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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES.

A. Remision de originales.

La remision de originales se hara exclusivamente por correo
electronico a la direccion del editor o de cualquiera de los
miembros del comité editorial. Se puede utilizar cualquier
procesador de texto, programa y formato grafico, aunque es
preferible remitir el manuscrito en formatos usuales. En todo
caso deben indicarse en la carta de remision los formatos
empleados para texto, tablas, graficos y fotografias. La utili-
zacion de formatos poco usuales retrasara la publicacion. En
caso de emplear algln sistema de compresion para fotogra-
fias o graficos, debe comprobarse que la descompresion no
deteriora la calidad de las imagenes. La carta de remision
debe incluirse en el cuerpo del mensaje electronico y el ori-
ginal y las figuras en forma de archivos anexos. El texto del
articulo debe adjuntarse como un Unico archivo, incluyendo
la pagina con el titulo, el texto principal, bibliografia, etc.
Cada tabla o figura debe remitirse en un anexo independien-
te, nombrando cada anexo con el nombre del primer autor y
el nimero de tabla o figura que contenga (ejemplo:
Cunqueiro-Fig.1).

B. COMPOSICION DE LOS ORIGINALES.
1. Primera pagina.

Titulo, Autores, Filiacion de los autores y Autor y direccion
para correspondencia si procede (incluir nimeros de teléfo-
no y fax, y una direccion de correo electrdnico).

2. Segunda pagina.

Sumario, si procede, en una extension no superior a 200
palabras, en el mismo idioma que el resto del articulo.
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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 especiali-
zacion. El procedimiento mas simple es tomar como ejemplo
cualquier articulo publicado previamente en Fisiologia. En caso de
no disponer de ningln ejemplar, puede solicitarse a cualquiera de

c.Pies de figuras. Deberan incluirse a continuacion de la biblio-
grafia y en paginas aparte.

d.Figuras. Su nimero no debera ser superior a 2-3 por articulo,
y el tamafio maximo aceptado sera el de una hoja impresa (DIN-
A4). En el caso de figuras previamente publicadas, si fuere nece-

sario, debera acompafarse autorizacion para su reproduccion en

los miembros del comité editorial o a la Secretaria SN
Fisiologia.

(andres.morales@ua.es) para ser incluido en la lista de distribu-
cion. Alternativamente, consultar los articulos de los nimeros
anteriores en http://www.seccff.org.

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 divulgati-
va, cada autor podra organizar el texto en la forma que crea mas
oportuna, si bien se sugiere una division en secciones que facili-
te su lectura.

4, Otros.
a.Notas. (si las hubiere) y agradecimientos.

b.Bibliografia. Las referencias, muy seleccionadas, se inserta-
ran en el cuerpo del texto entre paréntesis (ejemplo: Chacon y
Mairena, 1999). La relacion completa de referencias bibliograficas
debera incluirse al final del texto, por orden alfabético y cronold-
gico, de acuerdo a los formatos mas habituales. Ejemplo: Gomez
J, Belmonte J (1910) Deciphering bullfighting. J Taurom 57: 200-
235.
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El Fisidlogo Bernat Soria,

Editorial

Ministro de Sanidad y Consumo

El pasado mes de julio, mientras los fisiélogos espanoles cele-
brabamos el XXXIV Congreso de la SECF en Valladolid, recibi-
mos la noticia de que el Dr. Bernat Soria, catedratico de
Fisiologia de la Universidad Miguel Hernandez de Elche y ex
Presidente de la SECF —a cuya Junta Directiva pertenecié entre
1997 y 2003—, habia sido nombrado Ministro de Sanidad y
Consumo. Bernat Soria es uno de los nhombres importantes de
la Fisiologia espafiola de los ultimos 25 afos. Si bien su traba-
jo en relacién con las posibilidades terapéuticas de las células
troncales es el que le ha proporcionado un gran reconocimien-
to social y una gran repercusion mediatica, esta parte de su
actividad cientifica Unicamente ha ocupado la ultima década,
mientras lo compaginaba con el estudio de la fisiologia del islo-
te de Langerhans y la regulacion de la secrecion de insulina.
En realidad, éste Ultimo ha sido el tema de investigacion que
ha ocupado la mayor parte de la larga trayectoria investigado-
ra de Bernat Soria. Su grupo de investigacion, primero en la
Universidad de Alicante y posteriormente en la Universidad
Miguel Hernandez de Elche, fue pionero en el estudio del aco-
plamiento estimulo-secrecion en las células p pancreaticas,
caracterizando la dindmica de las sefales de calcio intracelular
([Ca2+];) en respuesta a la glucosa y su relacion con la activi-
dad eléctrica, e identificando el codigo de [Ca2+]; que induce la
secrecion de insulina. Posteriormente, su grupo fue también
pionero en estudiar las sefiales de [Ca2+]; producidas por glu-
cosa en las células o y § del islote de Langerhans mediante
microscopia confocal, y su relacion con las secreciones de glu-
cagon y somatostatina.

Como él mismo ha reconocido, su vision como fisidlogo ha
resultado clave también para sus hallazgos en relacion con las
células madre, de los que el ejemplo mas significativo lo cons-
tituye la obtencion de células secretoras de insulina a partir de
células troncales embrionarias de ratdn, y lograr con ellas la
normalizacion de la glucemia en ratones diabéticos, uno de los
trabajos mas citados en el campo de la potencialidad de las
células troncales en la terapia de la Diabetes Mellitus.

Su actividad cientifica previa le ha valido un merecido recono-
cimiento nacional e internacional, habiendo sido premiado con
la Medalla de Oro de la Real Academia de Medicina, el Premio
Alberto Sols de Investigacion y el Premio al Mejor Investigador
Basico de la Sociedad Espaiiola de Diabetes. Ha sido, ademas,
Presidente de la Sociedad Espafiola de Ciencias Fisioldgicas
(1999-2001), de la Sociedad Espanola de Diabetes (2000-
2004), la Sociedad Espafiola de Biofisica (1997-2000) y la
Federacion Europea de Sociedades de Biofisica (2003-2005).

DE SANIDAD
¥ CONSL MO

El nombramiento de Bernat Soria como Ministro de Sanidad y
Consumo constituye un motivo de alegria para todos los fisio-
logos, por lo que significa la implicacion de un colega en tare-
as de responsabilidad en el gobierno de Espafia, y que inevita-
blemente nos lleva a rememorar la figura de Juan Negrin. Por
otra parte, porque es la primera vez, al menos desde la tran-
sicién, que en Espafia hay un ministro de Sanidad con una
larga trayectoria en investigacion basica en Biomedicina, que
conoce los retos que nuestra ciencia biomédica tiene que supe-
rar para alcanzar la vanguardia internacional, y que sabe de la
importancia y la necesidad de que esa investigacion sea tras-
lacional, de manera que la interaccion entre la ciencia basica y
la clinica caminen mas unidas y se traduzcan, mas rapidamen-
te, en beneficios directos para los pacientes. Aunque el perio-
do durante el cual Bernat Soria tendra responsabilidad minis-
terial pudiera ser necesariamente corto, sus actuaciones no
parecen propias de un ministro de transicion, y ya ha tomado
decisiones de Gobierno realmente importantes y de gran signi-
ficacion en la politica sanitaria. Por todo ello, desde aqui y
como compaiieros, le deseamos mucha suerte en su nueva
actividad.

XXXIV Congreso de la Sociedad Espaiola de
Ciencias Fisioldgicas. valladolid, 3 al 7 de Julio de 2007

El pasado Julio se celebrd en Valladolid el XXXIV Congreso de
la Sociedad Espanola de Ciencias Fisioldgicas. El congreso se
realizd en el Palacio de Congresos Conde Ansurez, un viejo
palacio que en su dia acogiera el matrimonio de Isabel de
Castilla y Fernando de Aragon y que hoy dia es centro de reu-
niones de la vieja Universidad de Valladolid. Las sesiones, que
duraron 4 dias completos, comenzaban a las 9 de la mafiana y
terminaban mas alld de las 19:30 h con la Unica pausa del

almuerzo, lo que permitié abarcar el ambicioso programa pro-
puesto.

La reunidén atrajo a Valladolid a un total de 278 congresistas,
un 30% de los cuales fueron estudiantes en formacion. De
éstos, un 20% recibid una beca de viaje. Un 13% de los asis-
tentes provino de Universidades y centros de investigacion
extranjeros, fundamentalmente de Inglaterra y EE.UU, aunque



también de otros paises como Italia, Méjico o Arabia Saudita.
Las lenguas oficiales de la reunion fueron tanto el inglés como
el espanol, aunque la mayoria de las presentaciones se hicie-
ron en inglés. Ciertamente el nimero de participantes, espe-
cialmente el nimero de congresistas extranjeros, fue inferior al
de las reuniones de Tenerife o Sevilla, un factor probablemen-
te debido a la coincidencia de nuestro congreso con otras reu-
niones importantes del area de la Fisiologia y la Neurociencia.

En resumen, el contenido cientifico del congreso estuvo com-
puesto por 4 conferencias plenarias, 10 simposios, 3 “works-
hops”, 9 sesiones de comunicaciones orales y las habituales
presentaciones en forma de pdster. Se presentaron 46 ponen-
cias en los diferentes simposios, 12 presentaciones en los
“workshops”, 46 comunicaciones orales y 124 comunicaciones
en forma de poster, sumando un total de 232 presentaciones.

Las 4 conferencias plenarias se iniciaron con la presentada por
el Prof. Juan Carlos Romero, del Mayo College of Medicine,
quien recibié el Premio Juan Negrin de la SECF. El Prof. Romero
repaso brevemente el papel del estrés oxidativo, el balance de
sodio y la hipertension y agradecié sentidamente el premio,
recordando la figura del Prof. Juan Negrin asi como sus vincu-
los personales y profesionales con Espafia. El Prof. Ole H.
Petersen, actual Presidente de la Physiological Society, hizo
una revision exhaustiva de los avances en el conocimiento de
la sefial de calcio y en particular del papel del calcio en los pro-
cesos de secrecion. El Prof. José Ramén Naranjo, actual direc-
tor del Centro Nacional de Biotecnologia del CSIC, nos llevo a
través de un delicioso viaje molecular para explicar como el
diminuto i6n Ca2+ puede regular tan dispares funciones fisiold-
gicas a través de la activacion de distintos factores de trans-
cripcion y la expresion de genes especificos. Finalmente, el
Prof. Eduardo Marban, de la Johns Hopkins University, nos
habl6 de la posibilidad de la regeneracion cardiaca utilizando
células madre, una brillante charla que suscitd mucha aten-
cion, incluida la atencién mediatica.

El profesor O.H. Petersen, durante su intevencion.
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El Prof. Juan Carlos Romero (Mayo College of Medicine), recibe el galardén Juan
Negrin 2007 de manos del presidente de la Sociedad, Constancio Gonzalez,
acompafiado por la nieta del Prof. Negrin, Carmen Negrin.

El nimero de simposios y workshops fue deliberadamente ele-
vado para intentar atraer todas las areas pujantes de la fisio-
logia. Los simposios y sus organizadores fueron los siguientes:

* Tréfico de proteinas de membrana. (Dres. Villarroel y
Murrell-Lagnado)

. Radicales libres y envejecimiento. (Dres. Vifia y Mann)

. Apetito y sistema endocanabinoide. (Dres. Viveros y
Kirkham).

Ca?* flow in pmole/l calls’s

Gareia, Garcia-de-Diego, Gandia,
Borges & Garcia-Sancho
Physiol Rev 86, 1093-1131, 2006

Villalobos, MNunez, Menters, Gercia Morga,
Chamero, Alvarez & Garcia- Sancha
FASEB ] 16, 343-13, 2002
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. Canales i6nicos y funcién sensorial. (Dres. Gomis y
McNaughton).
. Fisiologia del ejercicio. (Dres. Gallego y Jackson).
. Receptores de hormona tiroidea. (Dres. Bernal y
Williams).
. Sefial de calcio. (Dres. Rosado y Sage).
. Fisiopatologia ocular. (Dres. Gasull y Strauss).
. Transporte idnico y quinasas. (Dres. Giménez y Alessi).
. Avances en investigacion cardiovascular. (Dres. Tamargo y
Weston).
Ademas, se celebraron diversos “workshops” sobre aspectos
novedosos de importancia creciente en el area de las Ciencias
Fisioldgicas.

. Patentes y propiedad intelectual (Dres. Echevarria y
Garcia-Sancho). Este interesante “workshop” traté de
inculcar en los asistentes la necesidad de proteger la pro-
piedad intelectual. El taller fue muy formativo al estar
presentado por profesionales de la proteccion intelectual,
aunque desafortunadamente, la asistencia no fue mayori-
taria y se tendra que insistir en este tema en futuras reu-
niones.

. Técnicas de imagen en Fisiologia (Dres. Llopis y

Stiihmer). Este “workshop” presentd los ultimos avances

en técnicas de imagen celular y subcelular y fue atendido

masivamente por los congresistas.

Ensefianza de la Fisiologia. (Dres. Gonzalez y Morales). A

pesar de celebrarse el Ultimo dia del congreso, en sabado

por la mafiana y tras la cena de gala, este workshop tuvo
numerosos participantes y fue un gran éxito.

Se presentaron 46 comunicaciones orales en las 9 sesiones
que incluian todos los topicos de la Fisiologia incluyendo
Canales Iobnicos, Sefalizacion Celular, Fisiologia Vascular,
Fisiologia Respiratoria, Neurofisiologia, Endocrinologia y
Metabolismo y finalmente Desarrollo y Plasticidad. En general,
todas las sesiones tuvieron gran éxito de audiencia y las comu-
nicaciones fueron de gran calidad cientifica.

Los posters atrajeron mucha atencién y las salas de presenta-
cion estuvieron siempre llenas de publico. Una comision de la
SECF selecciond los 3 mejores pdsters de entre todos los pre-
sentados, aunque hay que aclarar que se excluyeron los pds-

ters presentados por miembros locales o aquellos que habian
sido ya premiados en forma de beca. La comisidn seleccion6
los posters presentados por Margarita Segovia (Universidad de
Sevilla), Gertrudis Perea (Instituto Cajal) y Hanna Ahyayauch
(Universidad del Pais Vasco). Enhorabuena a todos ellos.

A la parte estrictamente cientifica del congreso se afadié el
programa social, incluyendo la ceremonia de bienvenida en el
Palacio de Santa Cruz, viejo palacio renacentista y sede del
rectorado de la universidad de Valladolid; la agradable visita a
las Bodegas Arzuaga, en el corazén de “La Ribera del Duero”,
y la excelente cena de gala celebrada en el casino de Castilla
y Ledn, en el cercano municipio de Boecillo, que muchos con-
gresistas aprovecharon para tentar a la suerte. Durante la
cena, ademas de una presentacidon audiovisual sobre el con-
greso, hubo unas merecidas palabras de sincero agradecimien-
to a las personas mas implicadas en la organizacién del even-
to y que han dedicado numerosas horas de intenso trabajo
para el éxito de la reunidén: el Presidente del comité organiza-
dor, Prof. Constancio Gonzdlez y la Secretaria, Dra. Lucia
Nufez. A ellos, de verdad, gracias. Por otro lado, durante el
desarrollo del congreso saltd la noticia de la designacion del
Prof. Bernat Soria -notable miembro de la Sociedad- como
nuevo ministro de Sanidad y Consumo, que fue comentada
vivamente por los congresistas.

Para acabar esta resefia, recordar que también, y como viene
siendo habitual, se celebrd la reunién de la Sociedad Espariola
de Ciencias Fisioldgicas. En ella, aparte de resumir la actividad
de la Sociedad en los 2 afos anteriores y aceptar altas y bajas
de socios, se renovd la Junta y se agradecié a los miembros
salientes su desinteresada colaboracién. Especialmente al
Presidente y Secretario salientes, Profs. Rafael Alonso Solis y
Andrés Morales. Se agradeci6 asimismo la creacién de la pagi-
na Web por parte del Dr. Rafael Fernandez-Chacdn y la exce-
lente labor del editor de la revista Fisiologia, boletin de la SECF,
Dr. Angel Nadal. Finalmente se anunci6 la celebracién del pré-
ximo congreso de la SECF en un entorno magnifico: la Ciudad
de las Artes y las Ciencias de Valencia. iAlli os esperamos a
todos!

Carlos Villalobos
IBGM, Valladolid

Actualizacion

El incremento patologico de la presion intraocular, determinada por el volumen de humor acuoso en el interior
del globo ocular, constituye el principal factor de riesgo para el desarrollo de glaucoma. La red trabecular regu-
la el drenaje del humor acuoso hacia el exterior del globo ocular. Su funcion es critica para el mantenimiento
de una correcta presion intraocular que permita la funcién visual normal y no dafie las estructuras de la retina
y el nervio optico. Esta revision discute los mecanismos descritos en los Gltimos afos que gobiernan la funcién
de la red trabecular, sus implicaciones en la fisiopatologia del glaucoma y las nuevas aproximaciones terapéu-

ticas a las que estan dando lugar

Fisiologia de la red trabecular y su
implicacion en la fisiopatologia del glaucoma. xavier Gasul

El glaucoma no es una entidad clinica aislada, si no que englo-
ba un grupo de neuropatias oftalmicas caracterizadas por una
degeneracion progresiva de las células ganglionares de la reti-
na y de sus axones, que forman el nervio dptico. La degenera-
cion del nervio dptico se traduce en una pérdida progresiva e
irreversible del campo visual que finalmente puede llegar a
provocar ceguera. El glaucoma es una de las patologias ocula-
res mas frecuentes a nivel mundial, siendo la primera causa de
ceguera neurodegenerativa y la segunda tras las cataratas. Se
calcula que alrededor de 70 millones de personas en el mundo

padecen glaucoma y otros 100 millones presentan hipertension
ocular, el principal factor de riesgo para su desarrollo. La etio-
logia del glaucoma es variada, existiendo glaucomas con dife-
rentes caracteristicas, aunque generalmente se clasifican en
dos grandes grupos: glaucoma de angulo abierto y de angulo
cerrado. En ambos casos, el problema inicial reside en una dis-
minucion en el drenaje del humor acuoso, que se acumula y
produce un aumento de la presion intraocular (IOP > 21
mmHg), lo que conduce con frecuencia al desarrollo de un
glaucoma (Weinreb y Khaw, 2004).



Fisiologia del humor acuoso y la red trabecular

El humor acuoso fluye continuamente desde la camara poste-
rior hacia la cdmara anterior del ojo como consecuencia del
equilibrio entre su produccion, a nivel de los procesos ciliares,
y su eliminacion en el angulo iridocorneal (Fig. 1). Este equili-
brio permite sus dos funciones principales: nutrir las estructu-
ras avasculares (fundamentalmente, la cornea y el cristalino) y
mantener una adecuada presion intraocular, siendo ésta con-
secuencia directa del volumen de humor acuoso contenido en
el interior del globo ocular (Llobet y cols., 2003). En el vérti-
ce del angulo iridocorneal (formado por la cornea y la base del
iris) se encuentran las dos vias principales de drenaje del
humor acuoso: 1) la via uveoescleral, que es independiente de
la presion intraocular y permite el drenaje del humor acuoso
hacia el interior de la esclera al pasar entre las fibras del mus-
culo ciliar y 2) la via trabecular, dependiente de la presion
intraocular, que filtra el humor acuoso a través de la red trabe-
cular hacia el canal de Schlemm hasta llegar a las venas acuo-
sas y la circulacion venosa (Fig. 1). Asi, en humanos, alrede-
dor del 80% del humor acuoso fluye a través de la red trabe-
cular, un tejido formado por varias capas de células y matriz
extracelular dispuestas de manera perpendicular al flujo del
humor acuoso (Lutjen-Drecoll, 1999).

El paso del humor acuoso a través de la red trabecular y el
endotelio del canal de Schlemm es el proceso clave que deter-
mina la presién intraocular: si el flujo de evacuacién del humor
acuoso es normal, la presidn intraocular se mantiene dentro de
los valores fisioldgicos (15-16 mmHg). Cuando el acceso del
humor acuoso hacia el angulo iridocorneal esta dificultado
(como en el glaucoma de angulo cerrado) o bien la porosidad
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del tejido trabecular es menor e impide el drenaje (glaucoma
de angulo abierto), el humor acuoso se acumula, la presion
intraocular aumenta y existe un alto riesgo de lesién del ner-
vio dptico. En el glaucoma de angulo cerrado el aumento de la
presion intraocular se produce por anomalias estructurales del
angulo iridocorneal que obstaculizan el drenaje del humor
acuoso, mientras que en el glaucoma de angulo abierto, las
estructuras iridocorneales son anatémicamente normales y la
presion intraocular aumenta por alteraciones en la funcion de
la red trabecular.

La red trabecular puede dividirse en tres partes (Fig. 1). La
mas interna, en contacto directo con la cdmara anterior, es el
trabéculo uveal, que se extiende desde la base del iris hasta la
cérnea (Lutjen-Drecoll, 1999). A continuacion se encuentra el
trabéculo corneoescleral o intermedio, que, al igual que el
uveal, estd formado por distintas capas de lamelas de tejido
conectivo (coladgeno vy fibras eldsticas) recubiertas de células
trabeculares. Por Ultimo, la parte mas externa del trabéculo es
el trabéculo cribiforme o yuxtacanalicular, en contacto con el
endotelio del canal de Schelmm (Lutjen-Drecoll, 1999). En la
parte posterior, el trabéculo recibe las prolongaciones de los
tendones del musculo ciliar, que se insertan a este nivel, de
manera que la contraccién-relajacion del musculo ciliar duran-
te los fendmenos de acomodacion modifica la permeabilidad
del tejido. De hecho, en este mecanismo se basa la utilizacion
de farmacos colinérgicos como la pilocarpina, que contraen el
musculo ciliar y aumentan la permeabilidad del trabéculo, con
lo que se facilita el drenaje del humor acuoso y disminuye la
presion intraocular. El trabéculo cribiforme es la parte de la red
trabecular que ofrece la mayor resistencia al paso del humor
acuoso debido a la gran densidad de matriz extracelular que
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Figura 1: El humor acuoso y sus vias de drenaje.

El humor acuoso se forma en los procesos ciliares a partir de un filtrado de la
sangre arterial y se secreta a la cdmara posterior. Desde aqui, cruza la pupila
para rellenar la cdmara anterior (arriba, izquierda). A nivel del angulo iridocorne-
al, formado por la interseccion de la cérnea y la esclera con la base del iris, se
encuentran las vias de evacuacion del humor acuoso. La ampliacion del esque-
ma muestra las vias trabecular y uveoescleral de evacuacion del humor acuoso.
La via trabecular comprende el paso del humor acuoso a través de la red trabe-
cular para llegar al canal de Schlemm y las venas acuosas. En la via uveoescle-
ral, el humor acuoso abandona la cdmara anterior a través de las fibras del mds-
culo ciliar, sobretodo cuando éste se encuentra relajado, mientras que su con-
traccion aumenta el flujo de evacuacion por la via trabecular. El esquema inferior
(izquierda, abajo) muestra la estructura de la red trabecular con sus diferentes
capas celulares que debe atravesar el humor acuoso desde la camara anterior
para llegar a la luz del canal de Schlemm, tras superar la capa de células endo-
teliales.
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rodea las células trabeculares. Tras atravesar la red trabecular,
las células endoteliales del canal de Schlemm forman vacuolas
gigantes que contienen el humor acuoso y que pueden llegar
a formar pequenos canales transcelulares por donde pasa el
fluido hacia la luz del canal. Este proceso esta finamente regu-
lado por la presién intraocular, de manera que, a valores bajos
de presion intraocular, la formacién de vacuolas es menor, pero
presiones demasiado altas pueden colapsar su formacion.
Ademas de la formacion de vacuolas, se ha sugerido una via
de paso alternativa del humor acuoso entre las uniones de las
células endoteliales (via intercelular).

Mecanismos de regulacion del flujo de humor acuoso

En la dltima década, numerosos estudios han demostrado que
la red trabecular, lejos de ser un mero filtro del humor acuoso,
realiza numerosas funciones que permiten el correcto paso del
fluido (Llobet y cols., 2003). De este modo, diferentes meca-
nismos regulan el flujo del humor acuoso a través de la red tra-
becular, como por ejemplo, la contraccién-relajacién de las
células, cambios en el volumen o la forma celular o la compo-
sicién de la matriz extracelular y su regulacion por las células
trabeculares (Fig. 2).

Entre las diferentes funciones de las células trabeculares, cabe
destacar su capacidad fagocitica. Multitud de productos que
fluyen junto con el humor acuoso son retenidos en la red tra-
becular y fagocitados. Esta funcion de las células trabeculares
es imprescindible para el correcto mantenimiento del drenaje
del humor acuoso, manteniendo libre esta via de evacuacion
ademas de eliminar ciertos productos que podrian llegar a la
circulacién venosa. En algunos casos como en el glaucoma
pseudoexfoliativo, los depositos de material microfibrilar que
se desprenden de la superficie del iris 0 de otros tejidos que
rodean la cdmara anterior, se acumulan en la red trabecular
superando la capacidad fagocitica de las células trabeculares y
obstruyendo finalmente el paso del humor acuoso.

Ademas de su funcién fagocitica, las células trabeculares regu-
lan la matriz extracelular en la que estan imbuidas mediante
un fino equilibrio entre la produccién de diferentes componen-
tes de la matriz (coladgeno, elastina, laminina, fibronectina y
heparanproteoglycanos, entre otros) y la secrecidn de diferen-
tes metaloproteinasas que degradan estas proteinas (Yue,
1996). El correcto equilibrio entre estos dos procesos permite
una matriz extracelular cuya composicion es idénea para el fil-
trado del humor acuoso. Cuando este equilibrio se rompe, se
originan algunos tipos de glaucoma como por ejemplo el glau-
coma inducido por esteroides (ej. dexametasona) . En este
caso, los cambios en la expresidon génica producen la remode-
laciéon de la matriz extracelular mediante un exceso de produc-
cion de ciertas proteinas (ej. colageno), alteraciones en la
secrecién de metaloproteinasas y en la capacidad fagocitica de
las células, lo que lleva a un aumento de la resistencia al paso
del humor acuoso y a hipertension ocular. De un modo similar,
se ha encontrado niveles elevados de isoformas de TGF-§ en
el humor acuoso de pacientes con glaucoma. Su accion a nivel
de la red trabecular produce cambios en la composicion de la
matriz extracelular (similares a los que producen los esteroi-
des), ademas de inducir un fenotipo fibroblastico en las célu-
las trabeculares y disminuir su capacidad proliferativa, pudien-
do contribuir a la aparicion de glaucoma de angulo abierto
(Fleenor y cols., 2006).

Otro mecanismo de regulacion del paso del humor acuoso a
través de la red trabecular se basa en el tono contractil de las
células trabeculares (Wiederholt vy cols., 2000). Numerosas
sustancias (endotelina, bradikinina, ATP, serotonina, adenosi-
na) que se encuentran en el humor acuoso, secretadas por los
tejidos adyacentes a la camara anterior o por las mismas célu-
las trabeculares de manera paracrina, se unen a receptores de
membrana en estas células y activan procesos de contraccion
mediados por la activacién de la via de la Rho / Rho-kinasa
(Rao vy cols., 2007). La activacion de esta via, modulada tam-
bién por elevaciones en el calcio intracelular a través de calmo-

Figura 2: Mecanismos de regulacién de la funcion trabecular. Esquema de los mecanismos que intervienen en la regulacion de la funcion trabecular y su implicacion
en el drenaje del humor acuoso y la presion intraocular. Las alteraciones en el equilibrio entre los diferentes mecanismos implicados conducen a hipertension ocular

y glaucoma.
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dulina, produce la fosforilacién de la cadena ligera de la miosi-
na que lleva a la contraccion celular mediante la polimerizacion
de actina y la formacién de adhesiones focales. A nivel funcio-
nal, se producird una disminucion en el drenaje del humor
acuoso a través de la via trabecular. Por el contrario, la relaja-
cion celular mediada, por ejemplo, por el éxido nitrico o por
sustancias que activan la sintesis de AMPc, produce el efecto
opuesto, aumentando el drenaje del humor acuoso (Gilabert y
cols., 1997). Actualmente se encuentran en desarrollo nume-
rosos farmacos que modulan estas vias, como inhibidores de
Rho-kinasa o farmacos que despolimerizan el citoesqueleto de
actina, lo que previene la contraccién celular.

El volumen de las células trabeculares constituye otro factor
clave en la regulacién del paso del humor acuoso a través de
la red trabecular. Asi, aumentos en el volumen celular reducen
el flujo de evacuacién del humor acuoso, mientras que dismi-
nuciones en el volumen celular producen el efecto contrario
(Gual vy cols., 1997). Diferentes estudios han demostrado que
las células trabeculares modulan su volumen mediante la acti-
vacion de ciertos canales ionicos y cotransportadores (canal de

CI” activado por swelling, canal de K+ dependiente de Ca2+,

transportador Na+/K+/2CI", etc.) para mantener un correcto
flujo de evacuacion (Soto vy cols., 2004; Comes y cols., 2006).
Ademas, ciertos agonistas que estimulan la sintesis de AMPc
disminuyen el volumen celular, lo que se correlaciona con
aumentos en el flujo de evacuacion. Asi, parece que ademas
de los procesos de contraccion-relajacion, el volumen celular
es otro proceso importante en la regulacion del flujo de eva-
cuacion del humor acuoso (Soto y cols., 2004).

De manera parecida a lo que ocurre en el endotelio vascular,
la accion mecanica (shear stress) del flujo de humor acuoso a
través de la estructura de la red trabecular y las variaciones
fisiologicas de la presion intraocular, estimulan determinados
procesos celulares como la liberacion de ATP, CTGF (factor de
crecimiento del tejido conectivo), interleukina-6 o diferentes
metaloproteinasas (MMP-2 y MMP-14) por parte de las células
trabeculares, indicando una respuesta homeostatica del tejido.
Asimismo, nuestro grupo describié que cambios en la tension
de la membrana de las células trabeculares (stretch) activan el
canal de potasio de alta conductancia dependiente de calcio
(BKc,), mediando la relajacion celular frente a posibles incre-
mentos en la presion intraocular (Gasull y cols., 2003). Por
otra parte, la presion elevada produce cambios en la expresion
de numerosas proteinas que modifican la funcionalidad del
tejido (Gonzalez vy cols., 2000). De este modo, cuando la pre-
sion intraocular llega a valores patoldgicos debido a diferentes
agresiones, la respuesta homeostatica del tejido no es sufi-
ciente para normalizar los valores de presion y el tejido pierde
su capacidad para regular la eliminacién del humor acuoso.

Otros estudios han puesto de relevancia la importancia del
canal BK¢, en la modulacién de la evacuacion del humor acuo-
so, dado que este canal es la diana directa o indirecta de
numerosos compuestos, ademas de participar en la regulacion
del volumen celular y ser activado por el stretch. Asi, se ha
demostrado que el GMPc media los efectos del NO a través de
la activacion de este canal; los canabinoides también activan el
BKc, relajando el tejido trabecular y la activacién del receptor
de prostaglandinas EP, ejerce efectos similares (Stumpff y
cols., 2005). Diferentes farmacos que actuan sobre estas vias
han sido propuestos como antiglaucomatosos y estan en fase
de desarrollo.

Farmacologia para el control de la presion intraocular

Aungue en los humanos la via trabecular es la responsable de

drenar el 80% del humor acuoso, no existen farmacos en la
actualidad que aumenten el flujo de evacuacion por esta via y
tengan un efecto hipotensor (Ferrer, 2006). Los farmacos
comerciales actuales acttan: 1) disminuyendo la produccion
de humor acuoso, como los antagonistas P-adrenérgicos
(timolol), los inhibidores de la anhidrasa carbonica (acetazola-
mida, dorzolamida) o los agonistas o,-adrenérgicos (brimoni-
dina, apraclonidina); 2) aumentando el drenaje del humor
acuoso por la via uveoescleral (minoritaria), como por ejemplo
los andlogos de prostaglandinas como el latanoprost
(Xalatan®). Sdlo los farmacos colinérgicos como la pilocarpina
aumentan el flujo de humor acuoso por la via trabecular, aun-
que su efecto es indirecto al inducir la contraccion del muscu-
lo ciliar.

Nuevas aproximaciones terapéuticas

Los avances en la descripcion de los mecanismos de regulacion
del flujo de humor acuoso a través de la red trabecular estan
permitiendo el desarrollo de nuevos farmacos como los depo-
limerizadores de actina (latrunculinas), los inhibidores de
Rho/Rho-kinasa (Y-39983) y los inhibidores de la actividad
ATPasa de la miosina II (blebbistatina) (Ferrer, 2006). Como se
mencionod anteriormente, otros farmacos en desarrollo se diri-
gen a activar el canal idnico BK., de manera directa (NS-1619;
NS-004) o indirecta a través de la activacion de receptores
para canabinoides (WIN55212-2; CP-559940) o de prostanoi-
des (AH-13205). Agonistas de adenosina y dinucledtidos tam-
bién se han propuesto como posibles farmacos antihipertensi-
vos (Soto vy cols., 2005).

La terapia génica mediante el uso de adenovirus modificados
o lentivirus con versiones dominantes negativas de RhoA,
ROCK o proteinas reguladoras del citoesqueleto de actina es
otra estrategia terapéutica alternativa (Rao y cols., 2005;
Grosheva vy cols., 2006). Tras la inyeccidon en la camara ante-
rior, se aprovecha el flujo de humor acuoso a través de la red
trabecular para infectar las células de este tejido sin afectar
células vecinas. Finalmente, nuestro grupo ha propuesto el uso
terapéutico de proteinas de transduccidn para introducir pépti-
dos o proteinas en el interior de las células trabeculares que
modifiquen su funcién y aumenten el flujo de evacuacion del
humor acuoso (Gomez-Cabrero y cols., 2005). Se ha demos-
trado que proteinas de fusidn que contienen la secuencia pep-
tidica TAT, derivada de un factor de transcripcion del virus VIH,
pueden atravesar la membrana plasmatica e introducir su
cargo en el citoplasma. De este modo, la introduccion de pro-
filina I (proteina de unidén a actina) unida a PTD4 (protein
transduction domain 4) en las células trabeculares, modifica el
citoesqueleto de actina y aumenta el flujo de evacuacion del
humor acuoso en segmentos anteriores perfundidos in vitro
(Gomez-Cabrero vy cols., 2005). Del mismo modo, la aplicacion
tépica corneal en ojo de conejo del péptido de transduccion
PTD4-profilina es capaz de atravesar la estructura corneal y
disminuir la presion intraocular, probablemente tras incremen-
tar el flujo de evacuacion del humor acuoso (Morales y cols.,
2007). Estos estudios muestran la utilidad de las técnicas de
transduccion de proteinas en el ojo y constituyen una nueva
estrategia terapéutica en la blsqueda de nuevos farmacos mas
efectivos en el control de la presion intraocular y el glaucoma.

Bases genéticas del glaucoma

En los Ultimos afios se ha descrito hasta cuatro genes diferen-
tes asociados a diferentes tipos de glaucoma. El primero que
se identificd fue el gen de la miocilina (también llamado TIGR
por trabecular meshwork inducible glucocorticoid response,
Stone vy cols., 1997). Esta proteina, de funcidn desconocida
todavia, es producida y secretada al medio extracelular por las
células trabeculares. Su expresion se induce por glucocorticoi-
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des o por stretch mecanico debido a presiones intraoculares
elevadas. Ademas, mutaciones en el gen de la miocilina se
asocian a glaucoma juvenil de angulo abierto. El segundo de
los genes implicados es CYP1B1, ligado a la familia CYP1 del
complejo citocromo P450, y cuyas mutaciones se han asocia-
do a glaucoma congénito primario (Stoilov y cols., 1997). La
optineurina (optic neuropathy-inducing protein) es el tercer
gen ligado a glaucoma, en este caso a glaucoma primario de
angulo abierto (Rezaie vy cols., 2002). Esta proteina se expre-
sa en las células trabeculares, en células del epitelio ciliar no
pigmentado y se encuentra en el humor acuoso.
Disminuciones en su expresion se han asociado a la aparicion
de glaucoma. Recientemente, polimorfismos en el gen LOXL1
incrementan el riesgo de aparicién de glaucoma pseudoexfo-
liativo, un tipo de glaucoma secundario de angulo abierto
(Thorleifsson y cols., 2007). Aunque su funcién es todavia
bastante desconocida, el producto de este gen estaria implica-
do en catalizar la formacién de fibras de elastina. Sin embar-
go, menos de un 10% de los casos de glaucoma tienen una
causa genética, por lo que es necesario identificar si hay otros
genes implicados en las formas mas frecuentes de glaucoma,
o bien determinar si esas formas de glaucoma no tienen una
base genética.

Conclusiones

Como se ha descrito, el equilibrio entre los diferentes mecanis-
mos implicados en la funcién de la red trabecular es clave para
el mantenimiento de una correcta presién intraocular (Fig. 2).
Diferentes situaciones patoldgicas, alteraciones genéticas o el
tratamiento con ciertos agentes farmacoldgicos provocan la
disfuncién del tejido trabecular, la hipertension ocular y el glau-
coma. Los avances en la identificacion de los mecanismos fisio-
l6gicos implicados en la funcién trabecular, han permitido un
mayor conocimiento de la fisiopatologia del glaucoma y el des-
cubrimiento de nuevas dianas terapéuticas que conduciran al
desarrollo de terapias mas efectivas para el control de esta
patologia.
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El estudio histoldgico detallado del ovario de animales tratados con antiinflamatorios no esteroideos plantea
nuevas perspectivas sobre el papel de las prostaglandinas en la ovulacion y en la mecanica del proceso ovula-

torio.

Prostaglandinas y Ovulacion. Maria Gaytan y Francisco Gaytan

Las prostaglandinas, que son mediadores clasicos de los pro-
cesos inflamatorios, estan reconocidas desde hace tiempo
como mediadores esenciales del proceso ovulatorio. La sinte-
sis de prostaglandinas en el foliculo preovulatorio depende de
la expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), que es inducida

por la secrecién preovulatoria de LH. El papel fundamental de
las prostaglandinas, sugerido inicialmente por la inhibicion far-
macoldgica de la COX-2 con anti-inflamatorios no esteroideos,
ha quedado plenamente establecido mediante la generacién
de ratones knockout para este enzima. Sin embargo, los meca-



nismos de accién y las dianas moleculares de las prostaglandi-
nas en el proceso ovulatorio no son bien conocidos. Aunque se
ha considerado, clasicamente, que los efectos antiovulatorios
de la inhibiciéon de la COX-2 se deben a una inhibicién de la
rotura folicular, el estudio histolégico detallado del ovario de
animales tratados con antiinflamatorios no esteroideos plantea
nuevas perspectivas sobre el papel de las prostaglandinas en
la ovulacion y en la mecénica del proceso ovulatorio.

Introduccion: el proceso ovulatorio

La ovulacién (es decir, la liberaciéon de ovocitos maduros, ferti-
lizables, desde el ovario) es un proceso complejo que consti-
tuye el evento central de la fisiologia ovarica. La ovulacién es
desencadenada por la secrecion preovulatoria de LH, que ocu-
rre hacia la mitad del ciclo menstrual en los primates y en la
tarde del proestro en los roedores de laboratorio. Dependiendo
de la especie, la ovulacién se produce entre 12 y 48 h después.
La secrecion preovulatoria de LH induce la expresidn coordina-
da de una serie de genes cuyos productos determinan una
secuencia de procesos fisioldgicos y morfolégicos en el folicu-
lo preovulatorio que determinaran, en ultimo extremo, la rotu-
ra folicular y la liberacion del ovocito.

En respuesta a la secrecion preovulatoria de LH, los foliculos
preovulatorios sufren una serie de procesos morfofuncionales
como son la expansién del cimulo, la reanudacién del proce-
so meidtico del ovocito, la rotura de la pared folicular y, final-
mente, la liberacién del complejo ovocito-cimulo al espacio
periovarico (Fig.1). A pesar del gran nimero de estudios que
se han centrado en este proceso, los mecanismos fisiolégicos
responsables de la rotura folicular y la ovulacion, asi como la
mecanica de este proceso no son bien conocidos. Las caracte-
risticas del proceso ovulatorio estan determinadas por la pecu-
liar estructura histolégica del ovario en los mamiferos. El ovo-
cito se encuentra encerrado en el interior del foliculo, rodeado
por un grupo especializado de células de la granulosa que
constituyen el cimulo (Fig.1). A su vez, el foliculo se encuen-
tra en el interior del ovario. Esto implica que para que se pro-
duzca la salida del ovocito al espacio periovarico se tiene que
producir, necesariamente, la rotura de la pared folicular y de
los tejidos superficiales del ovario. En este sentido, la ovula-
cién es un proceso Unico en el cual tejido ovarico sano tiene
que ser degradado, lo que ha llevado a considerar la ovulacion
como un proceso fisiopatoldgico, similar a una reaccién infla-
matoria aguda (Espey, 1980). Aunque se descart6 en un prin-
cipio, actualmente se considera que la contraccién de la capa
mas externa del foliculo (teca externa) es necesaria para que
se produzca un aumento de presion intrafolicular que determi-
ne la salida del ovocito. Esto parece constituir, sin embargo,
un mecanismo efector final que tiene que ser precedido por la
degradacién enzimatica de la pared folicular. El extenso proce-
so de remodelacién tisular que implica la rotura folicular
requiere la degradacion proteolitica de la matriz extracelular a
nivel de la zona de rotura en la superficie ovarica. Varios siste-
mas proteoliticos, tales como las metaloproteinasas de la
matriz (MMPs), los activadores del plasminégeno (PAs) y, mas
recientemente descritas, proteasas dependientes de la activa-
cion del receptor de progesterona como la ADAMTS-1 vy la
catepsina-L, se activan tras la secrecion preovulatoria de LH y
se ha propuesto que estan involucradas en el proceso ovulato-
rio (Ny y cols., 2002). La cascada proteolitica que es, en Ulti-
mo extremo, responsable de la rotura folicular, debe estar
estrictamente controlada, espacialmente localizada y temporal-
mente limitada, para asegurar la liberacién del ovocito, y a la
vez prevenir el posible dafio proteolitico en los tejidos ovaricos
perifoliculares. En este sentido, varios inhibidores proteoliticos
tales como los inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs) e inhi-
bidores del PA (PAIs) se expresan concomitantemente con las
enzimas proteoliticas durante el proceso ovulatorio (Goldman y
Shalev, 2004). Sin embargo, qué proteasa especifica cumple

Figura 1. Foliculos preovulatorios de rata, antes (A,B) y 9 horas después (C,D)
del tratamiento con hCG, en los que se aprecia la expansion del cimulo y la rea-
nudacién del proceso meidtico, inducidos por la gonadotropina.

un papel fundamental en el proceso ovulatorio permanece por
determinar, ya que los ratones con inactivacion selectiva de
genes individuales para proteasas no presentan alteraciones
de la ovulacion, lo que puede estar relacionado con la redun-
dancia de la actividad colagenolitica de las diferentes protea-
sas.

Un aspecto del proceso ovulatorio que, a pesar de su obvie-
dad, ha sido escasamente considerado, es la polarizacion del
foliculo durante la ovulacion. Para que la ovulacion sea efecti-
va, la rotura de la pared folicular se tiene que producir obliga-
toriamente por la cara folicular mas proxima a la superficie
ovarica (zona apical), permitiendo la liberacién del ovocito al
espacio periovarico (Fig.2A). Esto implica que la actividad pro-
teolitica responsable de la degradacion enzimatica de la pared
folicular esta espacialmente restringida a la zona apical, mien-
tras que la pared folicular no se degrada en las caras basola-
terales del foliculo. La presencia exclusiva en la superficie api-
cal del epitelio de superficie ovarico, hace de él un candidato
obvio para su participacion en la localizacion espacial de la
rotura folicular. En general, los mecanismos responsables de la
localizacién espacial de la rotura folicular son totalmente des-
conocidos. Esto se debe, al menos en parte, a que, hasta
fechas recientes, no se habian observado alteraciones especi-
ficas de la localizacién de la rotura folicular.

Prostaglandinas y ovulacion

Uno de los genes cuya expresion es inducida por la secrecion
preovulatoria de LH y que resulta fundamental en el proceso
ovulatorio, es el que codifica la prostaglandina G/H sintetasa o
ciclooxigenasa (COX), que es la enzima limitante en la sintesis
de prostaglandinas (Sirois y cols., 2004). La COX-2 es la isofor-
ma inducible de este enzima, mientras que la COX-1 se expre-
sa de forma constitutiva en la mayoria de los tejidos y parece
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Figura 2. A, esquema del proceso ovulatorio, mostrando la polarizacion del foli-
culo y la rotura folicular por la zona apical. B, tras la inhibicién de la sintesis de
prostaglandinas, la rotura folicular puede ocurrir por cualquier punto de la pared
folicular, y sélo aproximadamente 1/3 de los ovocitos son efectivamente ovula-
dos, mientras que los 2/3 restantes quedan atrapados en el interior del foliculo
o son liberados al intersticio ovarico. C, foliculo con rotura de la pared por la zona
basal y el cimulo atrapado en su interior, 9 horas después del tratamiento con
indometacina y una dosis ovulatoria de hCG.

desempeniar funciones homeostaticas. Existen numerosas evi-
dencias sobre la implicacion del sistema COX-2/prostaglandi-
nas en el proceso ovulatorio. La COX-2, asi como los recepto-
res de prostaglandinas, particularmente el tipo EP2, se expre-
san en los foliculos preovulatorios en respuesta a la LH y las
concentraciones de prostaglandinas son maximas alrededor
del momento de la ovulacion (Hedin y cols., 1987). Los anti-
inflamatorios no esteroideos, tanto no selectivos (que blo-
quean la actividad de la COX-1 y de la COX-2) como selectivos
(que bloguean a la COX-2), inhiben la sintesis de prostaglandi-
nas y la ovulacién (Espey y Lipner, 1994), la cual puede ser
restaurada mediante la administracion de prostaglandinas exo-
genas de la serie E (Gaytan y cols., 2002a). Ademas, los rato-
nes knockout para los genes que codifican la COX-2 o el recep-
tor de prostaglandinas del tipo EP2 muestran ovulacion defec-
tuosa (Lim y cols., 1997), que también puede ser restaurada,
en el caso de los ratones knockout para la COX-2, mediante la
administracion de prostaglandina E2 (Davis y cols., 1999). Sin
embargo, las dianas moleculares de las prostaglandinas y por
tanto, sus mecanismos de accion en el proceso ovulatorio, no
son bien conocidos.

Efectos de la inhibicion de la cox-2 sobre la ovulacion

El estudio del papel de las prostaglandinas en la ovulacion se
abordd inicialmente mediante la inhibicion de su sintesis con
inflamatorios no esteroideos, como por ejemplo la indometaci-
na, que un potente inhibidor no selectivo de la COX-2 (Espey
y Lipner, 1994). Mas recientemente, la generacion de ratones
con inactivacion selectiva del gen de la COX-2 (Lim y cols.,
1997) ha confirmado el papel esencial del sistema COX-2/pros-
taglandinas, ya que en ambos casos se produce una inhibicidn
consistente de la ovulacion. En estos estudios, la tasa de ovu-
lacién se determina habitualmente mediante el contaje de ovo-
citos que se encuentran en el oviducto en la mafana del estro.
Aunque la presencia de ovocitos en el oviducto es una eviden-
cia inequivoca de la existencia de rotura folicular y ovulacion,
la ausencia de ovocitos en el oviducto no aporta informacion
directa sobre la existencia o no de rotura folicular. En este con-
texto, el bloqueo de la ovulacion inducido por la indometacina
se ha atribuido clasicamente a una inhibicion de la rotura foli-
cular, lo que parece sugerir que las prostaglandinas son nece-
sarias para que se produzca la rotura folicular.

Sin embargo, el estudio histoldgico detallado del ovario

mediante secciones seriadas en animales tratados con antiin-
flamatorios no esteroideos presenta un escenario radicalmen-
te diferente. En animales tratados con indometacina, o con
inhibidores selectivos de la COX-2, se produce una inhibicidn
de la ovulacién, que se debe basicamente a una localizacion
andémala de la rotura folicular, que se puede producir en cual-
quier punto de la pared folicular (Gaytan y cols., 2003). Esto
determina que aproximadamente 1/3 de los ovocitos sean libe-
rados al espacio periovarico (y por tanto, efectivamente ovula-
dos), mientras que los 2/3 restantes quedan atrapados en el
interior del foliculo o son liberados al estroma ovarico a través
de roturas de la pared folicular por las caras basolaterales (Fig.
2). De esta forma, las prostaglandinas parecen determinar la
localizacién de la rotura folicular en el dpex, pero no parecen
ser imprescindibles para que se produzca rotura folicular
(Gaytan y cols. 2003). Sorprendentemente, el fluido folicular y
las células de la granulosa liberadas al intersticio ovarico
(cuando la rotura folicular se produce por las caras basolatera-
les) presentan una considerable capacidad invasiva. En estos
casos, se produce invasion del estroma ovarico y de los vasos
sanguineos con formacién de émbolos de liquido folicular y
células de la granulosa, incluso conteniendo el complejo ovo-
cito-cimulo, lo que sugiere que, en ausencia de prostaglandi-
nas, existe una actividad proteolitica incontrolada (Gaytan y
cols., 2002b).

Es interesante sefialar que las ratas inmaduras estimuladas
con gonadotropinas, que constituyen el modelo mas amplia-
mente usado para el estudio de la ovulacidn, presentan alte-
raciones del proceso ovulatorio idénticas a las de los animales
adultos en los que se ha inhibido la sintesis de prostaglandinas
(Gaytan y cols., 2004). Esto sugiere que los mecanismos que
determinan la localizacion espacial de la rotura folicular no
estan plenamente establecidos en las ratas inmaduras y cues-
tiona la validez de este modelo para el estudio de la ovulacion
cuando se utilizan animales menores de 25 dias de edad.

Dianas moleculares de las prostaglandinas: el gen
tsg-6 y la expansién del camulo

A pesar de los datos acumulados sobre el papel fundamental
de las prostaglandinas en el proceso ovulatorio, sus mecanis-
mos de acciéon permanecen por determinar. Casi ninguno de
los cientos de genes cuya expresion es inducida en el ovario
por la secrecidn preovulatoria de LH se afecta por la inhibicién
de la sintesis de prostaglandinas (Richards, 2005). El Unico gen
relacionado con el proceso ovulatorio que es dependiente de
la expresion de la COX-2 en el foliculo preovulatorio (Ochsner
y cols., 2001) es el gen 6 activado por el factor de necrosis
tumoral (TSG-6). Este gen se expresa en el cimulo y codifica
una proteina que se une al acido hialurénico, participando en
la expansion del cimulo y en la estabilizacién de la matriz del
complejo ovocito-cumulo.

La expansidn del cimulo es necesaria para que se produzca la
separacion del complejo ovocito-cimulo de la granulosa mural
(Fig. 1), para su salida por el sitio de rotura de la superficie
ovarica, para su transporte al oviducto, para la fecundacion, v,
posiblemente, para proteger al ovocito de la degradacién pro-
teolitica. La expansion del cimulo se debe a una serie de cam-
bios en la matriz extracelular, consistentes en la acumulacion
de acido hialurdnico al que se unen una serie de proteinas,
entre las que se encuentra el producto del gen TSG-6. Asi, los
ratones knockout para diferentes proteinas de unién al acido
hialurénico presentan una expansion del cimulo defectuosa,
asi como una inhibicién de la ovulacion. En este sentido, se ha
considerado que las alteraciones de la ovulacion tras la inhibi-
cion de la COX-2 (es decir, de la inhibicién de la sintesis de
prostaglandinas) se deben, al menos en parte, a una inhibicién
de la expansion del cimulo (Duffy y Stouffer, 2002). Sin
embargo, la expansién del cimulo es morfolégicamente nor-



mal en los animales en los que se ha inhibido la COX-2 (Gaytan
y cols., 2003). Ademas, la posible existencia de defectos fun-
cionales de la expansion del cimulo tras la inhibicién de la sin-
tesis de prostaglandinas, dificilmente puede explicar la presen-
cia de rotura folicular anormal y la liberacion del complejo ovo-
cito-cimulo al intersticio ovarico. Sin embargo, el producto del
gen TSG-6 es una proteina multifuncional, relacionada con los
procesos inflamatorios y de remodelacidn tisular, por lo que no
puede descartarse que desemperie papeles adicionales en el
proceso ovulatorio.

Sistema kiss-1/gpr54: ¢una nueva diana
molecular de las prostaglandinas en la ovulacion?

El gen KiSS-1, identificado inicialmente como un gen supresor
de metastasis, codifica una serie de péptidos (kisspeptinas),
que acttan como ligandos del receptor acoplado a proteinas G,
GPR54. Las evidencias recientes sobre la existencia de un
papel clave del sistema KiSS-1/GPR54 en el desarrollo y fun-
cion del sistema reproductor a nivel central (de Roux y cols.,
2003), han eclipsado sus posibles funciones a nivel local. Tanto
el gen KiSS-1 como el GPR54 se expresan, a nivel de ARNm y
de proteina, en ovario de rata, a lo largo del ciclo estral y la
expresion del gen KiSS-1 es estimulada por la secrecién preo-
vulatoria de LH, lo que sugiere un posible papel de este siste-
ma en el proceso ovulatorio (Castellano y cols., 2006).
Ademas, estudios preliminares (Gaytan, 2007) sugieren que la
expresion del gen KiSS-1 esta alterada en los animales en los
que se ha inhibido la sintesis de prostaglandinas durante el
periodo periovulatorio. Estos resultados son especialmente
interesantes, ya que existen ciertas similitudes entre la inva-
sién de la decidua por el trofoblasto durante la nidacién (las
kisspeptinas parecen regular dicho proceso), la invasién de
vasos sanguineos por parte de las células tumorales (el gen
KiSS-1 fue identificado inicialmente como un gen supresor de
metastasis) y la invasion del estroma ovarico y de los vasos
sanguineos por células de la granulosa y del fluido folicular,
cuando la rotura folicular se produce por las caras basolatera-
les, en animales con inhibicién de la sintesis de prostaglandi-
nas. En este sentido, el sistema KiSS-1/GPR54 podria repre-
sentar un mecanismo de control de la localizacién de la rotura
folicular a nivel del apex, evitando la rotura folicular por las
caras basolaterales y la invasién del estroma ovarico. Es inte-
resante sefalar que, tanto las acciones anti-metastasicas
como las reguladoras de la invasion de la decidua por el tro-
foblasto, parecen estar mediadas por la regulacién de la expre-
sién de metaloproteinasas de la matriz, que también juegan un
papel fundamental en el proceso ovulatorio (Ny y cols., 2002).
Si la expresidon del gen KiSS-1 durante el proceso ovulatorio
estd, directa o indirectamente, mediada por las prostaglandi-
nas, asi como su posible papel en el proceso ovulatorio mas
alla de evidencias circunstanciales, permanecen por determinar.
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El objetivo de este trabajo es mostrar el papel de la pineal y la melatonina en la sincronizacion de los ritmos
de reproduccion del lenguado. Esta especie presenta en la actualidad un gran interés en acuicultura y es con-
siderada como una prometedora alternativa para diversificar el espectro de peces cultivados.

Papel del 6rgano pineal y la melatonina en la
transduccion de ciclos ambientales y la sincronizacion
de los ritmos de reproduccion en el lenguado.

Sanchez-Vazquez F.J.y Muioz-Cueto, J.A.

Ritmos bioldgicos y sistema circadiano de peces.

A lo largo de la evolucidn, los seres vivos se han desarrollado

en un ambiente ciclico, por lo que no deberia sorprendernos
que en la mayoria de organismos hayan aparecido osciladores
moleculares o relojes bioldgicos capaces de medir el paso del
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tiempo. Los ritmos bioldgicos surgen, por tanto, como una res-
puesta adaptativa que permite al organismo anticipar y prepa-
rarse ante la llegada de un evento ciclico, para asi mejorar su
supervivencia. Algunos factores ambientales que afectan a los
ritmos biolégicos son impredecibles (p.e. terremotos, tormen-
tas, etc), pero otros ocurren de forma repetida, ya que estan
asociados a ciclos geofisicos periddicos muy fiables (p.e. rota-
cion axial terrestre, ciclos mareales, fases lunares, etc)
(Aschof, 1981).

Los ritmos bioldgicos se clasifican segun su periodicidad en cir-
cadianos (~24h), ultradianos (<20h, p.e. ritmos mareales) e
infradianos (>28h, p.e. ritmos lunares y estacionales). El ori-
gen de estos ritmos es enddgeno (es decir, persisten en ausen-
cia de sincronizadores exdgenos) y son generados por el pro-
pio organismo mediante un oscilador central circadiano situa-
do en los nucleos supraquiasmaticos del hipotalamo de mami-
feros. En peces, en contraste con lo descrito en mamiferos, se
ha descrito la existencia de osciladores enddgenos en otras
areas cerebrales como la pineal, la cual es un componente fun-
damental del sistema circadiano, transduciendo directamente
la informacién luminica en un ritmo de secrecion plasmatica de
melatonina (Falcon y cols., 1999).

Los peces teledsteos, a diferencia de mamiferos, poseen un
organo pineal fotosensitivo localizado en la parte superior del
cerebro, inmediatamente por debajo del techo craneal. Se a
descrito numerosos ritmos de melatonina circulante en diver-
sas especies dulceacuicolas como la trucha, salmén, carpa
(Bromage y cols., 2001) y también en especies marinas como
la lubina (Sanchez-Vazquez y cols.,, 1997) o el lenguado
(Bayarri y cols. 2004a). En todas ellas, los niveles de melato-
nina plasmatica se elevan durante la noche y descienden
durante el dia. De hecho, la melatonina es conocida como la
“sefal quimica de la oscuridad”. Pero los ritmos de melatonina
no solo suministran informacion acerca de la hora del dia, sino
que ademas, muestran variaciones estacionales que informan
al animal de la época del afio en que se encuentra (Reiter,
1993). En el solsticio de invierno los dias son cortos y la dura-
cion del ritmo nocturno de melatonina es mayor que en el de
verano (dias largos). En los equinoccios, la duracion del dia y
la noche es similar, sin embargo, la temperatura es inferior en
primavera, y la amplitud del ritmo de melatonina también,
mientras que en otofio la temperatura es superior y provoca un
aumento de la amplitud de melatonina. Los ritmos de melato-
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Figura 1. Organizacién esquemadtica del eje de regulacion, pineal-hipotdlamo-
hipofisis-gonadal, de la reproduccion de peces. La informacion ambiental es cap-
tada directamente por la pineal, la cual genera una salida hormonal (melatoni-
na) y neural.

nina también actdan como transductores de las fase lunares
(méaxima produccién de melatonina en las noches de luna
nueva y minima en las de luna llena), sincronizando ritmos
hormonales y reproductores lunares en especies como el pez
conejo, Siganus sp. (Rahman y cols. 2003).

En el eje de regulacion de la reproduccion (pineal-hipotalamo-
hipéfisis-gonadal), el 6rgano pineal actda a un nivel superior,
mediando la sincronizacion con los ciclos ambientales, transdu-
ciendo estos cambios en senales endocrinas (melatonina) y
neurales (Fig. 1). La informacién suministrada por la pineal es
recibida en el hipotalamo e hipdfisis, controlando la sintesis de
factores reguladores hipotaldamicos y gonadotrofinas hipofisia-
rias, las cuales dirigen los ritmos de desarrollo gonadal y repro-
duccion.

El objetivo de este trabajo es mostrar el papel de la pineal y la
melatonina en la sincronizacion de los ritmos de reproduccién
del lenguado. Esta especie presenta en la actualidad un gran
interés en acuicultura y es considerada como una prometedo-
ra alternativa para diversificar el espectro de peces cultivados.
Sin embargo, aln no se ha logrado solventar los innumerables
problemas relacionados con la produccion controlada de hue-
vos y larvas, posiblemente debido a la falta de conocimientos
basicos sobre los mecanismos que controlan sus ritmos de
maduracién gonadal y reproduccién. Como resultado, las hem-
bras presentan una gran variabilidad individual en cuanto a
ocurrencia, calidad, cantidad, duracién y sincronizacién de las
puestas (Dinis y cols. 1999).

El 6rgano pineal del lenguado.
Anatomia, histologia y conexiones neurales

El érgano pineal de peces es una estructura fotorreceptora
alargada que se emite en posicion medial, entre el telencéfalo
y el techo dptico (Ekstrom y Meissl, 1997; Falcon y cols.,
1999). Consta de un tallo proximal estrecho y de una vesicula
distal mucho mas expandida, y tanto el tallo como la vesicula
pineal poseen un limen interno que se encuentra comunicado
directamente con el tercer ventriculo cerebral (Ekstrom vy
Meissl, 1997; 2003). En el lenguado, las caracteristicas anaté-
micas del complejo pineal vienen determinadas por los habitos
de vida de estos animales en los fondos marinos y por el pro-
ceso de metamorfosis, que determina que el pez se tienda
sobre su flanco izquierdo (no pigmentado) y desplace sus
organos sensoriales fotosensibles hacia el flanco derecho (pig-
mentado)(Fig. 2A). Asi, el érgano pineal se encuentra hipertro-
fiado, en especial la vesicula pineal que presenta un gran
tamano (Fig. 2B) probablemente para aumentar la sensibili-
dad a la luz, y adopta una disposicion asimétrica peculiar con-
dicionada por el proceso metamorfico (Confente y cols., en
prensa). Asi, en la transicion entre los bulbos y los nervios olfa-
tivos el tallo pineal abandona su posicién medial, gira hacia el
hemisferio derecho y se abre en una vesicula pineal alargada
y de gran tamafio, que se emite hacia la cara cenital pigmen-
tada (Fig. 2) y se ancla mediante tejido conjuntivo en la base
del craneo del flanco derecho del animal. A diferencia de otros
peces teledsteos (Ekstrom y Meissl, 1997), esta region del cra-
neo no presenta en el lenguado una ventana pineal muy evi-
dente, si bien el cartilago se hace considerablemente mas fino
que en otras regiones de la cabeza (Confente y cols., en pren-
sa).

La naturaleza quimica de los elementos celulares que compo-
nen el 6rgano pineal de peces ha sido puesta de manifiesto
mediante técnicas inmunohistoquimicas que han permitido
identificar tanto las células secretoras de melatonina como las
células fotorreceptoras y las células gliales (Ekstrom y Meissl,
1997; Falcon, 1999). Dado que la melatonina es altamente
difusible y no se acumula en los pinealocitos, las células secre-
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Figura 2. A. Vista dorsal del cerebro del lenguado mostrando la disposicion del
drgano pineal. B. Seccidn histoldgica mostrando la vesicula pineal (vp) con un
limen (Ip) muy evidente y el tallo pineal (tp).

toras de melatonina del lenguado han sido localizadas median-
te el uso de anticuerpos dirigidos frente a la serotonina, un
precursor en la sintesis de melatonina, o frente a la enzima
Ultima en la sintesis de melatonina, la hidroxi-indol-O-metil-
transferasa (HIOMT). A su vez, las células fotorreceptoras han
sido evidenciadas mediante el uso de diferentes anticuerpos
anti-rodopsina y anti-cono opsina (Confente y cols., en pren-
sa). Estos estudios inmunohistoquimicos han permitido obser-
var que las células secretoras de melatonina y las células foto-
rreceptoras se distribuyen tanto en el tallo como en la vesicu-
la pineal y que una importante proporcion de células HIOMT-
o0 serotonina-positivas (secretoras de melatonina) tienen capa-
cidad fotorreceptora directa ya que también presentan inmu-
norreactividad frente a los anticuerpos anti-opsina (Confente y
cols., en prensa).

El érgano pineal de peces se encuentra conectado de forma
bidireccional con el cerebro a través de proyecciones eferentes
que salen del 6rgano pineal, y de proyecciones aferentes que
llegan al érgano pineal (Ekstrom y Meissl, 1997). Estas cone-
xiones han sido dilucidadas en lampreas, elasmobranquios y
peces teledsteos mediante el uso de marcadores retrégrados y
anterogrados de trazado neuronal como la perdxidasa de raba-
no, la lisina-cobalto o el Dil (Jiménez y cols., 1995; Yafez y
Anadon, 1996; Ekstrém y Meissl, 1997). Las proyecciones efe-
rentes del 6rgano pineal pueden considerarse como una sefial
neural de salida de la informacion del fotoperiodo hacia areas
centrales del sistema nervioso. En el lenguado, estos estudios
han revelado la existencia de un tracto eferente que sale del
tallo pineal y discurre desde la habénula hacia el tadlamo ven-
tral. Estas fibras eferentes inervan en posiciones mas rostrales
el area preodptica y en posiciones mas caudales alcanzan el
tdlamo dorsal, el area pretectal, el tubérculo posterior y el
sinencéfalo dorsal (Confente y cols., en prensa). A su vez, el
organo pineal de peces recibe proyecciones centrales origina-
das en neuronas que, en gran medida, se localizan en las mis-

mas areas inervadas por las proyecciones eferentes del érga-
no pineal (Ekstrom y Meissl, 1997; Confente y cols., en pren-
sa). Muchas de estas areas se solapan con regiones cerebrales
que aparecen conectadas con la retina como el talamo ventral
y dorsal, el area pretectal o el tubérculo posterior (Fernald,
1982), lo que denota su importancia en la integracién de la
informacién del fotoperiodo. Una cuestion que permanece sin
resolver es cdmo esta informacion del fotoperiodo alcanza a
los centros neuroendocrinos y/o hipofisiotréficos que controlan
la actividad de la hipdfisis y la secrecion de gonadotrofinas. Los
estudios llevados a cabo en nuestro grupo en la lubina y el len-
guado (datos no publicados) sugieren que las células GnRH del
nervio terminal y del sinencéfalo dorsal, las células secretoras
de Neuropéptido Y del area predptica y del hipotdlamo vy las
células catecolaminérgicas del talamo pueden representar can-
didatos a mediar estos efectos.

Sensibilidad a la luz

La luz ha sido considera como el principal factor ambiental sin-
cronizador de los ritmos bioldgicos de los animales. De hecho,
la produccién ritmica de melatonina por parte del érgano pine-
al esta controlada por la luz y también por un marcapaso intra-
pineal circadiano. En la mayoria de las especies de peces los
ritmos circadianos de melatonina pineal persisten en condicio-
nes de cultivo “in vitro” bajo condiciones de oscuridad constan-
te (DD), disminuyendo los niveles de producciéon de melatoni-
na durante el periodo de dia subjetivo y aumentando durante
la noche subjetiva (Bolliet y cols, 1996). En el lenguado, sin
embargo, se ha encontrado que en cultivo in vitro en LD la
pineal produce melatonina de forma ritmica, pero pierde dicha
ritmicidad en DD (observaciones no publicadas), desconocién-
dose la razdn de esta aparente falta de control enddgeno.

En peces, la luz ejerce un papel central en la regulacién del
funcionamiento del reloj bioldgico (Carr y cols., 2006) y en los
ritmos de secrecion de melatonina (Ziv y cols., 2006). Sin
embargo, no todas las luces tienen el mismo efecto, debiendo
prestar especial atencidon a sus caracteristicas fisicas. Por
ejemplo, en lo que refiere a la intensidad de luz, es necesario
saber qué niveles de iluminacién son percibidos como “dia”, y
cuales son vistos como “noche”; es decir, hay que conocer el
umbral de iluminaciéon que afecta la produccién de melatonina.
En el caso del lenguado, el umbral luminico de inhibicién de la
melatonina circulante nocturna se sitia en torno a los 3-5
MW/cm2/s (Oliveira y cols. 2007), intensidad de luz compara-
ble a la de otras especies (Bayarriy cols., 2002; Migaud y cols.
2006) y similar a la descrita para la tenca (Vera y cols. 2005).
Curiosamente, la tenca, al igual que el lenguado, es una espe-
cie nocturna y en ambas un pulso de luz en mitad de la noche
de 3.3 pW/cm2/s (la intensidad de la luna llena) es capaz de
inhibir la secrecién de melatonina, lo cual sugiere su posible
capacidad sincronizadora a ciclos lunares. De hecho, observa-
ciones recientes (sin publicar) han demostrado que lenguados
expuestos a la luz lunar natural o artificial, muestran ritmos
lunares de melatonina plasmatica.

En el medio acudtico, ademas, hay que tener en cuenta que la
columna de agua actla como un filtro cromatico, ya que el
grado de absorcién de cada longitud de onda es distinto: los
fotones en los extremos del espectro visible (violeta y rojo)
desaparecen rapidamente a medida que aumenta la profundi-
dad. De hecho los fotopigmentos de los peces estan adapta-
dos a estas condiciones luminicas del agua de mar, y su absor-
cion espectral visual estd desplazada hacia el azul/verde. En
el lenguado, la longitud de onda de la luz afecta a su capaci-
dad para inhibir la produccién de melatonina, de manera que
para una misma intensidad de luz, el rojo lejano (A>600nm)
resulta ineficaz, mientras que el violeta (Amax=368nm) inhibe
la melatonina nocturna igual que una luz blanca (Oliveira el al.
2007).
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Ritmos anuales, lunares y diarios de melatonina.

Los peces reciben la informacion fotoperiddica a través del
organo pineal, el cual transduce los ciclos ambientales de luz
en un ritmo de melatonina que informa al animal acerca de la
hora del dia y de la estacidn del afio. Los cambios estacionales
de temperatura contribuyen a modular la amplitud del ritmo de
producciéon de melatonina (mayor en verano que en invierno),
ayudando a determinar con precision la estacion del aiio. Esta
fototransduccién pineal de los cambios estacionales es respon-
sable de la sincronizacion de los ritmos anuales de reproduc-
cion de peces, los cuales pueden alterarse mediante la mani-
pulacion artificial del fotoperiodo (Bromage y cols. 2001). De
hecho, el desarrollo gonadal o las puestas pueden adelantarse
o retrasarse mediante la exposicion de los peces a diferentes
ciclos LD artificiales. Por ejemplo, los reproductores de dias lar-
gos (cuyas puestas tienen lugar en primavera/verano), respon-
den positivamente a ciclos cortos seguidos de ciclos largos,
mientras que los reproductores de dias cortos responden
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Figura 3. Ritmo anual de melatonina plasmatica en reproductores de lenguado
mantenidos bajo condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura. Las barras
blancas se corresponden con los muestreos en ML y las barras negras con los de
MD. Diferentes letras indican diferencias significativas (ANOVA, p<0,05). (Vera 'y
cols. 2007)

mejor a ciclos largos seguidos de cortos.

En el caso del lenguado, se ha descrito ritmos diarios y anua-
les de melatonina plasmatica, influidos por los cambios esta-
cionales de fotoperiodo y temperatura del agua (Bayarri y cols.
2004b; Vera y cols. 2007). A lo largo del afo, la duracién del
ritmo diario de melatonina es maxima en el solsticio de invier-
no y minima durante el solsticio de verano. Por el contrario, la
amplitud del ritmo de melatonina nocturna aumenta en julio-
agosto, coincidiendo con las maximas temperaturas, mientras
que desciende en enero-febrero (temperatura minima anual)
(Fig. 3). La acrofase del ritmo anual esta situada en la prime-
ra semana de julio, muy préxima a la acrofase del ciclo de
anual de temperatura del agua (segunda semana de julio) y
algo retrasada respecto a la acrofase del ciclo de fotoperiodo
(solsticio de verano: junio). La melatonina diurna, sin embar-
go, es muy baja durante todo el afio, no observandose cam-
bios estacionales significativos.

El papel de la temperatura en la sincronizacion de los ritmos
anuales de melatonina (y de reproduccidn) parece ser clave, ya
que si mantenemos los lenguados a una temperatura constan-
te todo el afno (en torno a 18,5°C), se pierde el ritmo de mela-
tonina y se interrumpe el de reproduccién, no llegando los
peces a realizar puestas.

Ritmos diarios y estacionales de esteroides sexuales
Yy puesta.

La reproduccion es un fenémeno ritmico que ocurre mayorita-
riamente en peces con una periodicidad anual (reproductores
estacionales), aunque esta ritmicidad también puede ser bia-
nual o lunar. Incluso la hora del dia parece muy importante
para decidir el momento exacto en que tendran lugar las pues-

tas. En definitiva, los peces eligen un determinado momento
para realizar sus puestas, idoneo segln sus formas de vida
(especies migradoras, nocturnas/diurnas, etc) y las caracteris-
ticas particulares de sus nichos temporales, a fin de asegurar
las condiciones ambientales mas favorables y conseguir una
maxima supervivencia de su progenie.

El lenguado es un reproductor de dias largos que realiza sus
puestas principalmente en primavera (mayo-junio), aunque en
otono puede volver a poner huevos en menor cantidad. La
gbnada se desarrolla paralelamente y la produccién de esteroi-
des sexuales sigue un ritmo anual muy marcado, tal y como se
ha podido comprobar recientemente (Fig. 4). Concretamente,
en la hembra de lenguado el estradiol (E) y la testosterona (T)
presentan un ritmo anual cuya acrofase se sitla en
marzo/abril, anticipando la época de puesta (Oliveira y cols. En
preparacién). Curiosamente, la produccion de estos esteroides
sexuales no es constante a lo largo del dia, sino que muestra
un ritmo diario. En primavera, cuando su producciéon es maxi-
ma, la acrofase del ritmo se produce a las 20:00 (E) y 21:00
(T) horas.

El ciclo anual de temperatura también parece jugar un papel
crucial en los ritmos de esteroides sexuales, tal y como ocurre
con los de melatonina, de modo que desaparecen cuando los
lenguados se mantienen con una temperatura constante todo
el ano, impidiéndose la reproduccion.

La reproduccidon no debe considerarse como un evento exclu-
sivamente estacional, ya que puede mostrar otro tipo de ritmi-
cidad. Por ejemplo, la hora del dia parece desempefiar un
papel muy importante. De hecho, si los peces muestran patro-
nes diarios de comportamiento (p.e. actividad motora o ali-
mentaria) bien definidos, no deberia sorprendernos encontrar
también ritmos diarios de reproduccién. En este sentido, diver-
sas evidencias apuntan hacia la existencia de cambios diarios
en la maduracion de oocitos o la produccidon de esteroides
sexuales y gonadotropinas en peces (Matsuyama y cols. 1998;
Bayarri y cols. 2004). Algunos trabajos de campo encuentran
periodicidad diaria en las puestas; por ejemplo, en la platija
muestreos planctonicos realizados a diferentes horas del dia,
revelan que el 90% de los huevos son capturados de noche
(Sancho y cols. 2000). Recientemente, en un estudio de labo-
ratorio bajo condiciones controladas y empleando un colector
de huevos automatico, se ha encontrado que la dorada presen-
ta un ritmo diario de puestas muy marcado, comenzando los
peces a poner por la tarde, anticipando la llegada de la noche
(Meseguer y cols. “en revisién”). Dicho ritmo parece ser endo-
geno, persistiendo bajo diferentes fotoperiodos (natural y arti-
ficial) y desplazando gradualmente su acrofase segun el hora-
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Figura 4. Ritmo anual (arriba) y diario (abajo) de estradiol en hembras de len-
guado mantenidas en condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura. Las
barras blancas se corresponden con muestreos realizados durante el dia y las
barras negras con los realizados de noche. Diferentes letras indican diferencias
significativas (ANOVA, p<0,05). (Oliveira y cols. en preparacion).
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Fig. 5. Ritmo diario de puesta en hembras de lenguado mantenidas en condicio-
nes naturales de fotoperiodo y temperatura en primavera. Las barras blancas y
negras de la parte superior indican la duracion del fotoperiodo. Las flechas ver-
ticales indican la acrofase del ritmo de esteroides sexuales: estradiol (E) y tes-
tosterona (T) (Oliveira y cols. en preparacion).

rio de encendido/apagado de las luces.

En el lenguado, observaciones recientes (no publicadas)
empleando una metodologia similar a la utilizada en dorada,
han puesto de manifiesto la existencia de un ritmo nocturno de
puestas (Fig. 5). El lenguado realiza sus puestas durante la pri-
mera mitad de la noche, tras el apagado de las luces.
Sorprendentemente, la acrofase del ritmo de esteroides sexua-
les (E y T) tiene lugar en torno al atardecer, anticipando el pico
diario de puesta. En otra escala temporal, sucede algo similar:
la acrofase del ritmo anual de esteroides (marzo) antecede al
de puesta (mayo-junio).

Finalmente, tras lo expuesto podemos concluir que la repro-
duccién en el lenguado es un fendmeno ritmico, estacional y
también diario, que esta sincronizado con los ciclos ambienta-
les de fotoperiodo y temperatura. El termociclo anual parece
ser crucial, pues si se mantienen los peces a temperatura cons-
tante todo el afio, desaparecen los ritmos de melatonina y
esteroides sexuales y los peces dejan de poner. El papel del
fotoperiodo también es importante, pues un régimen fotope-
riédico constante (luz continua), también inhibe la reproduc-
cion del lenguado (Garcia-Lopez y cols. 2006). El 6rgano pine-
al es el encargado de transducir esta informacion ambiental,
generando un ritmo de melatonina que circula por el organis-
mo poniendo en hora el reloj bioldgico y orquestando el fun-
cionamiento de la cascada que regula el proceso reproductor.
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La Ventana del Fisidlogo

Debemos asimilar y transmitir que no siempre el término estrés es negativo ni el término ejercicio, positivo, asi
como tampoco la expresion respuesta innata es necesariamente positiva, ni la respuesta inflamatoria, negati-
va; en muchas ocasiones, ambos reflejan un mismo comportamiento o respuesta fisiologica.

La paradoja del ejercicio fisico, el estrés
Y la inmunidad. Eduardo Ortega Rincon.

El sistema inmunitario es uno de los grandes sistemas fisiolo-
gicos reguladores, junto al sistema nervioso y el endocrino.
Estos tres sistemas se comunican a través de neurotransmiso-
res, hormonas y citoquinas, y su funcionamiento se debe ana-
lizar y comprender tanto en condiciones de adecuada homeos-
tasis, como en las que ésta se encuentra alterada, lo que suce-
de en situaciones de una inapropiada respuesta a un estrés o
en la aparicién de una enfermedad.

Teniendo en cuenta que el ejercicio fisico es una forma de
estrés, nuestro grupo de investigacion esta estudiando el
impacto de dicho ejercicio sobre el sistema inmunitario a tra-
vés de los “mediadores o mensajeros de estrés” liberados,
aspecto indispensable para conocer los beneficios (o los perjui-
cios) del ejercicio fisico sobre la salud. De hecho, el ejercicio
fisico, el estrés y la inmunidad son un buen modelo de inter-
accién neuroinmunoendocrina. Cuando nos hacemos pregun-
tas como las siguientes: éel ejercicio fisico o el estrés son bue-
nos o malos para la salud?, o, éliberar hormonas y factores de
estrés es positivo 0 negativo para el mantenimiento de un
estado saludable?, si consideramos que el ejercicio fisico es
una forma de estrés, y que no es necesariamente ni bueno ni
malo para el organismo, sino que éste debe producir una res-
puesta adecuada (adaptacion) a los cambios homeostaticos,
los conceptos y las respuestas empiezan a clarificarse.

El ejercicio fisico (casi bajo cualquier circunstancia) estimula
las respuestas inmunitarias innatas, tales como la quimiotaxis,
la fagocitosis y la capacidad microbicida de los neutrdfilos y los
macrdfagos. Esta estimulacion esta mediada por catecolami-
nas, glucocorticoides, e incluso también por la prolactina, la
hormona del crecimiento y las proteinas extracelulares del cho-
que térmico, como las Hsp72, a las que genéricamente deno-
minamos “mediadores o mensajeros de estrés”. Pero la estimu-
lacién de la respuesta inmunitaria innata, especialmente en
niveles elevados, no es siempre necesariamente buena para la
salud. Es cierto que la activacion de la respuesta inmunitaria
innata que aparece durante las situaciones de estrés por ejer-
cicio fisico (también en otras situaciones estresantes), puede
prevenir al organismo de la infeccion en una situacion en la
que las respuestas adaptativas, mediadas por los linfocitos,
pueden estar comprometidas. Sin embargo, la estimulacion de
las respuestas innatas podria exacerbar patologias de carac-
ter inflamatorio, lo que supondria un efecto adverso del ejerci-
cio fisico en personas con este tipo de enfermedades, muchas
de ellas de caracter autoinmunitario. De hecho, la activacion
durante situaciones de estrés de las respuestas inflamatorias
por accion de las citoquinas, también esta mediada a través de
la liberacién de catecolaminas, glucocorticoides y Hsp72.
Aunque los efectos de estos “mensajeros de estrés” en la esti-
mulacion de las respuestas inflamatorias se produce tanto
durante ejercicios moderados como intensos, es durante los
que suponen una actividad fisica moderada cuando tiene lugar
un mejor balance de liberacion de citoquinas proinflamatorias
y antiinflamatorias.

Por tanto, el sistema inmunitario (sobre todo la respuesta
inmunitaria innata) no se activa Unicamente por agentes extra-
fos al organismo (o considerados como tales), sino que tam-
bién puede activarse por “sefales de dafno”, que, cuando se
liberan durante situaciones de estrés por ejercicio fisico, las

venimos denominando “mediadores o mensajeros de estrés”
(catecolaminas, glucocorticoides y Hsp72, entre otros). No
obstante, la estimulacion de la respuesta innata no conlleva
necesariamente beneficios para la salud (no hay nada que acti-
ve mas al sistema inmunitario que la enfermedad), sino que
debe ser considerada como una respuesta de alerta del orga-
nismo. Una estimulacion exagerada de estas respuestas, o una
mala regulacion de las mismas (regulacion en las que necesa-
riamente participan las hormonas de estrés), podria provocar
la aparicion de patologias inflamatorias o exacerbar las mis-
mas: se podria generar mas agentes proinflamatorios que
antiinflamatorios, no alcanzandose el equilibrio entre los mis-
mos, tan necesario en estas situaciones.

Debemos asimilar y transmitir que no siempre el término
estrés es negativo ni el término ejercicio, positivo; tampoco la
expresion respuesta innata es necesariamente positiva, ni la
respuesta inflamatoria, negativa; en muchas ocasiones, ambos
conceptos reflejan un mismo comportamiento o respuesta
fisioldgica. Por Ultimo, y de la misma manera, tampoco es cier-
to que toda activacién inmunitaria sea positiva ni toda inhibi-
cién, negativa.

Eduardo Ortega Rincon. Departamento de Fisiologia,
Facultad de Ciencias. Universidad de Extremadura.
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The Experion automated electrophoresis system is a powerful,
compact, and affordable separation and analysis system that
applies microfluidic technology to reinvent the way that you
perform one-dimensional electrophoresis. The Experion system
transforms the way you obtain your data through:

= Automated separation, detection, and analysis

= High resolution and sensitivity comparable to mini-gel results
= Fast, 30 minute batch runs of 10-12 samples

Single-step sizing and quantitation

Familiar data formats — electropherograms, gel views, and tables

Minimal sample and reagent requirements

For more information, visit us on the Web at www.bio-rad.com/ad/experion/
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