universidad de Salamanca

LA VENTANA DEL FISIOLOGO

PAUL BROCA: FRENOLOGIA Y CIENCIA. Emilio Fernandez-Espejo

Paul Broca fue un brillante neurocientifico francés del siglo XIX. Como neu-
rologo, aportd una contribucion esencial al origen de la afasia. Describid
que la lesion de un area de la corteza frontal se asociaba a la pérdida del
habla, y afirmé que dicha zona del cerebro controla la emision articulada
del lenguaje. Su afirmacion es cierta y, en su honor, a dicha area situada
en la tercera circunvolucion del Idbulo frontal izquierdo, se le denomina
area de Broca. Los trabajos de Paul Broca se enmarcaban en una linea de
pensamiento propia de la época: la frenologia. Los frendlogos afirmaban
que todas las funciones cerebrales podian ubicarse en zonas concretas del
cerebro, lo cual estuvo muy en boga en su época. Actualmente, la mayoria
de las afirmaciones frenoldgicas son consideradas como pura charlataneria
seudocientifica, pues en su afan de ubicar todo, los frendlogos ubicaron
hasta los lugares cerebrales de la personalidad, de la bondad, del amor, de
la metafisica, etc. Sin embargo, algunas aportaciones de la frenologia se
han mostrado ciertas, pues algunas funciones cerebrales son localizables,
como el habla, la vision, la audicion y otras, haciendo cierto el dicho de que
no hay mal que por bien no venga.

Entre los charlatanes frenoldgicos, Paul Broca era un cientifico mas serio
pero, a pesar de su brillantez “frenoldgica”, mantuvo algunas teorias que
son, como minimo, llamativas, como que el peso del cerebro es indicativo
de la capacidad intelectual de una persona. Segun él, cuanto mas peso
cerebral, mas inteligente se es. Otro cientifico francés y a la par rival de
Broca, Gratiolet, se puso manos a la obra pesando cerebros de catedrati-
cos de Universidad y de obreros donados a la Universidad, observando que
la afirmacion no era cierta porque “no siempre los cerebros de los catedra-
ticos son los mas grandes”. Broca le contesté que no todos los que llegan
a catedraticos son los mas inteligentes, hecho que, siendo irrefutable, lleva
al absurdum la demostracion de su teoria. Broca también afirmaba que el
peso del cerebro masculino es mayor que el del femenino, razon de la
supuesta inferioridad intelectual de la mujer, dogma de fe machista del siglo
XIX. A pesar de estos graves deslices, Broca si acertd en que el peso del
cerebro va disminuyendo con el envejecimiento, sentando las bases del
proceso de degeneracion.

Es evidente que las descripciones frenoldgicas caian con facilidad en con-
cepciones sexistas y racistas, a las que eran dados los frendlogos del siglo
XIX y que fueron utilizadas por politicos y juristas sin escripulos. Por ejem-
plo, la esclavitud era consecuencia de la inferioridad de la raza negra, pues
era un rasgo evidente que la forma mas inclinada del hueso frontal del cra-
neo de la raza negra indicaba una menor masa de tejido cerebral. Algunos
juristas “frendlogos” buscaron huellas neuromorfoldgicas en los ladrones y
asesinos, como que la tendencia a robar y matar se debe a un prominente
entrecejo. O la lapidaria frase: “Occipucio saliente, criminalidad innata”. En
el siglo XIX toda persona con prominente entrecejo o notorio occipucio era
sospechosa. En Espafia, la moda de la frenologia se consideraba lo mas
“avanzado” para las mentes médicas de la época. Era tal que intentaban
ajustar la realidad a la teoria. Recordemos el famoso caso de José Diaz de
Garayo “Sacamantecas”, un individuo acusado de violar, estrangular y des-
tripar a seis mujeres entre 1870 y 1879. El Sacamantecas fue ampliamen-
te estudiado en la carcel por un perito llamado Dr. Esquerdo, médico madri-
lefio que defendia la teoria frenoldgica y que incluso dio una conferencia
en el Ateneo de Madrid con el significativo titulo de “Locos que no lo pare-
cen” (afirmaba que, aunque aparentemente no lo pareciera, un experto dis-
tinguiria signos frenoldgicos en todo loco). Para el Doctor Esquerdo, tras
sesudos estudios, el “Sacamantecas” era una especie de monstruo, con
craneo deformado. Dictamind que “basta con ver y oir al acusado para
darse cuenta de que es un anormal”. Sin embargo, resulta por lo menos lla-

mativo que periodistas de la época, no adheridos a la doctrina frenoldgica
por cierto, describen al supuesto monstruo como simpatico e incluso apues-
to. En la segunda mitad del siglo XIX, los psiquiatras solian analizar a un
sujeto midiéndole las orejas y el craneo en busca de rasgos criminales.
Curiosamente, siempre era en personas que ya estaban en la carcel acusa-
das de un crimen. Es evidente que la frenologia, en su conjunto, fue una
“aberracion” del siglo XIX-que contribuyé a consolidar ideas erroneas.

Ademas de su afan neuroldgico, Broca tuvo un gran-interés por la antropo-
logia. Creo en Paris una Sociedad dedicada al estudio de esta ciencia, pero
no sin arduos esfuerzos. En Francia, tanto el ministro de Instruccion Publica
como la Policia creian que la antropologia, como toda ciencia encaminada
a profundizar en el conocimiento del ser humano, era subversiva para el
Estado, y pusieron freno a la creacion de dicha asociacion. Sin embargo,
tras diversas prohibiciones y gracias al apoyo de varios colegas influyentes,
Broca obtuvo licencia para crearla, pero con la condicion de que asistiera
un delegado gubernativo para escuchar lo que se afirmara en tales reunio-
nes y, en su caso, prohibirlas si se vertian graves amenazas contra el Estado
francés. La primera reunion de la ‘Société d’Anthropologie’ tuvo lugar el 19
de mayo de 1859 y, tras cada autorizacion gubernativa, se repitieron perio-
dicamente con la asistencia de destacados antropdlogos, y el “espia” del
Gobierno de Paris. Al cabo de varias y variadas sesiones, que trataron sobre
arqueologia, psicologia, linguiistica, fisiologia, etc.,, como podemos deducir
de las Actas que todavia se conservan, el delegado gubernativo optaba por
echarse una relajada siesta debido al aburrimiento que le producian tales
reuniones “subversivas”. En otra reunion, el delegado del Gobierno, que-
riendo ahuyentar el aburrimiento, se levantd para dar un paseo, pero Broca
le espetd: “Oiga, no puede dar una vuelta tan libremente. Siéntese y gane
su sueldo”.

Gracias a la ‘Société d’Anthropologie’, Broca pudo poner freno a sus desva-
rios frenoldgicos y demostrar con mas precision cientifica la existencia de
un area del lenguaje. Un dia se presentd en su consulta un paciente con
paralisis del lado derecho e incapacidad de hablar. Dicho paciente murié a
los pocos dias y Broca tuvo la oportunidad de examinar su cerebro, obser-
vando que presentaba una lesion en el l6bulo frontal. Con rapidez frenolo-
gica dedujo: “el habla se localiza en el I6bulo frontal”. Presentd sus resul-
tados en la Sociedad, pero surgid la oposicion de su eterno rival, Louis
Pierre Gratiolet, que le espet6 que esa conclusion era erronea: “si asi fuera
los monos hablarian porque tienen lobulo frontal, como todo el mundo
(incluido usted) sabe”. Broca reconoci6 la superficialidad de su conclusién,
pero con el ahinco que le caracterizaba consiguié acumular 32 casos de afa-
sia a lo largo de los afios, y pudo delimitar con mayor precision el sitio de
la lesion, localizado en una pequena area del I6bulo frontal izquierdo, ahora
llamada area de Broca. Esta teoria fue confirmada por los cientificos alema-
nes Gustav Fritsch y Eduard Hitzig en 1870, que ademas localizaron la cor-
teza motora en perros. De este modo, la supersticiosa teoria frenoldgica se
fue desvaneciendo y la mas moderna de las localizaciones cerebrales
comenzaba su madurez. Actualmente, se considera que el cerebro posee
funciones bien localizadas como el habla, pero otras, como la memoria y la
inteligencia, se distribuyen en zonas amplias y diversas del 6rgano. En otros
términos, hay localizacion de ciertas funciones pero otras estan distribui-
das.

Emilio José Fernandez Espejo
Departamento de Fisiologia Médica y Biofisica, Universidad de Sevilla, Av. Sanchez Pizjuan 4,
E-41009 Sevilla, Spain. Tel: +34 954556584; Fax: +34 954551769; E-mail: efespejo@us.es
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