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EDITORIAL

medida que la revista Fisiologia se consolida, el Comité

Editorial de la misma viene teniendo mas trabajo a la hora

de seleccionar, de entre todos los excelentes manuscritos

recibidos, aquellos que pueden definitivamente
incorporarse a cada uno de los dos nimeros que venimos editando
anualmente. Por ello, damos las gracias a todos los autores y
comunicamos a nuestros lectores que estamos estudiando la
posibilidad de incrementar, en futuras ediciones, los contenidos de
nuestrarevista.

En esta ocasién hemos podido incorporar una revision,
propuesta y evaluada por Diego Alvarez, sobre aspectos
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fundamentales del apasionante asunto del envejecimiento, de la que
son autores Raquel Bajo-Graneras y M. Ruiz, miembros del Instituto
de Biologiay Genética Molecular de Valladolid.

También nos ha parecido oportuno dar a conocer la
interesante aproximaciéon comparada, firmada por Luis Herrero,
Maria A. Luque y Blas Torres, pertenecientes al departamento de
Fisiologia y Zoologia de la Universidad de Sevilla, sobre la
codificacién de los movimientos oculares sacadicos en el
mesencéfalo de vertebrados. En este caso actué como evaluadora
Anallundain.

Por ultimo, evaluada por Diego Alvarez, el lector
encontrara una breve, pero ampliamente documentada, revisién en
la que investigadores del Instituto Aragonés de Ciencias de laSalud y
del departamento de Farmacologia y Fisiologia de la Universidad de
Zaragoza, a saber P Meade, M.J. Andrés, Y. Lozo e |. Gimenez,
exponen los aspectos mas significativos de laimplicacion de la cinasa
activada por AMP en la regulaciéon del metabolismo celular, en
particular con el transporte idnico a través de membrana.

Como ya viene siendo habitual, este nimero se
completa con la seccién de “Literatura Comentada” por Diego
Alvarez de la Rosay Pablo Miranda, de la Universidad de La Lagunay
del Hospital Universitario de Tenerife, respectivamente, con la que
pretendemos ayudar a nuestros socios mas jévenes. Y también una
nueva recomendaciéon que presenta el que fuera Presidente de
nuestra sociedad, Rafael Alonso Solis, que no es otra que la lectura
de un libro de bioestadistica sin dificultades matematicas; asunto
éste siempre presente en los laboratorios y que da titulo a la
reciente obra de Luis Prieto Valiente e Inmaculada Herranz,
publicada por la editorial Diaz de Santos.

Espero que disfruten durante las merecidas vacaciones
defin de ano con este nuevo ejemplar de la revista FISIOLOGIA.

Juan A. Rosado.
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CARTA DEL PRESIDENTE-'

espedimos un afo, el 2010, que no cr’eo'haya sido especialmente bueno para la sociedad

espafnola, y desde luego no lo ha sido para nuestro sistema de educacién y ciencia. Digo esto

porque cerramos un afio en el que muchos grupos de investigacién han visto sus expectativas de

financiacién, para la labor a realizar en los préximos tres o cinco anos, anuladas tras hacerse
publica la correspondiente resolucién ministerial por la que se otorgan ayudas a los proyectos de
investigacion. Otros mas afortunados, a los que felicitamos, por estas fechas estan recibiendo la
desagradable comunicacién de que no podran iniciar gastos asociados al desarrollo de sus proyectos hasta
enero de 201 |. Y tanto unos como otros esperando el dia en que la anunciada nueva Ley de la Ciencia, la
Tecnologiay la Innovacién —en el Congreso de los Diputados desde el |9 de mayo- vealaluz.

No parece que 201 | vaya a ser un mejor ano, y lo lamento. La ciencia y la tecnologia sufriran el afio
préximo una reduccion de la financiacién de un 8,4% respecto a 2010. Unido esto a una reduccién
significativa en los presupuesto de la cartera del ministro Gabilondo, en un afio en el que desde el Gobierno
se insiste en que las apuestas por la investigacion y la educacion son esenciales para alejar crisis, constituyen
una palmaria contradiccién. Yaen 2009, una editorial de Nature alertaba sobre el futuro de la investigacion
espanola durante la recesiéon que estabamos soportando, seguimos soportando y me temo seguiremos
soportando. Recesidn que, ajuicio de |a prestigiosa revista, exige, no reducciones sino un aumento drastico
del presupuesto destinado a educacién e investigacién. Se podra argumentar, a contrario, que Nature
publica algunas veces cosas que finalmente resultan inciertas. Pero me temo que no vaaser éste el caso.

También nuestro colega Ulrich Pohl, Presidente de FEPS, en la editorial de Physiology (volumen 25,
octubre 2010) se queja de la situacién por cuanto afecta sobremanera a jévenes investigadores y, con
germanico dolor, afirma “l, personally, am receiving an increasing number of applications from PhD
students from poorer European countries whose home laboratories suffer from reduced funding due to
public budget restrictions. Such cuts force these students to seek new jobs and projects abroad”

Por no hablar, nada diré que no sepais de lo que en nuestras universidades esta suponiendo la plena
implantacién del método docente llamado “Plan Bolonia” a coste cero. Pero si diré que todo esto ocurre
en un tiempo en el que cada vez mas espafioles asocian el progreso cientifico al desarrollo econémicoyala
creacién de empleo, siendo el 77% de la poblacién partidaria de aumentar o mantener el presupuesto en
I+ D en un contexto de recorte del gasto publico (fuente: V Encuesta Nacional de Percepcion Social de la
Cienciay la Tecnologia, de la Fundacién Espanola para la Cienciay la Tecnologia, realizada entre mayo y julio

de 2010).

En un arduo esfuerzo por ser optimista, terminaré diciendo que, ibendito consuelo!, entre las areas
en las que los ciudadanos piensan que deben concentrarse los esfuerzos en investigacion, la salud es
sefalada de forma prioritaria, seguida de fuentes energéticas y medioambiente. Por otra parte, la encuesta
destaca el prestigio de los cientificos, que son junto a los médicos los profesionales mas valorados. Feliz fin

de afno, amigos.
%7
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La apolipoproteina-D (ApoD) pertenece a la familia de las lipocalinas. En general, las apolipoproteinas se producen fundamentalmente en
el higado; sin embargo, ApoD se encuentra ampliamente distribuida en el organismo y tiene un alto nivel de expresién en determinadas
situaciones fisiolégicas y patoldgicas. El aumento de la expresién de ApoD con la edad es un fenémeno conservado en los mamiferos.
Sabemos que los homdlogos de ApoD en Drosophila, Lazarillo Glial (GLaz) y Lazarillo Neural (NLaz), son capaces de modular la
longevidad y los niveles de oxidacion tisular, y que el envejecimiento esta intimamente relacionado con un incremento de la oxidacion de
biomoléculas. Ademas, esta situacion se exacerba en patologias asociadas a la edad.

En esta revisién analizamos los conocimientos actuales sobre ApoD-Lazarillo y el papel que juegan en el envejecimiento y en las
enfermedades neurodegenerativas, cardiovascularesy el cancer, donde la edad es un importante factor de riesgo.

El envejecimiento es la pérdida gradual de las funciones
bioldgicas con el paso del tiempo. Esta pérdida aumenta
el riesgo de sufrir enfermedades y de morir. Es un
proceso deletéreo, progresivo, endégeno e irreversible.
El envejecimiento se asocia con un aumento de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno
(RNS). Estas moléculas son capaces de reaccionar con
proteinas, lipidos y acidos nucleicos provocando su
deterioro funcional (Oliveira y cols., 2010). Este estrés
oxidativo esta intimamente ligado a la inflamacién, y
ambos lo estan a patologias como la aterosclerosis, a la
resistenciaainsulinay aladiabetes (Urangay cols., 2010).

Pese al caracter irreversible del envejecimiento,
el ser humano siempre ha buscado la manera de evitarlo
o, al menos, retrasarlo lo maximo posible. Esto ha
convertido al envejecimiento en uno de los temas
centrales de la investigacién. Se han identificado
recientemente distintas maneras de incrementar la
longevidad, muchas de ellas gracias a las herramientas
genéticas disponibles en organismos modelo. La
longevidad aumenta cuando: (1) se inhibe la actividad de
la via de la insulina (1IS) (Berryman y cols., 2008; Clancy y
cols., 2001; Tatary cols., 2001); 2) se disminuye la tasa de
respiracién mitocondrial (Dillin y cols., 2002; Lee y cols.,
2003); y, por dltimo, (3) cuando se realiza un patrén de
ingesta de alimentos restringida (DR), sin caer en la
malnutricién. Esta Gltima manipulacién permite ampliar
la esperanza de vida de un modo conservado desde
levaduras hasta mamiferos (Fontana y cols., 2010;
Skorupay cols., 2008).

Analizando en conjunto el perfil de expresion
génica del cerebro de humanos, macacos y ratones
envejecidos, se han descrito los genes en comdn que
aumentan su expresién con el envejecimiento.
Apolipoproteina D (ApoD) es el gen que mas aumenta su
expresion (Loerch y cols., 2008) en todas las especies
analizadas. Un resultado idéntico se obtuvo de un meta-
andlisis de transcriptomas de distintos tejidos de ratén,
ratay humanos envejecidos (de Magalhaes y cols., 2009),
por lo que la elevacién de ApoD con la edad es
generalizable a muchos tejidos. Esto convierte a ApoD
en un elemento clave en el estudio del envejecimiento y

sus mecanismos.
Biologia molecular de ApoD

ApoD es una glicoproteina secretada que fue
inicialmente identificada en el plasma humano asociada a
las lipoproteinas de alta densidad (HDL) (McConathy y
Alaupovic, 1973). Se ha detectado su expresion en
numerosos tejidos. Al contrario que otras
apolipoproteinas, sus niveles de expresién en el higado e
intestino no son altos. Destaca el sistema nervioso como
uno de los principales tejidos de expresién, siendo
producida principalmente por las células de la glia (Van
Dijk y cols., 2006). En su promotor se han identificado
elementos reguladores de respuesta a estrés,
estrégenos, progesterona y glucocorticoides de entre
otros muchos (Do Carmoyy cols., 2002).

ApoD se sintetiza como un polipéptido de 189
aminoacidos, correspondiendo los 20 primeros al
péptido senal que sera eliminado dando lugar a la
proteina madura, que se secreta al medio extracelular.
ApoD ha sido recientemente cristalizada y su estructura
resuelta con una resolucién de I,SA (Eichinger y cols.,
2007). Como ya se habia predicho por su estructura
primaria, ApoD pertenece a la familia de las lipocalinas,
Esta familia se caracteriza por su estructura terciaria
altamente conservada: un barril-B formado por 8
laminas-f antiparalelas. El barril- forma una cavidad o
bolsillo, tipicamente delimitado por aminoacidos
apolares, lo que permite la unién de pequenos ligandos
hidrofébicos (Flower, 1996, 2000).

Experimentos in vitro han descrito varios
ligandos potenciales de ApoD: progesterona (con la que
ha sido cristalizada) (Eichinger y cols., 2007), colesterol
(Patel y cols., 1997), retinol (Breustedt y cols., 2005) y
acido araquidénico -por el que muestra la mayor
afinidad- (Morais Cabral y cols., 1995; Vogt y Skerra,
2001). Unicamente se conoce un ligando fisiolégico: el
odorante acido E-3-metil-2-hexanoico (E3M2H) de la
piel de la axila humana (Zeng y cols., 1996). Ademas,
ApoD presenta dos puntos de glicosilaciéon: Asn45 y
Asn78 y presenta cadenas de azlcares cuya longitud
puede variar considerablemente en funcién del tejido



(Zeng y cols., 1996). Esto hace que el peso final de la
proteinavarie entre 19y 32kDa (Rassarty cols., 2000).

Papel de ApoD y sus homodlogos en el
envejecimiento

ApoD es la lipocalina de mamiferos mas ancestral dentro
del arbol filogenético de la familia, siendo sus homologos
mas cercanos las proteinas Lazarillo de artrépodos
(Ganfornina y cols., 2000; Gutierrez y cols., 2000).
Lazarillo es un homdlogo del saltamontes Schistocerca
americana que se encuentra anclado a la membrana
plasmatica de las neuronas (Ganfornina y cols., 1995;
Sanchez y cols., 1995). Los estudios de unién a ligandos
han demostrado que, al igual que ApoD, tiene una gran
afinidad por acidos grasos de cadena larga, entre ellos el
acido araquidénico (Sanchez y cols., 2008). Se han
identificado dos homologos de ApoD en la mosca del
vinagre Drosophila melanogaster: Lazarillo Glial (GLaz) y
Lazarillo Neural (NLaz), que reciben este nombre
debido a las células del sistema nervioso que los
expresan. Sin embargo, al igual que ApoD, también se
expresan ampliamente fuera del sistema nervioso
(Sanchezy cols., 2000).

Para un mejor estudio de ApoD y sus
homélogos, y su contribucién en el envejecimiento, se
han generado mutantes de pérdida (KO) y ganancia de
funcién. La caracterizacién de las moscas GLaz-KO ha
revelado una importante disminucién de la esperanza de
vida, una mayor sensibilidad al ayuno y a distintas formas
de estrés oxidativo: al agente generador de ROS,
paraquat (PQ) y al H,O,. Ademas los niveles de apoptosis
neuronal y de lipidos peroxidados aumentan en estos
mutantes (Sanchez y cols., 2006). Opuestamente, la
sobre-expresion de GLaz aumenta lalongevidad y otorga
mayor resistencia frente a un potente estrés oxidativo
como es la hiperoxia (Walker y cols., 2006). También en
células S2 de Drosophila, la sobre-expresién de Glaz
aumenta la viabilidad cuando son expuestas a PQ o al
péptido AB42 (Muffat y cols.,, 2008), ampliamente
utilizado para simular la enfermedad de Alzheimer en
modelos experimentales.

Recientemente se ha descrito un papel
importante de NLaz en la regulacién metabdlica, ya que
es capaz de reprimir la actividad de la via IIS a nivel de la
PI3K (fosfoinositol-3-cinasa) en larvas y moscas adultas.
Al igual que sucede en los mutantes GLaz-KO, los
individuos NLaz-KO tienen una menor esperanza de vida
y resistencia al estrés, mientras que la sobre-expresion
de NLaz incrementa su resistencia y su longevidad (Hull-
Thompsony cols., 2009).

Los genes Lazarillo tienen caracteristicas
ancestrales, demostrando una funcién protectora en
otros organismos como en amphioxus (Branchiostoma
belcheri) (Zhang y cols., 2010) e incluso en plantas
(Arabidopsis thaliana) (Charron y cols., 2008). La

conservacion funcional es clara, ya que la propia ApoD
humana confiere un fenotipo de mayor resistencia al
estrés, aumento de la longevidad y disminucién de los
lipidos peroxidados cuando se sobre-expresa en
Drosophila (Muffaty cols., 2008).

El papel de ApoD también ha sido estudiado en
mamiferos. Los ratones ApoD-KO poseen una menor
resistencia al PQ, un aumento de lipidos peroxidados en
el cerebro y un menor éxito en pruebas de locomociény
memoria (Ganfornina y cols., 2008). Estos animales
ApoD-KO presentan alteraciones en la composicién y
distribucién de varios receptores de neurotransmisores
(Boery cols., 2010; Rajputy cols., 2009).

Por otra parte, la ausencia de ApoD prolonga la
respuesta inflamatoria retrasando la regeneracién en el
nervio periférico tras un dafio (Ganforninay cols., 2010).
En situaciones inflamatorias se ha visto un aumento de la
expresiéon de ApoD en células tratadas con
lipopolisacarido bacteriano (LPS) (Do Carmo y cols.,
2007). También se ha comprobado su capacidad de
reducir los niveles de acido araquidénico en membranas
(Thomasy cols., 2003b), lo que disminuye la senalizacién
inflamatoria. Los ratones sobreexpresores de hApoD
son capaces de resistir la infecciéon por el coronavirus
OC43 (Do Carmoy cols., 2008).

La sobre-expresiéon de hApoD en las neuronas
de ratén provoca intolerancia a la glucosa y resistencia a
la insulina (Do Carmo y cols., 2009). Se ha descrito
recientemente que la sobre-expresién de ApoD en el
higado de ratones silvestres u obesos provoca una
disminucién de los triglicéridos en plasma, ambos casos
mediados por el aumento de la actividad de la enzima
lipoproteina-lipasa (Perdomo y cols., 2010). El control
del metabolismo es un punto clave que determina la tasa
envejecimientoy la esperanza de vida. Todo apuntaa que
ApoD-Lazarillo es un elemento esencial en este control.

ApoDyy las patologias asociadas al envejecimiento

Existe un gran nimero de patologias asociadas a la edad
que en los tltimos cien afos han cobrado gran relevancia,
ya que la esperanza de vida en los paises industrializados
se ha incrementado considerablemente. Las mas
relevantes pueden agruparse en tres categorias:
enfermedades del sistema nervioso, cardiovasculares y
cancer.

Sistema Nervioso

Las enfermedades del sistema nervioso tienen un gran
impacto social, principalmente aquellas que cursan con
un déficit cognitivo.

La enfermedad de Alzheimer (AD) es una
demencia progresiva que lleva a la pérdida de funciones
cognitivas como son la memoria y el lenguaje. A nivel



tisular la AD se caracteriza por la degeneracién de
neuronas hipocampales y corticales, observandose
ovillos neurofibrilares y placas de agregados del péptido
[-amiloide (Parihar y Hemnani, 2004).

En pacientes con AD se detectan niveles
elevados de ApoD en el liquido cerebroespinal y en
diversas regiones cerebrales afectadas: el hipocampo
(Glockner y Ohm, 2003; Terrisse y cols., 1998), el cortex
temporal (Kalman y cols., 2000) y prefrontal (Thomas y
cols., 2003a). ApoD aumenta selectivamente en el
cértex entorrinal de pacientes con AD, pero la proteina
no se detecta en las neuronas con ovillos (Belloir y cols.,
2001). Esto sugiere que la expresién de ApoD se
incrementa en las neuronas que estan sufriendo un estrés
pero antes de estar verdaderamente danadas. En un
modelo de AD en ratén aumenta la expresién de ApoD
en mayor medida en los cerebros patolégicos que en sus
controles silvestres envejecidos (Thomas y cols., 2001).
Navarro y cols. (2003) han detectado la presencia de
ApoD en los depésitos de 3-amiloide de pacientes con
AD. Existen correlaciones entre pacientes con AD y
determinados polimorfismos de ApoD en poblaciones
de Finlandia, afroamericanas y del norte de China (Chen
y cols., 2008; Desaiy cols., 2003; Helisalmiy cols., 2004).
Varios trabajos que estudian ApoD y AD han intentado
encontrar alguna relacién con apolipoproteina E (ApoE)
sin encontrar una clara relacién entre ellas (Glockner y
Ohm, 2003; Kalman y cols., 2000; Terrisse y cols., 1999;
Thomasy cols., 2003c).

Otra enfermedad neurodegenerativa asociada a
la edad y de diferente origen es el Parkinson. Unicamente
existe una publicacién donde se describe una mayor
cantidad de ApoD en la glia que rodea la sustancia negra
de estos pacientes (Ordonezy cols., 2006).

Los accidentes cerebro-vasculares son
frecuentes en edades avanzadas. Con la edad aumentan
las moléculas de adhesién en el endotelio provocando
inflamacién endotelial, y en ultima instancia llevando a
sufrir ateroesclerosis e ictus (Urangay cols., 2010). En un
modelo de ictus oclusivo en rata se observa como lagliay
principalmente los oligodendrocitos sobre-expresan
ApoD en el area peri-infartada. No se observa ApoD en
las neuronas piramidales hasta varios dias tras la
reperfusién, lo que indica que las neuronas en
regeneracién captan ApoD de laglia de la escara (Rickhag
y cols., 2008). Ya que la presencia de ApoD inicialmente
se sitUa en la sustancia blanca, se postula que tiene que
ver con la reparacién de las sinapsis y el aporte de
colesterol y lipidos para la biogénesis de las membranas,
asi como con laformacién de la escara astrocitaria.

Como ya se ha comentado, ApoD aumentaen el
cerebro ante el envejecimiento normal y patolégico,
pero es una reaccién generalizada ante cualquier tipo de
dafio o patologia sin ser necesaria una vinculacién con la
edad. Este incremento ocurre, por ejemplo, en
enfermedades genéticas como Niemann-Pick (Suresh y

cols.,, 1998), enfermedades infecciosas como la
encefalopatia 'scrapie'(Dandoy-Dron y cols., 1998) o
idiopaticas como la esquizofrenia (Sutcliffe y Thomas,
2002; Thomas y Yao, 2007) y ante el dafo por
excitotoxicidad con 4cido kainico (Ongy cols., 1997).

Enfermedades cardiovasculares

La edad es un factor de riesgo muy importante en la
aterosclerosis. Esta patologia estd habitualmente
asociada a otras como son la hipertensién, la
hipertrigliceridemia o hipercolesterolemia y la diabetes
tipo 2. Esta asociacién se conoce con el nombre de
sindrome metabdlico (Duvnjak y Duvnjak, 2009). La
desregulacién del metabolismo lipidico o la obesidad son
uno de los principales factores de riesgo en la
aterosclerosis. ApoD como componente de las HDL ha
suscitado estudios sobre su relacion con el colesterol y
los lipidos (Perdomo y Dong, 2009). Se han detectado
variantes alélicas del gen en la poblacién afroamericana.
Dos de ellas elevan el riesgo de enfermedad
cardiovascular: Una de ellas reduce las cantidades de
HDL y la otra eleva los triglicéridos y ApoA-I en plasma
(Desaiy cols., 2002).

Otros polimorfismos se asocian con los niveles
deinsulina basal y la obesidad. Por todo ello, se propone a
ApoD como marcador de obesidad y hiperinsulinemia
(Vijayaraghavan y cols., 1994). Se ha propuesto que
ApoD interacciona con el receptor de leptina en el
hipotalamo, donde la expresién de ApoD se estimula con
dietas ricas en grasa y se correlaciona con la ganancia de
peso, con la cantidad de grasa corporal y con los niveles
de leptinacirculantes (Liuy cols., 2001).

En el inicio de la aterogénesis los lipidos juegan
un papel importante, junto con la proliferacion de las
células de musculo liso de la intima de las arterias. Las
senales proliferativas son citocinas y factores de
crecimiento secretados por los leucocitos infiltrantes
activados por las lipoproteinas (sobre todo por LDL
oxidadas). Uno de los factores tipicos es el factor de
crecimiento de origen plaquetario (PDGF). Se ha
demostrado que ApoD se encuentra en la placa de
ateromay que si se sobre-expresa en células de muisculo
liso, éstas no reaccionan al PDGF El mecanismo de
accién de ApoD para inhibir la accién de PDGF y la
proliferacién de las células se basa en bloquear la entrada
al ntcleo de la cinasa ERK activa (Sarjeant y cols., 2003).
Sin embargo otro trabajo propone un efecto aditivo
entre PDGF y ApoD (Leung y cols., 2004). Un detalle
importante es el hecho de que una dieta rica en grasa
aumenta la proporcién de ApoD en las LDL plasmaticas
(Perdomo y Dong, 2009), lo que podria concordar con
una mayor presencia de ApoD en la placa de ateroma.



Cancer

La parada del crecimiento celular induce la expresién de
ApoD, lo cual la relaciona directamente con el cancer
(Do Carmo y cols., 2007). Ademas, su expresion esta
controlada por p73y p63 (Sasakiy cols., 2009), proteinas
de la familia del supresor de tumores p53, ambas
implicadas en el control del desarrollo.

Muchos trabajos sobre distintos tipos de cancer
coinciden en senalar a ApoD como un marcador de buen
prondstico. Entre ellos se encuentran los de mama
(Diez-ltza y cols., 1994), ovaricos (Vazquez y cols.,
2000), hepaticos (Utsunomiya y cols., 2005; Vizoso y
cols., 2007), colon (Ogawa y cols., 2005), astrocitomas
(Hunter y cols,, 2002; Hunter y cols., 2005b) y
neurofibromas (Hunter y cols., 2005a). En otros tipos de
cancer se ha usado como marcador diagndstico
apareciendo en los dermofibrosarcomas protuberantes
(Linny cols., 2003; West y cols., 2004) y encontrandose
ausente en los fibromixomas (Lisovsky y cols., 2008).
Existe controversia en cuanto a la aparicién de ApoD en
el cancer de préstata (Hall y cols., 2004).

Figura |I. ApoD en el laberinto de la vida. Esquema representativo de ApoD a lo
largo del complejo entramado de la vida: del desarrollo a la vejez, destacando su
elevada expresion en el envejecimiento.

Conclusionesy perspectivas

Existe una clara relacién entre ApoD, sus homélogos, el
envejecimiento y las patologias asociadas. El
envejecimiento es un proceso global del organismo en el
que la interrelacién entre los distintos sistemas y tejidos
es fundamental (Murphy y Partridge, 2008). ApoD se
incrementa con la edad (Loerch y cols., 2008) y, ademas,
tiene un amplio patrén de distribucién, permitiendo ser
una proteina muy pleiotrépica y desempenar distintos
papeles en los diferentes tejidos (Rassart y cols., 2000).
Todo esto la convierte en una excelente candidata para el
estudio y comprensién del envejecimiento.

La gran conservacion funcional de ApoD vy los
Lazarillos ha permitido trabajar con modelos animales.
Todos los resultados indican un papel protector y de
mantenimiento de la homeostasis para este grupo de
proteinas. Merece destacarse (1) la capacidad para
reducir los lipidos peroxidados y modular la longevidad
(Ganforninay cols., 2008; Muffat y cols., 2008; Sanchez y
cols., 2006; Walker y cols., 2006) y (2) la regulacién de la
via de la insulina por parte de NLaz (Hull-Thompson y

cols., 2009).

Frecuentemente se ha sugerido la posibilidad de
utilizar ApoD como una diana terapéutica en patologias
asociadas a la edad de muy distinta indole, ya sea
modulando sus niveles o mediante las llamadas
“anticalinas”. Las anticalinas son lipocalinas
mutagenizadas con la intencién de transportar un ligando
especifico y ejercer un efecto terapéutico (Skerra, 2008;
Vogty Skerra, 2004).

Sin embargo, permanecen muchos aspectos
desconocidos acerca de ApoD y sus homélogos. (Cémo
modulan un proceso tan multifactorial como la
longevidad? {Cual es su papel exacto en las enfermedades
neurodegenerativas y el cancer?... El
futuro...iEsperamos llegar a viejos para conocerlo!
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El sistema nervioso motor se organiza de forma jerarquica y modular para codificar el movimiento. El sistema de generacién de los
movimientos oculares sacadicos permite estudiar los mecanismos de programacién y ejecucién del movimiento a diferentes niveles. La
red neuronal que genera estos movimientos ha sido ampliamente estudiada en mamiferos, siendo aiin desconocida en otras clases de
vertebrados. En este marco, nuestros estudios se han centrado en la contribucién del mesencéfalo (techo éptico, formacién reticular y
nuicleo motor ocular comun) a los movimientos sacadicos en la carpa dorada (Carassius auratus). La codificacién en el techo 6ptico de los
movimientos sacadicos en un mapa motor espacial y bidimensional es un rasgo ancestral en los vertebrados. Sin embargo, en peces (en
oposicién a primates) esta estructura genera movimientos de convergencia ocular, y respuestas de orientacion y escape. La formacién
reticular del mesencéfalo podria contribuir con la descodificacién en coordenadas cartesianas de sefales tectales en direccién a
estructuras inmediatamente premotoras. El nicleo motor ocular comin muestra una actividad fasico-ténica relacionada con los
movimientos y fijaciones oculares. Esta aproximacién comparada permite extender los principios (programacién y ejecucién) que
gobiernan los substratos neuronales del sistema motor ocular sacadico de los vertebrados y proponer modificaciones adaptativas.

Introduccién.

Una de las caracteristicas del sistema nervioso motor es su
organizacién jerarquica y modular, mediante la cual las
estructuras superiores codifican el movimiento y sus senales
se transforman a través de redes neuronales hasta alcanzar a
las motoneuronas, que guian la accién contractil del musculo.
Conocer las redes neuronales y mecanismos que permiten la
programacién y ejecucién del movimiento constituye un
desafio esencial para comprender el funcionamiento del
sistema nervioso motor. El estudio de los sistemas implicados
en la generacién de los movimientos de orientacién visual
permite abordar estas dos grandes cuestiones, programacién
y ejecucion del movimiento. La aparicién de un estimulo
relevante en el campo visual genera una respuesta de
orientacién que implica el desplazamiento coordinado de los
ojos, cabezay cuerpo hacia la zona del espacio donde aparece
el estimulo (Freedman, 2008). Los movimientos de
orientacién visual estan destinados a proyectar la imagen del
estimulo sobre la zona de la retina de mayor agudeza visual
(fovea, area centralis). Durante las cuatro ultimas décadas,
gran parte de los trabajos destinados a estudiar la red
neuronal que hace posible los movimientos de orientacién
han centrado su atencidn en el subsistema que inicia y guia los
movimientos oculares rapidos o sacadicos en mamiferos
(Scudder y col., 2002; Sparks, 2002). Estos movimientos se
caracterizan por ser de gran velocidad (hasta 1000°/s en
monos) y corta duracién (20-100 ms). La codificacién central
de los movimientos sacadicos en otras clases de vertebrados
es poco conocida; nuestro grupo esta estudiando este
sistema en una especie de peces teledsteos, la carpa dorada
(Carassius auratus). En contraste con monos y gatos, en la
carpa dorada los ojos se sitlian laterales en la cabeza, su
campo visual se extiende alrededor de 280° con un
solapamiento de unos 30° en posicién nasal, y carecen de
févea, aunque su retina presenta una regién con mayor
densidad de fotorreceptores. Por otro lado, la carpa exhibe
un extenso repertorio de movimientos oculares, incluyendo
los movimientos sacadicos, y alguno de los circuitos
oculomotores basicos, por ejemplo aquel que permite la
vision durante la rotacién de la cabeza (reflejo vestibulo-
ocular) se ha mantenido basicamente inalterado con la

evolucién (Graf y col., 1997; Mensh y col., 2004). En este
marco conceptual, nuestros estudios han focalizado su
atencion en la contribucién del mesencéfalo (techo 6ptico,
formacién reticular del mesencéfalo y nicleo motor ocular
comun) a los movimientos de orientacién. En esta revision
mostraremos como esta aproximaciéon comparada ha
fortalecido los principios (programacién y ejecucién) que
gobiernan los substratos neuronales ancestrales que
soportan el sistema motor ocular sacadico y ha aportado
nuevos indicios sobre adaptaciones en la evolucién de los
vertebrados.

El techo 6ptico y los movimientos de orientacion visual.

El coliculo superior (o su estructura homologa en otros
vertebrados, el techo 6ptico) de los mamiferos es una
estructura crucial para la realizacién de los movimientos de
orientacién; en esta estructura se reciben las senales
sensoriales y se generan los comandos premotores que
codifican la respuesta de orientaciéon (Hall y Moschovakis,
2004). Las capas superficiales del coliculo superior reciben
directamente la informacién visual desde la retina, organizada
en un mapa topografico (mapa retinotépico). Con matices
propios de cada especie, en el techo éptico de los
vertebrados (peces, anfibios, reptiles y aves) hay una
representacién ordenada topograficamente del entorno
visual. Asi, cada techo éptico de la carpa dorada recibe
entradas visuales directas en coordenadas retinotépicas en
sus capas superficiales. Dos diferencias destacan en peces en
relacién a primates: |) en la carpa lainformacién procede casi
exclusivamente desde el hemicampo contralateral y sélo una
franja del hemicampo homolateral nasal se recibe en la
porcién antero-medial del techo; y 2) en monos laregiéon de la
févea que discrimina con precisién alrededor de 5° del campo
visual (aproximadamente el 0,03% del espacio que nos
rodea), ocupa una extensién amplia en su representacién
colicular. Ademas de las entradas visuales, el techo éptico
recibe informacién auditiva, somatosensorial y
electrorreceptiva ordenadas topograficamente y algunas
neuronas tectales modulan su actividad en relacién a sefales
sensoriales integradas (Steiny col., 2004).

En monos la lesién del coliculo superior produce
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alteracién, pero no incapacidad, en la generacién de los
movimientos de orientaciéon visual. Los movimientos
sacadicos muestran mayor latencia, menor velocidad y
precision para desplazarse hasta la meta deseada (Hikosaka y
Waurtz, 1985). Estos déficits parciales sugieren redundancia
en el sistema que genera los movimientos de orientacion y,
por tanto, otras estructuras pueden reemplazar la funcién del
coliculo superior (aunque no aquellas respuestas de menor
latencia). Asi, dos vias actuarian en paralelo para producir las
respuestas de orientacién, las originadas en el coliculo
superior y en regiones corticales (e.g., campos oculares
frontales). Aunque los campos oculares frontales de monos
son una estructura de un nivel jerarquico superior, gran parte
del control que ejercen sobre los movimientos oculares es
mediado por el coliculo superior (Hanes y Wurtz, 2001). La
ablacién tectal en la carpa dorada impide la respuesta de
orientacién hacia el hemicampo visual contralateral, aun
cuando puede detectar estimulos visuales en esta regién y
puede girar hacia ese lado. Estos resultados indican que el
techo optico ocupa, en la jerarquia de las estructuras
implicadas en la generacién de movimientos de orientacién,
un rango mayor en la carpa dorada que en primates (Torres y
col., 2005).

Estudios realizados en la década de los setenta en
monos sugirieron que en el coliculo superior los movimientos
oculares sacadicos se codifican en un mapa bidimensional: la
amplitud del movimiento en el eje antero-posterior y la
direcciéon en el eje medio-lateral (Robinson, 1972). Esta
organizacion del mapa motor podria ser un rasgo ancestral en
los vertebrados ya que la microestimulacién eléctrica (20— 50
MA) de las capas tectales intermedias y profundas de la carpa
dorada produce movimientos oculares sacadicos
contraversivos de corta latencia (unos 20 — 40 ms), y codifica
un vector (amplitud y direccién) de movimiento que es
diferente segun el sitio activado (Salas y col., 1997). La figura
IA, B muestra que la estimulacién de los sitios |, 2 y 3 del
techo produce movimientos de amplitud creciente y similar
direccién; por su parte, la estimulacion de los sitios 4 y 5
produce movimientos hacia arriba y abajo (con cambios en la
direccién) pero de igual amplitud. Por tanto, la amplitud del
movimiento aumenta con la distancia al polo rostral del techo,
y los movimientos se dirigen hacia arriba en los aspectos
mediales del techo o hacia abajo en los laterales. Esta
representacién de la métrica y direccién del movimiento esta
de acuerdo con el mapa visual retinotdpico de las capas
superficiales tectales. La alineacion de los mapas sensorial y
motor en la capas tectales sugiere que la representacién
sensorial del espacio se transforma en el eje dorsoventral del
techo. Se ha propuesto que las neuronas de las capas
profundas generarian una sefal premotora (denominada
error motor) relativa a la distancia entre la region de la féveay
la zona del campo sensorial activada por un estimulo
novedoso para iniciar el movimiento; a esta senal se le
sustraeria la posicién ocular, actualizada de forma continua
durante el sacadico, para generar el error motor dinamico
que codificaria la distancia entre donde esta el ojo y adonde
quiere llegar. Si el coliculo superior participa del circuito de
retroalimentaciéon que compara una representacién interna
de la posicién ocular en cada instante con la deseada es
motivo de controversia (Robinson, 1975; Soetedjo y col.,
2002). Aunque la organizacion del mapa motor tectal es un
caracter aparecido temprano en la evolucién de los
vertebrados, su estudio detallado demuestra adaptaciones

especificas en peces (Salas y col., 1997; Herreroy col., 1998):
) la activacion de la regién antero-medial del techo produce
movimientos oculares de convergencia; estos movimientos
podrian estar destinados a proporcionar al animal de un
cierto grado de visién estereoscépica, y produce los
movimientos de captura del alimento; 2) en monos (en
contraste con peces), la regién colicular que produce
movimientos pequenos (> 20°) ocupa una zona mayor que la
que genera movimientos de gran amplitud (entre 20°y 60°);y
3) la activacién del polo rostral del techo produce
movimientos coordinados de ojo y cuerpo en peces, mientras
que en monos los movimientos ojo-cabeza requieren la
activacion de regiones caudales del coliculo superior. Por
Ultimo, la estimulacién tectal puede producir respuestas
antagénicas, como los movimientos de orientacién o de
escape, que dependen de los parametros del estimulo y de la
regién activada. Respuestas semejantes se han encontrado en
roedores (Dean y col., 1989; Cohen y Castro Alamancos,
2010), y se ha sugerido que en animales con visién lateral
(para visién panoramica), sin verdadera févea en la retina y
con muchos predadores, el techo podria tomar “decisiones
inteligentes” que implicarian girarse hacia el estimulo
(orientacién) o alejarse del mismo (escape).

La formacion reticular del
movimientos oculares sacadicos.

mesencéfalo y los

Las células del coliculo superior que producen un brote de
potenciales de accién precediendo a los movimientos
sacadicos (~ 20 ms) estan ordenadas en un mapa topografico
semejante al descrito con la técnica de estimulacién eléctrica,
de tal modo que la localizacién de las neuronas activas en el
mapa motor del coliculo, y no las caracteristicas de su disparo
(frecuencia y/o duracién), codifican la informacién sobre la
amplitud y direcciéon del movimiento (Sparks y col., 1976).
Los datos de microestimulacién, inactivacién parcial y
registro unitario soportan, en conjunto, la hipétesis de que es
el lugar activo en el coliculo superior, y no los aspectos
temporales de su actividad, el que determina el vector del
movimiento de orientacién. Por el contrario, las
caracteristicas del movimiento ocular (amplitud, velocidad y
duracién) dependen de los aspectos temporales del disparo
de potenciales de accién por las motoneuronas. En otros
términos, el coliculo superior codifica qué hacer, pero no
cémo hacerlo; por tanto, la senal de las neuronas del coliculo
superior (cédigo de lugar o espacial) debe ser transformada
en un cédigo temporal, que guia el movimiento de
orientacion, a través de las redes neuronales del tronco del
cerebro que reciben su informacién.

La formacién reticular del mesencéfalo de
mamiferos es una regién que recibe una abundante
proyeccion del coliculo superior y esta implicada en la
generacién de los movimientos sacadicos (Cohen y col.,
1986). Sin embargo, la funcién de esta regién en el
movimiento sacadico es aln poco conocida. Estudios de
estimulacién eléctrica, inactivacion reversible y registro
neuronal en monos sugieren la presencia de diferentes zonas
funcionales en la formacién reticular del mesencéfalo en
relacién al movimiento ocular y que algunas de sus neuronas
codifican el movimiento ocular en su frecuencia de disparo
(Waitzmany col., 1996; Cromer y Waitzman, 2006). Nuestro
grupo ha estudiado si tales caracteres estan presentes en la
carpa dorada. La formacién reticular del mesencéfalo de
estos peces recibe una abundante proyeccién tectal y



retroalimenta al techo (Luquey col., 2007). Ademas, estudios
funcionales han mostrado su implicacion en la generacion de
la locomocién (Kobayashi y col., 2009). En relacién al
movimiento ocular sacadico, y mediante estimulacién
eléctrica de la formacién reticular del mesencéfalo, se ha
encontrado que esta regién esta directamente implicada en la
generacién de movimientos oculares sacadicos en la carpa
dorada (Luquey col., 2005, 2006). Los movimientos oculares
sacadicos generados muestran caracteristicas diferentes a
aquellos producidos desde el techo &ptico. Asi, estos
movimientos muestran menor umbral (alrededor de 10 pA
menor que desde el techo) y latencia (alrededor de 15 ms) lo
que elimina la posibilidad de que la activacién de la formacion
reticular produzca la activacién del techo, a través de
proyeccién reticulotectal, con generacion de movimientos
sacadicos secundarios. Ademas, los movimientos producidos
desde la regién reticular no varian su direccién en el eje
medio-lateral ni incrementan su amplitud con la distancia al
polo rostral (en oposicién a lo observado en el techo).
Finalmente, desde la formacién reticular del mesencéfalo se
puede generar movimientos verticales puros. En conjunto
estos datos sugieren que la formacién reticular del
mesencéfalo es una regién tectorecipiente en el que las
sefales tectales se transforman.

La estimulacion eléctrica de la formacién reticular
del mesencéfalo en la carpa dorada produce movimientos
sacadicos en todas las direcciones (horizontales, oblicuos y
verticales; ipsiversivos y contraversivos). Los movimientos
verticales puros (hacia arriba y hacia abajo) se producen
desde la regién rostral, mientras que los oblicuos vy
horizontales puros se producen desde regiones mas caudales
(véase el resultado obtenido de la estimulacién de los puntos
| y2enlafigura |C, D). Estos hallazgos soportan la presencia
de zonas funcionales en la formacién reticular del
mesencéfalo de la carpa dorada que podrian estar implicadas
en la descodificacién de senales tectales en coordenadas
cartesianas. Esta propuesta implica que el mecanismo para
esta transformacién podria proceder de un ancestro comun
de peces y vertebrados terrestres. Se han descrito un amplio
ndmero de evidencias que apoyan la hipétesis de
descodificacién cartesiana de las senales tectales en
mamiferos, segin las cuales los componentes vertical y
horizontal del movimiento se codifican en diferentes
poblaciones neuronales del tronco del encéfalo (Scudder y
col., 2002; Sparks, 2002). Ndcleos en el polo rostral del
mesencéfalo han sido relacionados con la generacién del
componente vertical del movimiento sacadico; mientras que
diferentes regiones del rombencéfalo han sido relacionadas
con la generacién del componente horizontal de estos
movimientos. En este contexto, se ha propuesto que la
formacién reticular del mesencéfalo seria una estacién de
descodificaciéon y relevo de senales tectales en direccién a
estructuras inmediatamente premotoras (Luque y col., 2005,
2006). Por otro lado, la estimulacién eléctrica de la region
reticular adyacente al niicleo motor comun en la carpa dorada
produce movimientos oculares convergentes. Esta regién
podria ser funcionalmente homodloga a la regién de
convergencia mesencefalica de monos y gatos (Luque y col.,
2006).

Cambios en los parametros de estimulacién varian la
amplitud, duracién y velocidad (pero no la direccién) de los
movimientos sacadicos producidos desde la formacién

reticular del mesencéfalo en la carpa dorada (Luque y col.,
2006). Estos resultados sugieren que la estimulacién de esta
regién puede modular las caracteristicas métricas y cinéticas
del movimiento ocular por influencia en la tasa de disparo de
neuronas premotoras y/o del nimero de neuronas activas.
Esta propuesta es consistente con datos obtenidos en monos
que demuestran relaciones entre la frecuencia de disparo de
las neuronas de la formacion reticular del mesencéfalo y las
caracteristicas del movimiento sacadico (Cromer y
Waitzman, 2006). En conclusién, la comparacién de los
resultados obtenidos en la carpa dorada con aquellos
encontrados en monos permite proponer que la formacién
reticular del mesencéfalo comparte funciones fisiolégicas en
el procesamiento de las senales tectales y en la generacién de
movimientos oculares sacadicos en grupos de vertebrados
alejados filogenéticamente.

El nicleo motor ocular comun y los movimientos
oculares sacadicos.

El ndcleo motor ocular comun en la carpa dorada se localiza
en el mesencéfalo, por debajo del acueducto cerebral y
cercano a la linea media (Fig. | E). Cualitativamente, todas las
motoneuronas de este niicleo muestran un patrén de disparo
similar (Fig. IF). Asi, las motoneuronas generan brotes de
potenciales de accién (actividad fasica) con los movimientos
oculares en la direccién de activacién y cuya frecuencia
covarfa con la velocidad del movimiento. La direccién de
activacion corresponde con la marcada por la contraccién del
musculo inervado por las motoneuronas. Ademas, las
motoneuronas, una vez superado su umbral de activacién,
muestran una frecuencia de disparo sostenida (actividad
ténica) que incrementa linealmente conforme el ojo se sita
en posiciones mas excéntricas en la direcciéon de activacion.
Esta actividad ténica muestra una pausa en su disparo con los
movimientos en la direccién de inactivacién (Pastor y col.,
1991). Estas propiedades de disparo basicas son similares a las
descritas en las motoneuronas oculares de mamiferos. Por
otro lado, el estudio de las proyecciones al nicleo motor
ocular comun muestra que recibe abundantes entradas de los
nicleos vestibulares, de las neuronas internucleares del
nicleo motor ocular externo y de otras regiones del tronco
del encéfalo relacionadas con la generacién de la actividad en
brote y ténica en el plano horizontal (Torres y col., 1992). La
similitud en el funcionamiento y las proyecciones al nicleo
motor ocular comun sugiere que la red neuronal implicada en
la salida del sistema motor sacadico se ha conservado a través
delafilogenia.

Agradecimientos.

Nuestro gratitud a Maria Pilar Pérez Pérez cuyos estudios de
neuroanatomia funcional han servido de base para el
desarrollo de esta linea de investigacién. Este trabajo ha sido
financiado con ayudas del Ministerio de Innovacién y Ciencia
(BFU 2009-07867) y de la Junta de Andalucia (Proyectos de
Investigacién de Excelencia: P08-CVI-039y P09-CVI-4617).

Bibliografia

Cohen B, Waitzman DM, Biittner-Ennever JAy Matsuo V (1986) Horizontal
saccades and the central mesencephalic reticular formation. Prog Brain Res
64:243-256.

Cohen JD y Castro-Alamancos MA (2010) Neural correlates of active
avoidance behavior in superior colliculus. ] Neurosci 30: 8502-851 | .

Cromer JA y Waitzman DM (2006) Neurones associated with saccade
metrics in the monkey central mesencephalic reticular formation. | Physiol

13



14

570:507-523.

Dean P, Redgrave P y Westby GW (1989) Event or emrgency? Two response
systems in the mammalian superior colliculus. Trends Neurosci [2: 137-147.

Freedman EG (2008) Coordination of the eyes and head during visual
orienting. Exp Brain Res 190:369-387.

Graf W, Spencer R, Baker H y Baker R (1997) Excitatory and inhibitory
vestibular pathways to the extraocular motor nuclei in goldfish. |
Neurophysiol 77:2765-2779.

Hall WC y Moschovakis A (2004) The superior colliculus. New approaches
for studying sensorimotor integration. CRC Press, Boca Raton.

Hanes DP y Wurtz RH (2001) Interaction of the frontal eye field and superior
colliculus for saccade generation. | Neurophysiol 85: 804-815.

Herrero L, Rodriguez F, Salas C y Torres B (1998) Tail and eye movements
evoked by electrical microstimulation of the goldfish optic tectum. Exp Brain
Res 120:291-305.

Hikosaka O y Wurtz RH (1985) Modification of saccadic eye movements by
GABA-related substances. I. Effect of muscimol and bicuculline in monkey
superior colliculus. ] Neurophysiol 53:266-291.

Kobayashi N, Yoshida M, Matsumoto Ny Uematsu K (2009) Artificial control
of swimming in goldfish by brain stimulation: confirmation of the midbrain
nuclei as the swimming center. Neurosci Lett. 452: 42-46.

Luque MA, Perez-Perez MP, Herrero L y Torres B (2005) Involvement of the
optic tectum and mesencephalic reticular formation in the generation of
saccadic eye movements in goldfish. Brain Res Rev 49: 388-397.

Luque MA, Pérez-Pérez MP, Herrero L, Waitzman DM y Torrres B (2006)
Eye movements evoked by electrical microstimulation of the mesencephalic
reticular formation in goldfish. Neuroscience 137:1051-1073.

Luque MA, Perez-Perez MP, Herrero Ly Torres B (2007) Connections of eye-
saccade-related areas within mesencephalic reticular formation with the
optic tectumin goldfish. ] Comp Neurol 500: 6-19.13

Mensh BD, Aksay E, Lee DD, Seung HS y Tank DW (2004) Spontaneous eye
movements in goldfish: oculomotor integrator performance, plasticity, and
dependence on visual feedback. Vision Res 44: 71 1-726.

Pastor AM, Torres B, Delgado-Garcia JM y Baker R (1991) Discharge

characteristics of medial rectus and abducens motoneurons in the goldfish. |
Neurophysiol 66: 2125-2140.

Robinson DA (1972) Eye movements evoked by collicular stimulation in the
alert monkey. Vision Res 12: 1795-1808.

Robinson DA (1975) Oculomotor control signals. En “Basic mechanisms of
ocular motility and their clinical implications” (eds Bach-y-Rita P y
Lennerstrand G) pags 337-374. Pergamon Press, Oxford.

Salas C, Herrero L, Rodriguez F y Torres B (1997) Tectal codification of eye
movements in goldfish studied by electrical microstimulation. Neuroscience
78:271-288.

Scudder CA, Kaneko CS, Fuchs AF (2002) The brainstem burst generator for
saccadic eye movements: amodern synthesis. Exp Brain Res 142:439-462.

Soetedjo R, Kaneko CR, Fuchs AF (2002) Evidence that the superior
colliculus participates in the feedback control of saccadic eye movements. |
Neurophysiol 87: 679-695.

Sparks DI, Holland Ry Guthrie BL (1976) Size and distribution of movement
field in the monkey superior colliculus. Brain Res | 13: 21-34.

Sparks DL (2002) The brainstem control of saccadic eye movements. Nat
Rev Neurosci. 3: 952-964.

Stein BE, Jiang W y Stanford TE (2004) Multisensory integration in single
neurons of the midbrain. En “The handbook of multisensory processes” (eds
Calvert G, Spence Cy Stein BE) pags 243-264. The MIT Press.

Torres B, Pastor AM, Cabrera B, Salas C y Delgado-Garcia M (1992)
Afferents to the oculomotor nucleus in the goldfish (Carassius auratus) as
revealed by retrograde labeling with horseradish peroxidase. ] Comp Neurol
324:449-461.

Torres B, Luque MA, Pérez-Pérez MP y Herrero L (2005) Visual orienting
response in goldfish: a multidisciplinary study. Brain Res Bull 66: 376-380.

Waitzman DM, Silakov VL, Cohen B (1996) Central mesencephalic reticular
formation (cMRF) neurons discharging before and during eye movements. |
Neurophysiol 75: 1546-1572.

50ms

05mv

Figura |. Codificacion de los movimientos oculares sacadicos a nivel del techo 6ptico (A, B), formacion reticular del mesencéfalo (C, D) y niicleo motor ocular
comun (E, F) en la carpa dorada. A. Visién dorsal del techo éptico mostrando la localizacién de diversos sitios de microestimulacion eléctrica (1-5; la regién central de
estimulacion y su area de difusion se muestran en negro y gris). En el recuadro se muestra una visién dorsal del cerebro completo de la carpa dorada. B. Curso temporal y
representacioén vectorial de los movimientos sacadicos producidos por la estimulacién de los sitios tectales indicados en A. Los movimientos se muestran superpuestos y
sincronizados por el inicio del estimulo (parte superior), la representacién del vector de cada movimiento se ilustra sobre un esquema del rango motor ocular (parte inferior). El
circulo representa los limites del rango motor ocular y la linea discontinua representa el eje mayor en los planos horizontal y vertical que cruzan el centro de la érbita. En la parte
inferior y en el centro se muestra esquematicamente la direccién del movimiento ocular producido por la estimulacién de los sitios |, 4y 5. C. Secciones transversales a través del
mesencéfalo rostral y caudal mostrando la localizacién de sitios de estimulacién (| y 2) en la formacién reticular del mesencéfalo. D. Curso temporal y representacion vectorial de
los movimientos sacadicos producidos por la estimulacién de los sitios indicados en C. E. Seccién transversa a través del nticleo motor ocular comun. F. Registro de la actividad
extracelular de una motoneurona del niicleo motor ocular comuin y su relacién con el movimiento-fijacién ocular en el plano horizontal. Las cabezas de flechas muestran la
actividad fasica relacionada con el movimiento sacadico, mientras que los asteriscos indican la actividad ténica relacionada con la fijacién ocular. Calibraciones como se indican.
Abreviaturas anatémicas: Cb, cerebelo; FLM, fasciculo longitudinal medial; FRM, formacién reticular del mesencéfalo; LH, 16bulo hipotalamico; LV, 16bulo vagal; MOC, nicleo
motor ocular com(n; nFLM, ntcleo del fasciculo longitudinal medial; Tel, telencéfalo; TO, techo 6ptico; TS, toro semicircular; VCb, valvula del cerebelo. Abreviaturas en los
registros fisiolégicos: Ab, Ar, C, |, direcciones hacia abajo, hacia arriba, contraversiva e ipsiversiva de los movimientos; Est, estimulo; Oh0, Ov0, posicién central del ojo en los
planos horizontal y vertical.
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La cinasa activada por AMP (AMPK) recibe una gran atencién por su implicacién en la regulacion del metabolismo celular y sistémico. Esta
relacionada con numerosos procesos fisiolégicos y patolégicos, como el metabolismo de los lipidos y la respuesta del organismo a las
adipocinas, el control del apetito, la captacién de glucosa en el misculo durante el ejercicio, la secrecién de insulina, la salud cardiovascular
y la inhibicién del crecimiento tumoral, entre otros. Desde su caracterizacion, apenas hace una década, se ha venido relacionando la
actividad de AMPK con la regulacién del transporte i6nico de membrana. En esta breve revision presentamos los aspectos mas
significativos sobre esta relevante via de regulacién y sus implicaciones para los érganos epiteliales y el corazén, cuya funcién descansa

sobre el transporte iénico de membrana.

Introduccién.

AMPK, el
energético

regulador central del metabolismo

La cinasa activada por AMP (AMPK) es una enzima que se
comporta como un sensor metabdlico ultrasensible que
protege a la célula en situaciones de estrés energético.
Cuando aumenta la concentracién celular de AMP (consumo
de ATP), AMPK es activada para regular el metabolismo
energético celular, lo que se consigue tanto estimulando la
produccién de energia como diminuyendo su consumo
(Hardie, 2008). En el ambito sistémico, la viade la AMPK se ha
implicado en el control del apetito y en la regulacién del
metabolismo en respuesta al ejercicio, nutrientes y
adipocinas (Dzamko y Steinberg, 2009; Kahn y cols., 2005)
justificando su creciente interés como posible diana
terapéutica en la obesidad y la diabetes tipo Il (Steinberg y
Kemp, 2009).

AMPK es una enzima heterotrimérica, compuesta
por una subunidad catalitica a. y dos subunidades reguladoras
By vy (Woods y cols., 1996; Stapleton y cols., 1997). La
subunidad B es importante en el mantenimiento de la
estabilidad (Kempy cols., 1999). La subunidad y contiene el
dominio de unién a AMP y confiere la especificidad de
sustrato. Cada subunidad tiene muiltiples isoformas (a1, 0.2,
BI, B2, yl, v2, y3), que se combinan de 12 formas distintas
para dar el complejo heterotrimérico funcional (Hardie,
2003). Ademas, existen transcritos alternativos de las
subunidades al, Y2y y3, lo que aiade aiin mas diversidad. Las
diferentes subunidades de esta cinasa ubicua muestran
expresion y activacion especifica de tejido, predominando las
subunidades a.l, B1 y yl. La localizacién celular de AMPK es
citoplasmatica, asociada a membranas o al glucégeno (Musiy
cols., 2001; Polekhinay cols., 2003). Ademas, el complejo que
contiene la o 2 esta también presente en el nicleo (Salt y
cols., 1998).

La actividad de AMPK depende de los niveles
celulares de AMP, que se registran por medio de lainteraccién
a través de dominios Bateman presentes en la subunidad y
(Davies y cols., 1995; Hardie, 2008). Ademas del efecto
alostérico, la unién de AMP a la subunidad reguladora y de
AMPK facilita la fosforilacion en el residuo T172 de la
subunidad o por las cinasas de AMPK e inhibe su

defosforilacién por protein fosfatasa 2C (Hawley y cols.,
1995). La principal cinasa de AMPK es LKBI, de gran interés
por su implicacién en el control del cancer (Woods y cols.,
2003). La activacién por cinasas de la cinasa dependiente de
calcio/calmodulina (CaMKKs) es independiente de
nucledtidos y relaciona la actividad de AMPK con las
concentraciones intracelulares de calcio (Carling y cols.,
2008). La actividad de AMPK se incrementa en condiciones
de estrés celular como la contraccion muscular, hipoxia,
isquemia, hiperosmolaridad y por desacopladores de la
fosforilacion oxidativa (Hayashi y cols., 2000; Hardie, 2008).
Los oxidantes pueden activar directamente a AMPK
(Rudermany cols., 2003).

Entre las hormonas que activan la via de la AMPK
merecen especial atencion la leptina y la adiponectina. AMPK
media sus efectos en la homeostasis del metabolismo
energético sistémico (Steinberg y cols., 2009; Minokoshi y
cols., 2002). La AMPK se puede activar farmacolégicamente
con analogos estructurales del AMP, como el 5-
aminoimidazol-4-carboxamida- I beta-D ribofuranésido
(AICAR) (Corton y cols., 1995), aunque no es un activador
especifico de esta enzima. La metformina y la fenformina,
farmacos antidiabéticos de la familia de las biguanidas, actdan
activando a AMPK por un mecanismo independiente de
nucleétidos (Zouy cols., 2004).

AMPK es una serina/treonina cinasa para la que se
han identificado multiples sustratos implicados en el
metabolismo energético celular (revisados en Hardie, 2008;
Figura 1). AMPK fue caracterizada inicialmente como
inhibidor de enzimas como la acetilCoA carboxilasa (Carlson
y Winder, 1999) o la HMGCoA reductasa (Carling y cols.,
1994). La estimulacién de AMPK también produce cambios
en la transcripcion génica y la sintesis de proteinas (Leclerc y
cols., 2002; Leff, 2003). El resultado general es la estimulacién
de procesos catabdlicos como la glucdlisis y la oxidacién de
acidos grasos, que producen ATP junto con la inhibicién de
procesos anabdlicos como la sintesis de proteinas,
triacilgliceroles y colesterol, que consumen ATP (Steinbergy
Kemp, 2009). Otros muchos procesos se han relacionado con
AMPK: captacién de nutrientes (Iglesias y cols., 2004),
inflamacién (Peairs y cols., 2009), apoptosis (Liang y cols.,
2007), crecimiento y polaridad celular (Mirouse y cols.,
2007), sintesis de 6xido nitrico (Chen y cols., 1999) y, por
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supuesto, el transporte ibnico, como detallamos a
continuacion.

AMPK regula el transporte iénico de membrana en
epitelios y células excitables

Dos tipos tisulares presentan unas altas tasas metabdlicas
asociadas al trabajo de transportadores i6nicos de
membrana: los epitelios y las células excitables. La asociacién
mas fuerte entre actividad de AMPK y regulacién del
transporte idnico en células excitables se encuentra en el
miocardiocito. En un conjunto de cardiopatias humanas, la
activacion constitutiva de AMPK produce alteraciones del
sistema de excitoconduccién que podrian ser explicadas por
sus efectos sobre canales i6nicos (Blair y cols., 2001; Gollob y
cols., 2001). En ratones, la expresién de una variante
constitutiva de AMPK demostré tener efectos sobre los
canales de sodio sensibles a voltaje (hH ) (Light y cols., 2003),
aumentando el tiempo de aperturay la duracién del potencial
de accién. El canal de potasio dependiente de ATP (KATP) es
otra posible diana para AMPK ya que contiene, en dos
subunidades, potenciales motivos de fosforilacion para AMPK
(Hallows, 2005). AMPK también regula la actividad y el
reclutamiento de los canales KATP del sarcolema en
cardiomiocitos (Sukhoduby cols., 2007). Por este mecanismo
se explicarian ademas algunos de los efectos observados para
la activacién de la AMPK sobre el metabolismo glucidico y la
secrecién de insulina. AMPK podria inhibir la liberacién de
insulina a través de la activacién de canales KATP en las
células beta pancreiticas (Limy cols., 2009).

AMPK se expresa en la practica totalidad de los
epitelios secretores o reabsorptivos, como el epitelio
respiratorio, la mucosa intestinal o los tibulos de la nefrona.
Participa en la regulacién de diversas proteinas
transportadoras de iones y solutos, acoplando el transporte
de membrana al estatus metabdlico energético celular. La

activacién de AMPK podria explicar porqué la hipoxia y la
deplecién de energia inhiben las proteinas de transporte de
membrana antes de que las concentraciones de ATP se
conviertan en el factor limitante (Hallows, 2005). Tal vez la
interacciéon mejor caracterizada sea la existente entre AMPK
y el canal de cloruro CFTR. CFTR necesita hidrolizar ATP
para funcionar, lo que sugiere que su actividad podria estar
acoplada al estatus metabdlico celular. CFTR fue pronto
identificado como sustrato de AMPK (Walker y cols., 2003;
Hallowsy cols., 2003). Ambas proteinas colocalizan en células
epiteliales (Hallows y cols., 2000) y su interaccién se produce
a través de la subunidad ol de AMPK y del dominio C-
terminal citoplasmatico de CFTR. AMPK fosforila
directamente a CFTR en la Ser768 del dominio R (Kingy cols.,
2009; Kongsuphol y cols., 2009), provocando la inhibicién del
canal, el cual permanece mas tiempo en su conformacién
cerrada.

Otra interaccién bien documentada es la existente
entre AMPK y ENaC, canal iénico que interviene en el
transporte vectorial de sodio en multiples epitelios. En este
caso AMPK inhibe la actividad de ENaC de manera indirecta,
a través de la proteina ubiquitin ligasa Nedd4-2, responsable
de la ubiquitinacién y endocitosis de ENaC. AMPK fosforila la
subunidad B de Nedd4-2 aumentando de esta forma su
interaccién con ENaC (Bhalla y cols., 2006; Almaga y cols.,
2009). El resultado final es la disminucién del nimero de
canales activos en lamembrana plasmatica (Carattinoy cols.,
2005; Bhalla y cols., 2006). Recientemente se ha propuesto
otro mecanismo alternativo por el que AMPK reduciria la
probabilidad de apertura del canal al interferir con la
regulacién de ENaC por fosfatidilinositol-bifosfato (Mace
2008).

El canal de potasio KCNQ/ de las células principales
del tubo colector es inhibido por AMPK, por un mecanismo
de endocitosis dependiente de ubiquitinacion (Alzamora y
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Figura I: AMPK es un sensor ultrasensible del nivel energético celular que actia integrando multiples estimulos. La respuesta que inicia es compleja, inhibiendo el
anabolismo y estimulando el catabolismo. El efecto general consiste en restaurar las concentraciones de ATP. Secundariamente participa en la homeostasis del sistema redox, la
respuesta inflamatoria o la regulacién del crecimiento y polaridad celular, entre otras. En epitelios y células excitables, AMPK podria tener un importante papel integrando la

regulacion del transporte idénico en la homeostasis energética de la célula.



cols., 2009). El canal de potasio activado por calcio, KCa 3.1,
que se expresa en lamembrana basolateral de muchos tejidos
epiteliales es inhibido por AMPK (Klein y cols., 2009). En
células epiteliales de pulmén la subunidad yl de AMPK
interacciona con el extremo C-terminal del canal inhibiendo
su actividad, aunque se desconoce si se asocia a otra proteina
o fosforiladirectamentea KCa 3.1 (Kleiny cols., 2009).

El transporte vectorial de iones requiere del trabajo
de bombas y de transportadores secundariamente activos
que permita acumular gradientes idnicos transmembrana. La
localizacién de AMPK en la membrana apical del asa de Henle
promovié el estudio de las interacciones entre la cinasa y
NKCC2, el cotransportador Na-K-Cl responsable de la
captacién luminal de Na®, Cl'y K™ (Fraser y cols., 2007; Fraser
y cols., 2005). NKCC2 posee en el extremo amino terminal
un sitio de fosforilacién para AMPK que esta conservado en
NKCCI (la isoforma de expresién ubicua del
cotransportador Na“-K"-Cl"), y en NCC (el cotransportador
sensible a tiazida del tibulo contorneado distal). En nuestro
laboratorio hemos demostrado que este residuo juega un
papel secundario en la activacién de estos transportadores
(Frasery cols., 2007).

Finalmente, las bombas idnicas también son
sustratos para AMPK. En células epiteliales de pulmén la
reduccion del transporte vectorial de sodio, que causa la
activacion de AMPK, parece estar mediada por la inhibicién
directa de la bomba de Na’,K"-ATPasa (Woollhead y cols.,
2005; Woollhead y cols., 2007). La regulacién de labomba de
sodio también parece estar involucrada en el mecanismo por
el que AMPK controla la respuesta quimiosensible en algunas
células del epitelio pulmonar (Vadasz y cols., 2008). En el
epididimo, AMPK participa junto a PKA en la regulacién
directa de la variante luminal de la H'-ATPasa vacuolar.
Mientras PKA induce la acumulacién de unidades de labomba
en la membrana apical de las células claras del epididimo, la
activacion de AMPK resulta en inhibicién de este efecto
(Hallows y cols., 2009). Ambas cinasas actuarian fosforilando
diferentes subunidades de la V-ATPasa. El mismo mecanismo
podria tener lugar en células intercaladas del tubo colector
(Gongy cols., 2010).

Relevancia fisiologica del control del transporte iénico
porla AMPK

En el organismo, el principal papel de AMPK es como pieza
clave en la regulacién del metabolismo, tanto celular como
sistémico (revisado en Hardie, 2008). Asi ha quedado
demostrado en los estudios del ratén KO para la subunidad
catalitica alfa-2, predominante en los tejidos relevantes parala
homeostasis del metabolismo (Viollet y cols., 2009). En el
resto de tejidos y 6rganos predomina la expresién de la
subunidad catalitica alfa-1, incluyendo el miocardio y los
epitelios.

Mutaciones en la subunidad gamma de AMPK causan
cardiopatias por almacenamiento de glucégeno y trastornos
del sistema de conduccién (Blairy cols., 2001; Golloby cols.,
2001), debidas a un aumento constitutivo de la actividad de
AMPK (Ahmad y cols., 2005). La alteracién resultante en la
actividad de los canales ibnicos provoca un fenotipo
arritmogénico con preexcitacion ventricular y fibrilacion
atrial, que terminan por producir arritmias a menudo fatales
(Gollob y cols., 2001). El papel de AMPK en la fisiologia del
sistema cardiovascular y el posible empleo terapéutico de la

manipulacién farmacolégica de esta via reciben considerable
atencién por sus importantes implicaciones para la salud
humana (Kim y cols., 2009; Arad y cols., 2007; Nagata y
Hirata, 2010; Wongy cols., 2009; Lopaschuk, 2008):

Sorprendentemente, el ratén con deleccién génica
de la subunidad alfa-I AMPK no muestra un fenotipo con
alteraciones de la funcién miocardica o epitelial evidente, lo
cual sugiere un papel secundario para AMPK dentro de las
multiples vias de control redundantes a las que estan
sometidos dichos tejidos. El fenotipo mas claro en este ratén
es la pronunciada hemdlisis, que provoca anemia Yy
esplenomegalia (Wang y cols., 2010; Foller y cols., 2009).
Parece que las causas implican una respuesta alterada al estrés
oxidativo (Wangy cols., 2010).

En el pulmén se trabaja sobre dos hipdtesis. La
primera es que AMPK media la vasoconstriccion pulmonar en
respuesta a la hipoxia. Segiin esta hipétesis, la activacion de
AMPK es necesaria para conectar el registro de la hipoxia
alveolar por la mitocondria con la induccién de
despolarizacién celular que finalmente inicia la contraccién
del musculo liso vascular (Kréneisz y cols., 2009). Un
mecanismo muy similar se ha propuesto también para
explicar los aumentos de la tasa de disparo en células de los
cuerpos carotideo y aértico en respuesta alos descensos de la
PaO, (Evans y cols., 2009). Por otra parte, el hecho de que la
activacién de AMPK permita reducir la capacidad reabsortiva
del epitelio pulmonar (a través de efectos sobre ENaC y la
Na’,K*-ATPasa) (Myerburg y cols., 2009; Mace y cols.,
2008), ha llevado a proponer este mecanismo como parte de
la terapia de la fibrosis quistica.

La regulacién por AMPK de la secrecién de cloruro
en el colon de roedores ha sido demostrada por varios
autores. En ratones deficientes de IL-10, un modelo de
inflamacién crénica, la activacion de AMPK redujo la
secrecion de cloruro dependiente de cAMP, mediada en gran
parte por la actividad de CFTR (Walker y cols., 2003). El
grupo de Kunzelman, de la Universidad de Regensburg, ha
demostrado que el epitelio colénico de los ratones con
deficiencia genética de alfa-1 AMPK tiene una capacidad
mayor para secretar cloruro (Kongsuphol y cols., 2009). Este
grupo demostré ademas mayor actividad de ENaC en el
epitelio de estos ratones, con lo que la capacidad reabsorptiva
también estaria comprometida (Almaca y cols., 2009). En el
estudio que hemos venido realizado en estos animales (Lazo y
cols., 2010), demostramos que pierden una mayor cantidad
de agua y electrolitos por las heces que sus hermanos con
genotipo normal. Este resultado confirma que la actividad de
AMPK es fundamental para mantener la secrecién colénica
ajustada a las necesidades del organismo. Recientemente se
ha demostrado la participacién de AMPK en la regulacion de
la secrecién acida en el estémago (Sidaniy cols., 2009) aunque
no se investigaron los mecanismos implicados.

En el rindn, un érgano que recibe casi la cuarta parte
del gasto cardiaco, a pesar de lo cual algunas zonas se
encuentran en relativo déficit de oxigeno, se esperaria que
existiera un mecanismo que permitiera inhibir el transporte
de iones antes de que las concentraciones celulares de ATP se
vuelvan limitantes para otros procesos celulares mas criticos,
acoplando de esta manera el trabajo especializado del tejido
con su estatus energético. El reconocimiento de la asociacién
entre AMPKy transportadores renales de sodio como ENaC
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(Carattinoy cols., 2005) o NKCC2 desperté nuestro interés y
el de otros investigadores por estudiar el papel de AMPK en la
fisiologia renal, en concreto en el balance de sodio. Ante tal
expectativa, los resultados son algo decepcionantes, ya que
los ratones con delecién génica de alfa-1 tienen un fenotipo
renal normal y responden normalmente a las maniobras de
sobrecarga o privacién de agua y NaCl (Lazo y cols., 2010).
Todo ello a pesar de que tanto NKCC2 como ENaC aparecen
sobreexpresados en tejidos de estos ratones (Almacay cols.,
2009). Por tanto, es posible que algin mecanismo
compensador esté enmascarando el verdadero fenotipo. En
nuestro estudio demostramos que el rindén esta de hecho
compensando una moderada hipovolemia, que pensamos
esta causada por la pérdida de agua y electrolitos a través del
colon, ya comentada. Estamos estudiando ratones con
delecién condicionada en el rindn para estudiar su fenotipo
renal en ausencia de estos efectos extrarrenales. Otros
laboratorios han estudiado el papel de AMPK en otras
funciones renales, incluyendo la filtracién glomerular (Sharma
y cols.,, 2008), la retroalimentacién tubuloglomerular -
también mediada por NKCC2- (Huang y cols., 2010), o la
hipertrofia (Lee y cols., 2007) y la inflamacién (Peairs y cols.,
2009) renal y su participacion en la respuesta renal a
patologias como laisquemia (Mounty cols., 2005), la diabetes
(Lee y cols., 2007, Guo y Zhao, 2007; Cammisotto y
Bendayan, 2008) o el riindn poliquistico (Hallows y cols.,
2010).

Conclusion:

Desde su posicién como regulador clave del metabolismo
celular, AMPK actla como un importante integrador de
senales y estimulos de diverso tipo que, entre otras vias
efectoras, sirve para modular el transporte idnico de
membrana. La actividad de AMPK, por tanto, ha de influir
notablemente en la fisiologia y patologia de érganos como el
pulmén, elintestino, el rindn o el corazén
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El fisiélogo, como cualquier investigador que cuantifica, que mide y que trata de obtener informacién sobre la naturaleza a partir
de algunas muestras representativas, se ve obligado a valorar hasta qué punto sus hallazgos son generalizables y en qué medida los
efectos de sus manipulaciones experimentales son el resultado de las mismas, y no a la capacidad creativa del azar. Es por eso que
el andlisis estadistico de los datos bioldgicos es indispensable en diferentes niveles de la investigacién biomédica y en diversos
ambitos de la misma. No es menos cierto, sin embargo, que el bidlogo o el médico son a veces reticentes a entender los
fundamentos de tales herramientas. En algunos casos, por efecto de cierta petulancia, que le lleva a despreciar el valor anadido del
analisis estadistico al considerar que los resultados de su experimento o su observacién parecen incontestables sin necesidad de
mayor cuantificacién. En otros, tal vez como resultado de su desconocimiento y del temor a moverse entre nimeros, esas
extranas criaturas que le parecen ajenasy peligrosas, con su tendencia a relacionarse a través de ecuaciones complejas, prefiere no
cruzar lalineay depender ciegamente de lo que le escriba el experto. Es muy posible que ambas actitudes sean equivocadas, y que
la superacién de las mismas resulte mucho facil de lo que parece. Al menos, eso es lo que han tratado de demostrar los autores del
texto resefado.

Es cierto que en el mercado editorial existen docenas de libros que explican los fundamentos y uso del analisis estadistico
en las investigaciones biomédicas, por lo que uno mas puede parecer, en principio, redundante. También que varios de ellos
constituyen excelentes manuales, bien por su condicién de clasicos (1, 2) o por su adecuada adaptacién a las necesidades de los
usuarios (3, 4). En este sentido, los autores de este libro confiesan haberse resistido durante afnos a publicarlo, precisamente por
ello, y explican que si ahora lo hacen es porque algunos de los temas basicos estan enfocados de un modo no usual, un modo que
—de acuerdo con una dilatada experiencia como docentes a diferentes niveles-- esperan los hagan mas accesibles al profesional sin
conocimientos matematicos. De hecho, se comprometen con el lector a no usar mas matematica que la contenida en las
operaciones elementales: suma, resta, multiplicacién y divisioén. Y debe reconocerse que cumplen rigurosamente su promesa.

A lo largo de este libro —como en otros previos (5, 6)-- insisten continuamente los autores en que no hay un
razonamiento estadistico distinto del pensar del hombre de la calle, lo cual se pone de manifiesto a través de todo el texto. Hay
que subrayar, sin embargo, —y ellos lo hacen repetidas veces— que la ausencia de dificultades matematicas no exime al lector de la
necesidad de afinar cuidadosamente en el pensamiento légico que toda actividad cientifica exige. La buena noticia es que esa
capacidad de razonamiento riguroso la comparten todos los profesionales e investigadores serios, por lo cual su practica esta al
alcance de todos ellos.

No es objeto de este comentario analizar en detalle las diferentes partes del libro, ni mucho menos tratar, siquiera, de
hacer una critica de su contenido. Durante afios he tenido la suerte de poder acudir a los autores solicitando aclaraciones a mis
inicialmente escasos conocimientos estadisticos. Debo reconocer que --con ayuda del tiempo, sin excesiva dedicacién y gracias a
su paciencia-- he sido capaz de entender cosas que previamente nadie me habia explicado. De manera que, como introductor asu
lectura, sélo puedo decir que resulta sencilla y gratificante, que en conjunto constituye una ayuda inestimable para la actividad
investigadora en cualquier rama de la biomedicina, y que es un instrumento complementario a otros textos mas especializados o
extensos. Baste, por ello, mencionar algunas de sus partes, como muestra de su potencial utilidad, y juzgue cada cual si le parece
justificado un esfuerzo adicional de caraaafrontar su lectura.

El capitulo destinado a las variables confusoras —término algo heterodoxo en castellano, y tal vez inventado por los
autores, pero sugestivo-- resulta muy clarificador en un tema que la mayoria de los libros de este nivel no tocan o lo hacen de



soslayo, pese a laimportancia practica del mismo. Por otra parte, el teorema de Bayes, que en otros libros suele “ocultarse” tras
una férmula de dificil comprensién para el investigador sin formacién matematica, se expone aqui de modo sencillo y muy
accesible. Lo mismo cabe decir de los fundamentos légicos de la inferencia bayesiana, ausentes en los textos habituales de este
nivel. Especial menciéon merece la cuestién de la potencia estadistica de las investigaciones y el tamafo que la muestra debe tener
para proporcionar una potencia determinada. De nuevo, todo ello se explica sin recurrir a férmulas complicadas y de un modo
que, si se le dedica el tiempo necesario, todo lector puede entender.

En resumen, se trata de un texto en la linea de los anteriores de los autores, que resulta accesible para la mayoria de los
lectores interesados en la materia, y que incluye una bateria de autoevaluaciones y ejercicios practicos que facilitan la
comprensién y permiten comprobar de manera sencilla el grado de comprensién de la materia. Y dado que la Unica critica formal
es responsabilidad del trabajo editorial —en cualquier caso mejorable--, animaria a los interesados a adquirir el libro, leerlo y
mantenerlo cerca, lo cual ayudara a que una segunda ediciéon pueda llegar pronto, con mayor profusién de graficos y con el
atractivo anadido de los ropajes vistosos.
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Pregunta: {Cuil es la relevancia fisiol4gica de los mecanismos de accion no gendémica de los estrégenos?

Antecedentes: el mecanismo de accién mas conocido de las hormonas esteroideas implica su unién a receptores nucleares que
funcionan como factores de transcripcién. Sin embargo, desde hace afos sabemos que estas hormonas, especialmente los
estrégenos, son también capaces de activar otros procesos celulares independientes de transcripcién, utilizando por tanto un
mecanismo de acciéon no genémico. Hasta ahora se desconocia la importancia fisiolégica de dichos mecanismos. El interés en el
mecanismo de accién de los estrégenos esta justificado por su importancia para la salud humana. Se ha establecido que los
estrégenos producidos de forma endégena en mujeres tienen un accion protectora sobre el sistema cardiovascular. Sin embargo,
la terapia hormonal sustitutiva produce efectos secundarios no deseados (aumento de riesgo de cancer de Gtero). Estos pueden
evitarse mediante terapia combinada de estrégenos y progesterona, pero los beneficios cardiovasculares de la misma no son
homogéneos en la poblacién.

Resultados: Los autores utilizan un conjugado altamente estable entre estradiol y el dendrimero poli(amido)amina que activa con
total selectividad la ruta de sefalizacién no genémica. En una serie de experimentos de gran elegancia, demuestran que el nuevo
reactivo, sefalizando a través Gai, aumenta la produccién de éxido nitrico y la proliferacién y migracion de células endoteliales,
promoviendo la integridad del endotelio in vivo. Estos efectos tienen lugar sin que se produzca hipertrofia uterina o estimulacién
del crecimiento de xenotransplantes de células de cancer de mama.

Relevancia: 1) Demuestra la importancia fisiolégica de la accién de estrégenos a través de un mecanismo no genémico; 2)
Demuestra que la ruta no genémica proporciona un sistema para la accién tejido-especifica de los estrégenos; 3) Indica que la
sefalizacién no genémica por estrégenos puede utilizarse como diana farmacolégica para obtener de forma selectiva efectos
beneficiosos sobre el sistema cardiovascular; 4) Desarrolla de una nueva aproximacién experimental con aplicacién general para
el estudio de acciones no gendmicas de esteroides.

21



22

NICOTINIC RECEPTORS ON RAT ALVEOLAR MACROPHAGES DAMPEN ATP-INDUCED INCREASE IN
CYTOSOLIC CALCIUM CONCENTRATION.

Mikulski Z, Hartmann P, Jositsch G, Zastona Z, Lips KS, Pfeil U, Kurzen H, , Clauss WG, Grau V, Fronius M, Kummer W.
Respiratory Research [1:133, 2010

Nominado por Pablo Miranda. Hospital Universitario Ntra Sra de Candelaria (Tenerife)

Pregunta: (Qué tipos de receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) estan presentes en macréfagos alveolares, y cual es su
papel en larespuestainmune pulmonar?

Antecedentes: En macroéfagos peritoneales se ha descrito que la liberaciéon de acetilcolina puede atenuar la respuesta
inflamatoria sistémica mediante la denominada “via anti-inflamatoria colinérgica”, en la que la subunidad o7 del nAChR parece
ejercer un papel relevante. En estudios previos a éste se sugiere, por otro lado, que la composicién de los NAChR en macréfagos
no es la misma que en el tejido neuronal. En este trabajo, los autores se cuestionan si esta misma via anti-inflamatoria existe en el
pulmén, dada la existencia del ligando natural del AChR (colina), asi como la gran relevancia clinica de la presencia de nicotina
(procedente del tabaco). Hipotetizan que, efectivamente, en pulmén existe una via anti-inflamatoria colinérgica que opera a
través de la funcién de los macréfagos alveolares (MA) y que podria explicar dos observaciones previas del tratamiento con
agonistas del nAChR: la reduccién del dafio pulmonar agudo inducido por sepsis en rata y ratén, y la disminucién de liberacién de
factor de necrosis tumoral (TNF-a) tras la aplicacién intrapulmonar de lipopolisacaridos.

Resultados: Utilizando MA aislados por lavado bronco-alveolar, los autores realizan en primer lugar estudios de PCR,
inmunohistoquimica y Western Blot. Los resultados muestran que las subunidades 0.9, a10, 31 y 32 son las mas abundantes en
MA. Es interesante el hecho de que no se detect6 la subunidad a7, que habia sido implicada en la respuesta anti-inflamatoria
nicotinica en macréfagos provenientes de otros tejidos. La funcionalidad de los nAChR en MA se probé mediante la variante de
'célula entera' de la técnica del patch-clamp y mediante la medida del calcio intracelular por fluorescencia. Si bien no se detectaron
respuestas en el potencial de membrana o variaciones de la concentracién de calcio intracelular ante la adicién de ACh o nicotina,
si se observé que ésta ultima reducia el aumento de calcio intracelular producido por la estimulaciéon de los MA por ATP, que
constituye una senal de “peligro” asociada al dafo tisular. Este efecto es bloqueado por a-bungarotoxina y no depende de los
niveles de calcio extracelular. Asi, los autores demuestran que efectivamente existe una via anti-inflamatoria nicotinica en pulmén
ejercida por los macréfagos alveolares.

Relevancia: Este estudio describe por primera vez una acciéon de la nicotina con efecto anti-inflamatorio en macréfagos
alveolares. Es interesante que la composicién de los receptores, asi como la cascada de sefalizacion implicada, parecen ser
distintas ala de los AChR neuronales, lo cual haria posible una aproximacién terapéutica selectiva.

CHRONIC HIGH-FAT DIET IN FATHERS PROGRAMS B-CELL DYSFUNCTION IN FEMALE RAT
OFFSPRING.

Ng S-F, Lin RC, Laybutt DR, Barres R, Owens JA, Morris M.

Nature 467: 963-6, 2010.

Nominado por Diego Alvarez de la Rosa, Comité Editorial Fisiologia, Departamento de Fisiologia, Universidad de La Laguna

Pregunta: {Podriala dieta del padre afectar a la salud de sus hijas?

Antecedentes: El aumento de la prevalencia global de la obesidad ha provocado un aumento paralelo en la incidencia de la
diabetes tipo 2 y su aparicion cada vez mas temprana. La existencia de obesidad en el padre o la madre es un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de la obesidad infantil. El impacto de la obesidad inducida por la dieta en la madre sobre su
descendencia esta bien documentada. Sin embargo, se sabe poco sobre si la contribucién del padre se debe a factores
estrictamente genéticos o si su dieta también puede afectar al metabolismo de la descendencia.

Resultados: Ng y cols. utilizaron machos de rata Sprague-Dawley alimentados durante 14 semanas con una dieta de elevado
contenido en grasa para inducir la apariciéon de obesidad, intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. Tras aparear estos
machos con hembras control se obtuvieron descendientes con peso corporal normal. Sin embargo, tras la lactancia las hembras,
pero no los machos, presentaron un fenotipo de diabetes, con defectos en la toleranciaa la glucosay la secrecién de insulina. Esto
ocurrié con alta frecuenciay reproducibilidad, descartandose asi la transmision de defectos genéticos inducidos por la dieta en los
espermatozoides, fenédmeno que tendria baja incidencia y caracter aleatorio. Por ello, el efecto se atribuye a una modificacién
epigenética del genoma espermatico (posiblemente en sus patrones de metilacién), que a su vez, segin demuestran Ng y cols.,
provoca una alteracién en la regulacién génica. Concretamente, los autores demuestran la existencia de alteraciones en la
expresion de al menos 647 genes en el islote pancreatico, que a su vez puede ser relacionada, en al menos un caso estudiado, con
una hipometilaciéon del promotor del gen.

Relevancia: Se demuestra por primera vez que un efecto ambiental paternal, como es una ingesta alta en grasa, es capaz de
producir un cambio metabdlico en la descendencia, en este caso la transmisién de un fenotipo de diabetes.
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