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En la primera, a sugerencia de Celestino Gonzalez, el Dr.
Arguelles y sus colaboradores, de la Universidad de Oviedo y del
Hospital Universitario Central de Asturias, revisan un asunto
complicado y sin duda discutido como es la programacién fetal,
ejemplificada con la regulacién de la homeostasia hidrosalina y la
susceptibilidad a padecer enfermedades cardiovasculares en la
etapaadulta.

El grupo que lidera el Dr. Tarik Smani, en el Hospital
Universitario Virgen del Rocio de Sevilla, por invitacién de Juan
Rosado, firma una revisién sobre un proceso fisiolégico que se
mantiene de plena actualidad a pesar de haber transcurrido 25 afos
de su formulacién primera: La entrada capacitativa de calcio en
células eléctricamente excitables, como son las musculares lisas, y el
papel que esta entrada de calcio tiene en la regulacién del tono
vasculary en la proliferacién y migracion de dichas células.

La tercera y ultima de las revisiones, recomendada por
Ana Isabel Alcalde, es una puesta al dia de los conocimientos mas
recientes sobre alteraciones de los genes RAS y sus rutas de
senalizacién, origen de diversos sindromes neuro-cardio-facio-
cutaneos. El Dr. Jimenez Schuhmacher, que actualmente trabaja
para el Memorial Sloan-Kettering Cancer Center de Nueva York,
junto con L. Barata (estudiante de Medicina de la Universidad
Auténoma de Madrid) y la Dra. Hernandez Porras (del CNIO) son
los autores delarticulo.

El presente nimero se completa con una seccién de
literatura comentada por miembros de nuestro comité editorial
(Alvarez de la Rosa y Teresa Giraldez), que creemos puede incitar
nuevas lineas de investigacion en nuestros socios mas jévenes. Y
finalmente una recomendacién editorial: La lectura de un libro
apasionante de nuestro colega Luis Miguel Garcia-Segura para la
prestigiosa editorial Oxford University Press.

Espero que disfruten con este nuevo ejemplar de la revista
FISIOLOGIA, y feliz verano.

Juan A. Rosado.
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CARTA DEL PRESIDENTE

| cierre de la edicién de este nimero de la revista Fisiologia, el proyecto de LEY DE LA
CIENCIA, LA TECNOLOGIA Y LA INNOVACION (norma que pretende sustituir la Ley de
Cienciade 1986) se encuentra en el Congreso de los Diputados, después de que el 7 de mayo el
Consejo de Ministros aprobara la version definitiva del texto normativo que, tras dos anos de
borradores, desde marzo de 2010 estaba siendo analizado por los agentes implicados —incluida nuestra
sociedad através de su participacion en la Confederacién de Sociedades Cientificas de Espana (COSCE).

FuelaLey 13/1986, de Fomento y Coordinacién General de la Investigacién Cientificay Técnica, la
que sentd las bases para el desarrollo de politicas cientificas y tecnolédgicas a través de la implantaciéon del
exitoso Plan Nacional de Investigacién Cientifica y Desarrollo Tecnolégico. Deberia ser la nueva ley la que
tuviera en cuenta “dos realidades que marcan una importante diferencia con la situacién en la que se
encontraba Espana hace aproximadamente dos décadas. Por un lado, se han desarrollado las competencias
en materia de investigacion cientifica, desarrollo e innovacién tecnolégica de las Comunidades Auténomas
a través de sus Estatutos de Autonomia y de la aprobacién de sus marcos normativos. Por otra parte,
Espana se encuentra plenamente integrada en la Unién Europea, jugando un importante papel en la
construccion del Espacio Europeo de Investigacién. El nuevo marco legal debe por tanto establecer
mecanismos eficientes de coordinacién y de colaboracién entre las Administraciones Publicas con
competencias en materia de investigacion cientifica y técnica, y de articulacion de las estrategias espafnolas
con las de la Unién Europea” (Informe COSCE sobre el borrador de la Ley de la Ciencia, la Tecnologiay la
Innovacién).

La aprobacién de la nueva ley implicara ademas, y asi se prevé mediante las disposiciones finales, la
modificacion de algunos articulos de la Ley 53/1984, de incompatibilidades del personal al servicio de las
Administraciones Publicas, de la Ley | 1/1986, de patentes de invencién y modelos de utilidad, de la Ley
Organica 6/2001, de Universidades, de la Ley 49/2002, de régimen fiscal de las entidades sin fines lucrativos
y de los incentivos fiscales al mecenazgo, de la Ley 38/2003, General de Subvenciones, de la Ley 55/2003,
del Estatuto Marco del personal estatutario de los servicios de salud, de la Ley 29/2006, de garantias y uso
racional de los medicamentos y los productos sanitarios, y de laLey 14/2007, de investigacién biomédica.
Resulta agradable leer la primera frase de la exposiciéon de motivos de nueva norma, con la que se afirma
que: “La generacién de conocimiento en todos los ambitos, su difusion y su aplicacién para la obtencién de
un beneficio social o econémico, son actividades esenciales para el progreso de la sociedad espafiola, y su
desarrollo ha sido clave para la convergencia econémica y social de Espafia en el entorno internacional”.
Pero luego la cosa se complica a lo largo de 46 articulos, |9 disposiciones adicionales, 5 disposiciones
transitorias, y las ya citadas | | disposiciones finales.

Invito a todos los miembros de nuestra sociedad, a pesar de la dureza normativa, a seguir el devenir
de esta nueva ley, que seguramente modificara una parcela sustantiva de nuestra razén de ser, cual es la
investigacion cientifica. Porque, transcurridos ya casi 25 anos de la promulgacién de la anterior,
necesitamos ahora, y asi lo pedimos, que la nueva ley tenga como objetivo primero la excelencia y la

competitividad.
%7’

I

Ginés M. Salido.




INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

A. Remisién de originales

La remision de originales se hara exclusivamente por correo electrénico a la direccion del editor o de cualquiera de los
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el manuscrito en formatos usuales. En todo caso deben indicarse en la carta de remisién los formatos empleados para texto, tablas,
graficos y fotografias. La utilizaciéon de formatos poco usuales retrasara la publicacién. En caso de emplear algliin sistema de compresién
para fotografias o graficos, debe comprobarse que la descompresion no deteriora la calidad de las imagenes. La carta de remisién debe incluirse
en el cuerpo del mensaje electrénico y el original y las figuras en forma de archivos anexos. El texto del articulo debe adjuntarse como un
Unico archivo, incluyendo la péagina con el titulo, el texto principal, bibliografia, etc. Cada tabla o figura debe remitirse en un anexo
independiente, nombrando cada anexo con el nombre del primer autor y el nimero de tabla o figura que contenga (ejemplo: Cunqueiro-
Fig.1).

Direcciones comité editorial:
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Alicante, juan.martinez-pinna@ua.es) y Carlos Villalobos (CSIC, carlosv@ibgm.uva.es).

B. Composicién de los originales

|. Primera pagina.

* Titulo

* Autores

¢ Filiacién de los autores

* Autory direccién para correspondencia si procede (incluir nimeros de teléfonoy fax, y una direccién de correo electrénico).

2. Segunda pagina.
Sumario, si procede, en una extension un superior a 200 palabras, en el mismo idioma que el resto del articulo.

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 pretensién divulgativa, de forma que puedan ser entendidos por cualquier fisiélogo, independientemente de su area de especializacion.
El procedimiento mas simple es tomar como ejemplo cualquier articulo publicado previamente en Fisiologia. En caso de no disponer de
ningun ejemplar, puede solicitarse a cualquiera de los miembros del comité editorial o a la Secretaria (nadal@umh.es) para ser incluido en la
lista de distribucién. Alternativamente, pueden consultarse 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 pretensién divulgativa, cada
autor podra organizar el texto en la forma que crea mas oportuna, si bien se sugiere una divisién en secciones que facilite su lectura.

4. Otros.
a. Notas (silas hubiere) y agradecimientos.
b. Bibliografia. Las referencias, muy seleccionadas, se insertaran en el cuerpo del texto entre paréntesis (ejemplo: Chacén y Mairena,

1999). La relacién completa de referencias bibliograficas debera incluirse al final del texto, por orden alfabético y cronolégico,
de acuerdo alos formatos mas habituales. Ejemplo: Gémez |, Belmonte | (1910) Deciphering bullfighting. ] Taurom 57: 200-235.

c. Pies de figuras. Deberan incluirse a continuacién de la bibliografia y en paginas aparte.

d. Figuras. Su nimero no debera ser superior a 2-3 por articulo, y el tamafo maximo aceptado sera el de una hoja impresa (DIN-A4).
En el caso de figuras previamente publicadas, si fuere necesario, debera acompanarse autorizacién para su reproduccién en
Fisiologia.

e. Tablas.




IMPACTO DE LA PROGRAMACION FETAL Y PERINATAL SOBRE LA

HOMEOSTASIA HIDROMINERAL Y CARDIOVASCULAR
Argiielles J*, Perillan C*, Costales M*, Malaga $**, Diaz JJ** y Vijande M* ~

*Dpto. de Biologia Funcional. Area de Fisiologia. Facultad de Medicina. Universidad de Oviedo.
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Es consustancial a la ciencia y al "método cientifico" que la impulsa, el cambio en la interpretacién de los fenémenos, consistente en una
sucesion de teorias que de forma mas o menos perfecta explican la realidad observada. Sin duda el procedimiento tiende al avance del
conocimiento. No obstante, es oportuno hacer varias consideraciones sobre este proceso. La ciencia, al fin y al cabo un constructo de la
mente humana, no escapa a modas, que laimpregnan con diferente fortuna constantemente. La moda a su vez depende a menudo de los
medios, experiencia 'y conocimientos disponibles en cada momento. Sin embargo, todas las teorias cientificas se basan en hechos mas o
menos comprobables y por tanto, aunque se tornen obsoletas o se demuestre que son erréneas y no expliquen completamente los
hechos observables, pueden contener y reflejar parte de la verdad. Asipues, la ciencia esta sujeta a vaivenes, a veces pendulares. Por esta
circunstancia, con el paso del tiempo, teorias que en su dia fueron abandonadas, son resucitadas, a veces con fuerza inusitada e irracional
(el creacionismo, por ejemplo), o simplemente recuperadas para alinearse con otras mas modernas para ayudar a explicar realidades cuya
esencia e interpretacién son mas complejas que lo imaginado inicialmente. Este articulo revisa la base de |a trasmision de las caracteristicas
fenotipicas entre generaciones, enfrentando a la interpretacién genética, la neo-lamarckista basada en el fenémeno conocido como

“programacion fetal”.
enfermedades cardiovasculares.

Liquidos corporales.

Aproximadamente el 60% del peso corporal esta
constituido por agua. La practica totalidad se localiza en
los compartimentos intracelular y extracelular, siendo la
cantidad en el interior celular aproximadamente el doble
que la exterior. El compartimento extracelular se
compone de dos subcompartimentos — el fluido libre de
células confinado dentro del sistema cardiovascular,
plasma y el fluido intersticial que llena el espacio que
rodealas células. El movimiento de aguay de sodio entre
los vasos y los espacios intersticiales es un fenémeno de
ultrafiltracién a través del endotelio, escasamente
permeable a las proteinas en condiciones normales. Una
reduccion o expansién de cualquiera de los
subcompartimentos se ve muy rapidamente
acompanada por cambios volumétricos proporcionales
en los otros. Los cambios de volumen acuoso del
organismo afectan primeramente al fluido extracelular y
pueden ser cuantificados facilmente a través de
variaciones del valor hematocrito o de concentracién
plasmatica proteica.

La deshidratacion del compartimento celular y del
extracelular activa mecanismos fisiolégicos que
minimizan la pérdida hidrica, regulando la excrecién y
modulando el comportamiento, consistente en la
busqueda e ingestién de agua (sed) (Thornton, 2010).
Tanto el componente simpatico del sistema nervioso
autébnomo como el sistema endocrino a través de varias
hormonas, actlan sobre el rindn para modular la
excrecién de sodioy agua. Alargo plazo, la inicamanera
de recuperar la homeostasia frente a un déficit hidrico o
de sodio, es mediante comportamientos de busqueda y
consumo de aguay sodio.

Los reflejos homeostaticos y comportamentales
relativos al equilibrio hidromineral actian en diferentes
escalas temporales.  Mientras que los reflejos
auténomos (generalmente simpaticos) son casi
instantaneos, los endocrinos tardan minutos en activarse

Se considera como ejemplo el caso de la regulacién de la homeostasia hidrosalina y la susceptibilidad a

y las respuestas comportamentales - normalmente muy
complejas y matizadas por circunstancias externas e
internas-, necesitan mas tiempo paraactivarse.

La separacion entre estos mecanismos es en parte
artificiosa. La coordinacién de reflejos y respuestas
endocrinas requiere la accién integradora del Sistema
Nervioso Central (SNC), que monitoriza continuamente
el estado de los fluidos corporales e interviene o modela
al fin el comportamiento (Johnson y Thunhorst, 2007).
Existen mecanismos comunes que se activan por sefales
compartidas e incluso utilizan las mismas estructuras
cerebrales y sistemas neuroquimicos. Por ejemplo, la
angiotensina |l, relacionada con la actividad simpatica,
provoca la liberaciéon de ADH, asi como directamente la
ingesta de agua y sodio, implicando estructuras y vias
coincidentes con otros mecanismos homeostaticos
puramente nerviosos.

La reaccién inmediata a cambios hidrosalinos en el
medio interno, no excluye la posibilidad de la existencia
de respuestas adaptativas ventajosas que tengan su
origen y consecuencias en un marco temporal mas
amplio, incluso alo largo de toda la vida, iniciandose quiza
antes del nacimiento.

Programacion fetal.

Tradicionalmente las causas de enfermedad suelen
atribuirse a dos tipos de factores: genéticos y
ambientales, incluyendo en los Uultimos los habitos
alimenticios, la exposicion a agentes téxicos, el nivel de
ejercicio, etc., de los individuos a lo largo de su vida.

Ya en 1934 Kermack y cols. (1934) demostraron
que el descenso de la mortalidad ocurrida en Inglaterray
Suecia entre 1751 y 1930 estaba asociado a las mejores
condiciones de vida durante la primera infancia. Mas
tarde Forsdahl (1977) alerté de la correlacién entre las
tasas de mortalidad en ciertas regiones de Noruega,



debidas a enfermedad coronaria entre 1964y 1967 y las
de mortalidad infantil setenta afios antes. Como posible
explicacioén, sugirié que las deficiencias nutricionales que
acompanaban a la pobreza, podrian haber elevado la
vulnerabilidad de los individuos en etapas posteriores de
la vida, haciéndolos mas propensos a la enfermedad.
Estas y otras observaciones parecidas, dieron lugar a la
sospecha fundada de que las circunstancias en que se
producen las primeras etapas de desarrollo, pueden ser
determinantes de la salud futura en el adulto.

Este marco de referencia etiolégico sufre un
impulso definitivo a partir de 1987, con los trabajos de los
epidemidlogos Barker y Osmond (1987) que analizaron
la correlaciéon entre mortalidad materna por causas
distintas a fiebres puerperales en diferentes areas de
Inglaterra y Gales durante el periodo 1911-14, con la
mortalidad de la generacién nacida en aquel periodo,
ocurrida entre 1968-78. Los hallazgos fueron
sorprendentes. La mortalidad por accidentes
cerebrovasculares e infarto de miocardio de los adultos,
se correlacionaba significativamente con las tasas de
mortalidad materna en el periodo de su nacimiento, en
las mismas areas geograficas. La mortalidad materna en
esas épocas se considera asociada a una deficiente salud y
condicién fisica (Campbell, 1924; Campbell y cols.,
1932). Barker y Osmond otorgaron mas importancia al
entorno materno -y por lo tanto a las condiciones del
desarrollo intrauterino, que a las neonatales.
Resumiendo, en aquel entorno existieron madres con
mala salud, que probablemente desarrollaron su
gestacién en condiciones problematicas, y sus
descendientes, al llegar a la edad adulta, presentaron
mayor riesgo de patologia cardiovascular.

Trabajos posteriores concretaron mas, definiendo
como factores predictores de riesgo de enfermedades
cardiovasculares en el adulto, el bajo peso al nacimiento
(indicador y reflejo de unas deficientes condiciones de
gestacioén) y la velocidad de crecimiento perinatal. De
estos trabajos emerge lo que se conoce como “hipétesis
de Barker”, término acufado en un articulo editorial de
BM] en 1995 (Paneth y Susser, 1995). Sostiene, sobre
una base de evidencias indirectas, que la nutricién en la
etapa fetal y durante la primera infancia, reflejada en el
crecimiento fetal e infantil, determina la “programacion”
de factores de riesgo cardiovascular. Estos son la
elevacién de la tensién arterial, de la concentracién de
fibrindgeno y factor VIl en plasma, e intolerancia a la
glucosa, determinantes clave a largo plazo de la aparicién
de enfermedades cardiovasculares.

La programacién fetal podria tener sentido
adaptativo. Los fetos en desarrollo responderian a un
aporte de nutrientes limitado a través de cambios
estructurales y metabdlicos, que a su vez pueden ser el
origen del mayor riesgo de enfermedades en la edad
adulta, incluyendo hipertensién arterial, patologia
coronariay diabetes tipo || (Osmond y Barker, 2000). La
presiéon de seleccién favoreceria inicialmente a los

individuos que respondiesen de esta manera.

La hipétesis de la programacién fetal de Barker, es
controvertida y los resultados de algunos trabajos la
contradicen. Dado que los nifios nacidos de gestaciones
multiples suelen tener bajo peso, su riesgo de mortalidad
cardiovascular al llegar a la edad adulta deberia
encontrarse elevado. Sin embargo, entre 4500 gemelos
suecos nacidos entre 1886 y 1925, estudiados hasta
1986, no se hallé una mayor patologia cardiovascular que
en la poblacion general (Hubinette y cols., 2003).
Igualmente los estudios sobre descendientes de madres
holandesas subnutridas durante un periodo critico de lall
Guerra Mundial, han ofrecido resultados de dificil
interpretacién (Painter y cols., 2005) y son fuente de
airadas polémicas (Lumey, 2001).

Después de diez afos, el BM] revisité en otro
articulo editorial la hipétesis del origen fetal de las
enfermedades del adulto. Sin desautorizar la teoria
original, recalcé la importancia de los eventos
modificadores ocurridos después del nacimiento
(Eriksson, 2005). Por ejemplo, un estudio realizado en
mas de 66.000 enfermeras, demostrd la elevacién del
riesgo de enfermedades cardiovasculares entre las
nacidas con bajo peso, pero solamente del subgrupo que
habia alcanzado mayores indices de masa corporal, y no
en las que habian permanecido relativamente delgadas
(Rich-Edwards y cols., 2005). En resumen, desde el
punto de vista de la salud publica, se debe considerar que
en sentido estricto, las enfermedades no se programan,
pero si la tendencia o susceptibilidad a ellas (Eriksson,
2005).

La esencia del concepto de programacién se
refleja muy bien en la fisiologia de la sudoracién. El
nimero de glandulas sudoriparas es relativamente
uniforme en el momento del nacimiento, pero no son
funcionales. = Dependiendo del ambiente climatico
durante los tres primeros anos de vida, el nimero de las
que se activan es mayor (ambientes calidos) o menor
(frios) y queda fijado para el resto de la vida (Diamond,
1991). El fenotipo no es por lo tanto unica y
exclusivamente consecuencia del genotipo.

Los mecanismos de programaciéon fetal en
relacion con la hipertensién (Osmond y Barker, 2000),
incluyen posiblemente modificaciones en la
placentaciéon, tensién arterial materna, subnutricién
fetal, crecimiento infantil, estructura renal, activacién del
sistema renina angiotensina (SRA), estructura vascular,
actividad nerviosa simpatica y alteracion del eje
hipotalamo hipofiso adrenal.

Ademas de las ya citadas, se ha asociado a
condiciones subéptimas de desarrollo intrauterino las
siguientes enfermedades del adulto: aterosclerosis,
alteraciones de la coagulacién, pre-eclampsia, dislipemia,
obesidad, ovario poliquistico, trastornos de la menarquia
y menopausia, enfermedad pulmonar obstructiva
crénica, asma, hipercortisolismo, hipotiroidismo,



trastornos neurolégicos diversos, esquizofrenia,
demenciay osteoporosis (Fowdeny cols., 2006).

A pesar de la controversia mas arriba apuntada, las
evidencias cientificas de la programaciéon fetal que se
circunscribieron primeramente a la especie humana y
que tenian caracter basicamente epidemiolégico, han
sido confirmadas experimentalmente de forma directa al
menos en ratas, cobayas, ovejas y caballos (Fowden y
Forhead, 2004).

Ventanas temporales o periodos criticos de la
Programacion.

PROGRAMACION
Hipertension,
Ingesta elevada de s

Deshidratacion, Deplecic ,
Alteracion del SRA, Desnutricion,
Estrés, ...

MADRE
Etapa
Fetal
Periodo
1® Etapa critico
Post-natal

Etapa

Infantil Modificacién de Patrones

Homeostasia Hidromineral
Funcion renal
Tension Arterial

PATOLOGIA

Etapa
Adulta

Figura |. Secuencia temporal de la Programacion Fetal.

El desarrollo y diferenciacién son fendémenos
intrinsecamente ligados al tiempo, y por ende lo es la
programacion. Esta puede comenzar incluso antes de la
fecundacién. Por ejemplo, la expectativa de vida en ratones
esta directamente ligada a la edad de la madre en el momento
de la concepcién (Tarin y cols.,, 2005). La restriccién
alimentaria en el periodo periconceptivo acorta la gestacién y
provoca hipertensiéon y alteraciones endocrinas del eje
hipotalamo hipofisario adrenal de la descendencia en la oveja
(Kumarasamy y cols., 2005). En las primeras fases de la
gestacion, el modo en que se desarrolla la placenta puede
determinar cambios programados (Godfrey, 2002). La fase
de organogénesis acelerada que tiene lugar durante la
primera mitad del desarrollo intrauterino, asi como la de gran
velocidad de crecimiento en la segunda, son igualmente
sensibles. Por ultimo, el primer periodo postnatal podria
jugar también un papel importante. La vulnerabilidad relativa
en cada uno de esos periodos varia de especie a especie y
depende del grado de madurez alcanzado durante la
gestacién en cada unade ellas (Fowdenyy cols., 2006).

Mecanismos de la Programacion fetal.

Se han senalado varios mecanismos como responsables de la
programacién fetal, todos ellos relacionados entre si.
Generalmente se asocia la programacién a condiciones
adversas que provocan retardo en el desarrollo fetal y bajo
peso al nacimiento. Dado que distintas hormonas

intervienen en la regulacién del crecimiento y diferenciacion
de tejidos y 6rganos fetales, éstas han sido objeto de interés
como probables responsables de la programacién fetal. La
insulina producida por el feto no determina la diferenciacién
ni maduracién fetal, pero favorece directamente la acrecién
tisular por sus efectos anabdlicos e indirectamente,
estimulando la produccién de IGF-1. Las hormonas tiroideas
sintetizadas por el feto y la madre, estimulan por si mismas el
crecimiento y diferenciacién, e indirectamente a través de
IGFs, siendo esenciales para el desarrollo del sistema
nervioso, huesos, piel, pulmones y musculo. Los
glucocorticoides, de origen materno inicialmente y los
sintetizados en las adrenales fetales mas tarde, influyen
adversamente sobre el desarrollo, provocando retardo en el
crecimiento fetal, aunque estimulan cambios morfoldgicos y
funcionales en los pulmones, higado, musculo, tejido adiposo
eintestino (Fowdeny Forhead, 2004; Fowdeny Hill, 2001).

Ademas, las condiciones adversas durante el
embarazo alteran los niveles de otras hormonas maternas
que pueden cruzar la barrera placentaria, asi como de otras
producidas por la placenta o por el propio feto. Entre ellas,
de forma directa o indirecta, se hallarian las catecolaminas, la
leptina, los eicosanoides, las hormonas sexualesy el lactégeno
placentario (Fowden y cols., 2006). En general, la falta de
nutrientes hace descender los niveles de hormonas
anabolizantes y elevar los de las que tienen accién catabdlica
en el feto (Fowden, 1995).

La investigacién sobre los mecanismos de la
programacién fetal ha ido mucho mas lejos.  Existen
evidencias de que los efectos transgeneracionales derivados
de la sobreexposicién fetal a glucocorticoides en ratas,
podrian deberse a una disminucién del ADN mitocondrial
(Taylor y cols., 2005), sugiriéndose la induccién de cambios
de tipo epigenético (Drakey cols., 2005).

También se ha considerado relevante la consideracion
de los cambios circulatorios como elemento contribuyente a
la programacién. Estos podrian producirse a nivel del
conjunto Utero-placentario (Holemans y cols., 2003), o del
feto (Roghairy cols. 2005). Sobre los mecanismos celularesy
moleculares de la programacién, existe un creciente acimulo
de informacién que indica su vinculaciéon al cambio en la
expresién génica y condicionamiento de sistemas
enzimaticos (Fowden y cols., 2006). Incluirian igualmente
cambios en la expresién de genes que codifican receptores,
por ejemplo los de angiotensina (McMullen y Langley-Evans,
2005).

Ontogenia de la Sed, Apetito de Sodio y Programacion.

El desarrollo de los sistemas que gobiernan la sed y el apetito
de sodio, pueden condicionarse durante el periodo fetal y
postnatal temprano por cambios en los niveles de sodio. En
distintas especies, incluida la humana, tanto la hiponatremia
(Leshem y cols., 1996; Leshem, 1998; Leshem y cols. 2004;
Leandro y cols. 2008) como la hipernatremia provocada por
la sobrecarga de sodio (Arguelles y cols., 2000; Silva y cols.
2003; Perillan y cols. 2004; Perillan y cols., 2007), han
mostrado su capacidad de alterar los patrones homeostaticos
—incluidos los ingestivos, en etapas ulteriores de la vida.

Arglelles y cols. (Arguelles y cols., 2000; Perillan y
cols. 2004; Perillan y cols. 2007) observaron la respuesta



dipsica exagerada en los primeros dias de vida de los
descendientes de ratas hembras hiperreninémicas,
hipertensas y natriofilicas, de origen no genético, enfrentados
alaestimulacién beta adrenérgica con isoproterenol (Fig. 2).
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Figura 2. Respuesta dipsica a la estimulacion beta-adrenérgica por
isoproterenol. Ingesta elevada de agua en ratas recién nacidas (de 6 dias de edad)
—programadas, descendientes de madres hiperreninémicas, hipertensas y natriofilicas
por ligadura parcial de laaorta antes de lagestaciéon. p<0,01. Modificadade Perillany
cols. 2007

Leshemy cols. (2004) demostraron que la preferencia
salina de adolescentes puede ser predicha por la pérdida de
fluidos minerales en la etapa prenatal e infantil. La influencia
perinatal en humanos fue confirmada por Shirazki y cols.
(2007) en ninos prematuros, con hiponatremia temprana por
tratamiento con diuréticos, al cumplir los diez anos de edad.
Sus niveles de hiponatremia perinatal se correlacionaban con
la ingesta espontanea de sodio en la etapa prepuber, pero no
con otras variables nutricionales (Fig. 3).
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Figura 3. Correlacion entre hiponatremia neonatal e ingesta en nifios de 10
anos. A partir de datos de Shirazkiy cols. 2007

La angiotensina Il parece tener un papel importante en
la programacién del apetito de sodio. Contribuye en el
desarrollo del riién, al menos en la rata (Langley-Evans,
2009). Asi parece deducirse del efecto del bloqueo de los
receptores AT | por losartan durante el periodo de desarrollo
“in utero”, que provoca a largo plazo el incremento de la
ingesta de agua y solucién salina de las ratas adultas, y se

atribuye a alteraciones crénicas en la morfologia y funcién
renal (Butler y cols. 2002). El efecto del bloqueo del SRA
neonatal se manifiesta de forma evidente en ratas a las 3 6 4
semanas de edad, que presentan deterioro de Ia
hemodindmica renal, con reduccién de la tasa de filtracién,
flujo plasmatico renal efectivo, elevacién de resistencia
vascular renal y una reabsorcién tubular de agua y sodio
disminuidas (Guron, 2005).

Sin embargo, segin Mecawi y cols. (2010), el bloqueo
del SRA durante el periodo perinatal en la rata no cambia la
ingesta espontanea de aguay sal en la edad adulta, aunquessila
disminuye ante estimulos fuertes como deshidratacion
celular por cloruro de sodio hiperténico, extracelular por
polietilenglicol o estimulacién beta adrenérgica por
isoproterenol. En resumen, los mecanismos de control de la
sed y el apetito de sal parecen influidos a largo plazo por el
SRA materno-fetal. La angiotensina Il influird sobre la
capacidad de respuesta ingestiva inducida de agua y del
apetito de sal en los descendientes de forma indirecta por
alteraciones renales.

Lo contrario también parece ser cierto. La
deshidrataciéon materna durante la prenez se ha asociado a
cambios homeostaticos en la descendencia en la edad adulta,
tanto en el apetito de sodio (Nicolaidis y cols., 1990) como en
la respuesta presoraala angiotensina [l (Gomez y cols. 1993).
En ambos casos se ha atribuido este efecto a la alteracién del
SRA, sugiriéndose que el desarrollo del SRA fetal es sensible a
la deshidrataciéon materno fetal. En este sentido, Guany cols.
(2009) describieron el aumento en la expresién de
receptores de angiotensina Il en descendientes de madres
deshidratadas. En cualquier caso, el SRA esta claramente
involucrado en la organogénesis renal y neuronal ademas, de
su clasico papel en el mantenimiento de la homeostasis
cardiovascular e hidromineral (Guron, 2005; Cooper y cols.,
2006; Gomez y cols., 1993; Lumbers, 1995; Saavedra, 1999;
Fribergy cols., 1994; Cook y cols. 1993; Shanmugam y cols.,
1994; Wrighty cols., 2002).

Parece evidente a la vista de la diversidad de
resultados experimentales, que el SRA interviene en distintos
aspectos de desarrollo de los mecanismos de respuesta ante
desequilibrios hidrosalinos. La aparente discrepancia en
algunas observaciones puede deberse a la variedad de
protocolos experimentales. Ello pone de manifiesto la
necesidad de profundizar mas en estos estudios.

Ingesta de Sodio, Tension Arterial y Programacion.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la
primera causa de mortalidad en el mundo occidental, siendo
responsables de aproximadamente 4 de cada |0 muertes
(Infforme de la OMS, 1990; Lee y cols. 1990; Murphy, 1990;
Yaoy cols., 1993; Ranade, 1993).

Afortunadamente, las cifras de mortalidad por ECV
parecen estar disminuyendo (Banegasy cols. 1992). Aellosin
duda contribuyen varios factores: programas de medicina
preventiva que promueven habitos de vida saludables,
evitando tabaquismo, sedentarismo, obesidad, diabetes e
hipertensién, asi como del mayor éxito del tratamiento
directo de dichas enfermedades, una vez que se han
manifestado.



En esta linea, resulta atractiva la posibilidad de actuar
sobre los elementos fisiopatologicos que afectan a la
hipertensiéon, el apetito de sodio y su posible
condicionamiento desde las etapas tempranas de desarrollo a
través de los mecanismos de programacion.

La relacién entre ingesta excesiva de sodio e
hipertensién esencial comenzé a resultar evidente con la
aparicién de multiples estudios epidemiolégicos en los que se
comprobé que las sociedades con mayor consumo de sal
tenian cifras mas elevadas de tensién arterial (TA) (Horan y
cols. 1985).  Para intentar superar los problemas
metodoldgicos observados en trabajos previos, se llevé a
cabo el estudio INTERSALT; en el que participaron 52 centros
de 32 paises (INTERSALT, 1988), confirmandose la relacién
significativa directa entre la TA y la excrecién urinaria de
sodio, e inversa con la de potasio. Asimismo estudios de
intervenciéon en adultos hipertensos, han sugerido que la
restriccién dietética de sodio se acompana de disminucién de
los valores tensionales en un porcentaje de la poblacién
(Cutlerycols., 1991).

En nifios espafoles con edades comprendidas entre
los 6 y los 17 afos, no se encontré correlacion positiva entre
ingesta de sodio y TA, tras ajustar dicha correlacién al peso
corporal (Luque y cols., 1985). Estos resultados contrastan
con el hallazgo de una correlacién positiva entre excrecién
urinaria de sodio y TA en jévenes con historia familiar de HTA
esencial (Pietinen y cols., 1979), hecho que apoyaria el
concepto de una especial sensibilidad al sodio transmitida
genéticamente. Simmons-Morton y Obarzanek (1997), en
un reciente metaanalisis sobre los estudios llevados a cabo en
poblacién infanto-juvenil, concluye que existe una relacién
clara entre ingesta de sodio y elevacién de la TA. Esta
asociacién, conocida desde muy antiguo, ha llevado a
recomendar una dieta baja en sal como el primer paso a seguir
dentro de las medidas no farmacoldgicas del tratamiento de la
HTA en lainfanciay la adolescencia (Sinaiko, 1994).

{Hasta que punto la ingesta de Na es programable? La
propensién a preferir y consumir comidas saladas varia
considerablemente de unas personas a otras. Estudios
realizados en los Ultimos afnos parecen indicar la existencia del
condicionamiento del comportamiento ingestivo de sodio
por acontecimientos tempranos, relacionados con
alteraciones del equilibrio hidrosalino materno-infantil.
Contreras y Kosten (1983) demostraron que los niveles de
ingesta salina en la rata, durante los primeros 30 dias de vida
condicionaban la ingesta de sodio en la edad adulta.
Nicolaidis y cols. (1990), también en ratas, observaron la
relaciéon entre deshidratacion materno fetal inducida por
polietilenglicol y la preferencia salina aumentada en la rata
adulta, asi como cuando la deshidratacién se llevaba a cabo
tras un tratamiento con diuréticos (Galaverna y cols., 1995).
Leshem y cols. (1996) confirman estos hallazgos. Nosotros
(Vijandey cols., 1996) hemos demostrado la alteracién de los
patrones de ingesta salina en ratas descendientes de madres
hechas hipertensas tras la ligadura parcial de la aorta, que
sufren deshidratacién, acompanada de una ingesta elevada de
sodio durante toda la gestacién.

Crystal y Berstein (1995) analizaron el contenido de
sodio de la dieta preferida por jévenes universitarios y
hallaron correlaciones positivas con la historia de embarazos
con vémitos, de sus madres durante el embarazo. Los

mismos (Crystal y Bernstein, 1998) han descrito que nifios
lactantes, descendientes de madres que habian sufrido
vémitos durante el primer trimestre del embarazo,
mostraban aumento de preferencia salina, evidenciada a
través de las reacciones faciales ante soluciones con
diferentes concentraciones de sodio. Leshemy cols. (2004)
reafirmaron la importancia del estatus hidrosalino materno
fetal (historia de vémitos y diarreas) en la determinacion de la
preferencia salina en nifos y adolescentes de | | a 19 anos de
edad. Sin embargo, no consiguieron hallar aumentos en la
preferencia salina, aunque si en la excrecion fraccionada de
sodio, en nifos de 4 a || anos de edad que habian sido
sometidos a tratamiento con furosemida durante la etapa
neonatal (Leshemy cols., 1998).

En relacion con la hipertension y la diabetes tipo Il, se
ha llegado a considerar que la epidemia actual que se observa
en los paises mas desarrollados, ésta podria deberse en parte
a que los individuos que la padecen habrian sido gestados en
condiciones de nutricién relativamente pobres y por ello
programados para una disponibilidad menor de la que ahora
disfrutan. La discrepancia entre la programacién para
recursos limitados y un estilo de vida en la opulencia
alimentaria practicado de esos individuos, acarrearia el
aluvién de patologias relacionadas con el sindrome
metabdlico (Osmondy Barker, 2000).

Conocido el valor que puede tener el consumo
excesivo de sal sobre la canalizacién de la TA, condicionado
por factores acontecidos durante la gestacién o etapas muy
precoces de la vida, tiene gran interés investigar la ingesta y
sensibilidad gustativa salina infantil, lo que permitiria
profundizar en el conocimiento de la patogenia de la HTA
(Beauchampy cols., 1990).

CONCLUSION.

El debate ahora no es si la programacién fetal existe o no, en
relacién con los factores de riesgo cardiovascular y otros, sino
sobre la interpretaciéon e importancia de las asociaciones
reales observadas (Eriksson, 2005), asi como en sus posibles
causas y consecuencias.

La relevancia de la programacién fetal queda de
manifiesto por la reciente constitucién de la “International
Society for Developmental Origins of Health and Disease”,
asi como por el lanzamiento en 2010 de una revista
especializada: Journal of Developmental Origins of Health
and Disease.

En el momento presente, se pone especial énfasis en la
recomendacién de evitar conductas sedentarias, sobrepeso,
sobrealimentacién, todos factores relacionados con
patologias cardiovasculares y asociadas. Estos consejos
solian circunscribirse a las conductas del adulto y mas
recientemente alainfancia. De las evidencias experimentales
antes expuestas, se desprende la importancia de evitar las
descompensaciones graves del sistema hidromineral durante
la gestaciéon y las primeras etapas de desarrollo postnatal
(deshidratacién por  vémitos excesivos, diarreas y
tratamientos farmacoldgicos). Si se producen, podrian
derivarse efectos permanentes de manifestacion mas o
menos retardada, que afectarian ala susceptibilidad individual
a contraer patologias renales y cardiovasculares, entre otras.
La observancia de estas precauciones tiene importantes
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implicaciones, tanto de tipo preventivo activo, mediante el
establecimiento de protocolos durante la gestacién y primera
infancia, como divulgativo, a través de programas de
concienciacién de la poblacién.

Merece la pena hacer patente esta nueva frontera del
origen de algunas enfermedades en la edad adulta, derivadas
del desarrollo subdptimo gestacional y del recién nacido.
Unas malas condiciones de nutricién e higiene durante la
gestacion y primera infancia son demasiado frecuentes en
numerosas partes del mundo. El inicio de la vida bajo
condiciones subdptimas y sus graves consecuencias
posteriores, cuyo alcance en términos socioeconémicos y de
salud puede ser muy importante, debe ser objeto de medidas
preventivas adecuadas. Ello debera reflejarse tanto en
politicas sanitarias como de investigacion.
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En las células de musculo liso (CML) la activacién por agonistas, ya sean neurotransmisores u hormonas, de los receptores asociados a
fosfolipasa-C resulta en un incremento de la concentracién de calcio (Ca™) citosélico. Este proceso ocurre en dos fases: una primera
liberacién de Ca®* desde el reticulo sarcoplasmico (RS) por el inositol I, 4, 5-trifosfato (IP,), seguida de una entrada de Ca™* extracelular
que a menudo implicaa los canales de Ca** dependientes e independientes de voltaje. Dentro de los canales independientes de voltaje se
encuentran los canales regulados por receptores (CRR), que se activan por interaccién del agonista con el receptor, y los canales operados
por reservorios (COR), activados por el vaciado de los almacenes intracelulares de Ca’*. Varios miembros de la superfamilia de canales
TRP se han descrito como parte del complejo macromolecular de los COR, aunque los nuevos hallazgos de componentes moleculares de
los COR en células no excitables se han centrado en las proteinas STIMI, identificada como el sensor de Ca™" del reticulo endoplasmico
(RE), y Orail como la subunidad del canal de Ca™* activado por laliberacién de Ca** (CRAC). En esta revisién trataremos la entrada de Ca™*
operada por los reservorios en CMLy su papel en la regulacion de eventos fisiol6gicos.

Abreviaturas: células de musculo liso, CML; canal de Ca™* activado por la liberacién de Ca’*, CRAC; canales operados por reservorios, COR; canales
dependientes de voltaje, CDV ; canales regulados por receptores, CRR; corrientes de los COR, ICOR; entrada capacitativa de Ca’*, ECC; reticulo

endoplasmico, RE; reticulo sarcoplasmico, RS.

Introduccion.

Las células musculares lisas (CML) estan ampliamente
distribuidas en el organismo humano, incluyendo el sistema
circulatorio, respiratorio, gastrointestinal y urogenital, donde
son responsables de los cambios de volumen y didmetro de
los 6rganos y, a su vez, generan presién y movimiento de su
contenido (Guibert y col., 2008). En las CML eléctricamente
excitables los cambios en la concentracién intracelular de
Ca’" ([Ca’"]) controlan varias funciones celulares, tanto a
corto plazo, como la contraccién y secrecién (Smaniy col.,
2007; Leungy col., 2009), como a largo plazo, por ejemplo la
regulaciéon de factores de transcripcidn, crecimiento,
proliferaciéon y migraciéon (Berridge y col., 2003; Putney y
Parekh, 2005). La unién de los agonistas a sus receptores
acoplados a proteina G resulta en el incremento de la [Ca™'],
debido a su liberacién del RS y a la entrada de Ca”™* desde el
medio extracelular. Esta entrada de Ca™ externo involucra a
varios tipos de canales iénicos: canales de Ca’* dependientes
de voltaje (CDV), los CRR y los COR (Shimoda y col., 2000).
Mientras que el mecanismo y la funcién de los CDV se han
estudiado en detalle, alin se necesita investigar mas acerca de
la identidad molecular, los mecanismos de activacién y el
papel funcional de los CRR y COR en musculo liso. En esta
revisién nos vamos a centrar en las evidencias del papel de los
COR en la regulacion de diferentes eventos fisiologicos en
CML.

Entrada de calcio operada por reservorio en musculo
liso.

La entrada de calcio operada por reservorio fue descrita
originalmente por Putney en mastocitos (Putney, 1986). La
idea original fue que, al estimular las células con agonistas, el
vaciamiento de los reservorios intracelulares de Ca** induce
la entrada Ca’* a través de canales en la membrana
plasmatica, del mismo modo que actlia un condensador,
permitiendo su paso directo al RE. Este mecanismo se llamé

entrada capacitativa de Ca’™ (ECC) y los canales se
denominaron canales operados por los reservorios. La ECC
se relacioné especialmente con la recarga de los reservorios
de Ca’*; sin embargo, actualmente la ECC es considerada
como fuente importante de Ca’* para la activacién de
diferentes procesos celulares.

Castells y Droogmans (1981) fueron los primeros que
plantearon la existencia de la ECC en CML, proponiendo la
existencia de una relacién entre el vaciado de los almacenes
internos y la entrada de Ca™* a través de la membrana
plasmatica. Posteriormente, otros investigadores han
demostrado que la liberacién de Ca’* intracelular por
diferentes agonistas o por la inhibicién de la ATP-asa de Ca™*
del RE/RS (SERCA) induce la entrada de Ca** en una gran
variedad de CML (Albert y Large, 2003). La ECC en CML
juega un papel esencial para la homeostasis del Ca’* ya que
mantiene, de una manera adecuada, la concentracién de Ca’*
en el RS, lo que hace posible una senalizacién sostenida por
movilizacién de Ca™". El conocimiento sobre los COR en
CML esta menos desarrollado debido especialmente a la
dificultad para registrar la corriente idnica activada por el
vaciado de los reservorios en este tipo celular.

Propiedades biofisicas de los COR en CML.

Hay relativamente pocos estudios en los que se hayan logrado
registrar las corrientes de los COR (l.;) en CML. Al contrario
de la corriente CRAC (lq.c) €n células no excitables, la |, es
poco selectiva paraelién Ca™, y se ha conseguido registrar en
configuracién de canal Unico (ver Tabla I). La primera I en
CML se registré en configuracién de células completas en
miocitos de anoccocigeo de ratén, mediante aplicacién del
acido ciclopiazénico (ACP). La corriente inducida por ACP
fue entrante, no selectivaa Ca”", con una relacién lineal de la
curva corriente/voltaje, y sensible a los inhibidores no
selectivos de canales catidnicos (Wayman y col., 1996).
Posteriormente, la I, se registré en varios cultivos agudos y



primarios de CML de diferentes especies, como la vena porta
de conejo (Albert y Large, 2002), la aorta de ratén y conejo
(Trepakova y col., 2001; Smani y col.,, 2004), la arteria
pulmonar de rata (Ng y Gurney, 2001), y la linea celular A7r5
(Brueggemann y col., 2006). En configuracién de canal tnico,
diferentes miembros del grupo de la Dra. Bolotina
registraron la |, en células de aorta de ratén y conejo y en
condiciones fisiolégicas, en presencia de Na“ y Ca™. La
corriente registrada corresponde a un canal con una
conductancia pequena de 3pS, poco selectivo para el Ca™
frente a otros cationes (PCa’*/PNa” ~ 1). La corriente se
activé mediante agonistas, inhibidores de SERCA y con
quelantes de Ca’*, como el BAPTA (Trepakova y col., 2001;
Smani y col., 2004). Por otra parte, los trabajos de Albert y
Large en CML de vena porta mostraron que tanto el ACP
como la cafeina activan unas corrientes ligeramente
diferentes que la registrada en la aorta (ver Tabla | y la
revision de Albert y Large, 2003). Las diferencias en las
propiedades biofisicas de las |, registradas en varios tipos de
musculos lisos sugieren que pueden existir diferentes tipos de
COR, que corresponderian a las distintas identidades
moleculares del canal (Putney y Parekh, 2005).

Conductancia de Permeabilidad

Corriente  Células canal Unico (pS) P./P, Bibliografia
- . Trepakova y col. 2001
eon Aorta 3 11 Smaniy col. 2004
Vena porta ~2 50:1 Albert y Large, 2002
Arteria ~5 — Golovina y col. 2001
pulmonar
) ~0.02 1000 : 1 Parekhy Putney, 2004
leac Mastocitos

Lewis, 2007

Tabla |. Propiedades biofisicas de la corriente operada por los reservorios (l..z) en
células de musculo liso y la corriente activada por la liberacién de calcio () en
células no excitables.

Mecanismo molecular de la entrada de Ca’* operada
por los reservorios en musculo liso.

El mecanismo molecular de la entrada de Ca’* a través de los
COR sigue siendo uno de los misterios a resolver. Recientes
hallazgos han dado lugar a la identificacién molecular de STIM
como sensor del Ca’* luminal del RS, y Orai como una
subunidad del canal. STIM| es una fosfoproteina de unién a
Ca’" localizada en las membranas intracelulares, incluyendo el
RS/RE, y en la membrana plasmatica. STIM| posee un Unico
dominio transmembrana y un dominio sensor de Ca™* en el
extremo N-terminal denominado “mano-EF”. Tras el vaciado
de los reservorios, la pérdida de Ca™" de la mano-EF de
STIMI, dalugar a la oligomerizacién y acumulaciéon de STIMI
dentro de estructuras llamadas “puncta”, localizadas en la
membrana del RE en las proximidades de la membrana
plasmatica (Liou y col., 2005; Wu y col., 2006). Por otro lado,
Orail es un componente estructural de los COR en células no
excitables que conduce la corriente idnica CRAC (lac)
(Feske y col., 2006; Vig y col., 2006). El papel de la proteina
Orail en células excitables se ha demostrado recientemente
mediante manipulacién molecular. El silenciamiento
molecular, usando siRNA, tanto de STIMI como de Orail
disminuye la ECC, por ejemplo, en vena safena humana (Liy
col., 2008), en aorta humana y de rata (Baryshnikov y col.,
2009; Potier col., 2009) y en arteria pulmonar (Ng y col.,
2009). Todo ello demuestra que tanto STIMI como Orail

forman parte del mecanismo molecular responsable de la
ECC en musculo liso. Sin embargo, mientras hay un consenso
general en que STIMI es el sensor de Ca™", tanto en células
excitables como en no excitables, respecto a Orail la
mayoria de los investigadores cuestionan su capacidad para
formar un canal altamente selectivo para Ca™*, CRAC, en
células no excitables y un canal catiénico no selectivo en
células excitables como las CML (Bolotina, 2008). Quizas
quedaria por resolver si existe una unica forma de ECC en
CMLy si éstainvolucra sélo el mecanismo en el que participan
STIMI-Orail.

Papel de la entrada de Ca™* operada por los reservorios
enlaregulacion del tono vascular.

El incremento en la [Ca’*], es un paso clave en el inicio de la
contraccién que, posteriormente, es mantenida por
diferentes via de sefalizacién. La contraccion de las CML
inducida por agonistas se produce por un incremento en el
Ca’" intracelular debido a una rapida liberacién del ién de los
almacenes intracelulares, inducida por IP,, y a una entrada de
Ca' a través de la membrana plasmatica por los CDV asi
como por canales independientes de voltaje, CRR y COR. El
uso particular de inhibidores selectivos de la SERCA,
tapsigargina (TG) y ACP, para activar implicitamente los COR
y distinguirlos de los CRR, ha sido muy util para demostrar la
implicacién de los COR en la maquinaria contractil de las
CML. La TG y el ACP no sélo provocan la entrada de Ca’’,
sino que también inducen una contraccién arterial, descrita
en distintos tipos de vasos (Gonzalez de la Fuente y col., 1995;
Smaniy col., 2007). Recientemente se ha demostrado que la
transfeccién de anticuerpos para STIMI| y Orail origina una
significativa disminucién en la contraccién inducida por TG de
anillos de aorta, confirmando que ambas proteinas juegan un
importante papel en el mecanismo molecular de activaciéon de
la ECC y la consiguiente vasoconstriccion (Gianchini y col.,
2009).

Papel dela ECC en la proliferacion y migracion en CML.

La contribuciéon de los CDV, clave en la regulacién de la
contraccién del musculo liso, es mucho menor en las células
desdiferenciadas en proliferacién (Kugay col., 1996). Existen
considerables evidencias que apoyan el importante papel de
la ECC en la proliferacién celular. Golovina y col. (2001) han
demostrado que los COR aportan parte del Ca’" intracelular
necesario para la maquinaria de divisién celular. Ademas, se
ha determinado que la ECC regula la expresion génica de los
factores de transcripcién CREB y NFAT, relacionados con la
proliferacion de musculo liso (Barlow y col., 2006). Estudios
recientes del grupo del Dr. Trebak han mostrado que las CML
de aorta en proliferacién poseen una mayor entrada de Ca’* a
través de los COR debido a una sobreexpresién de STIMI y
Orail. Ademas, han demostrado que el silenciamiento de
STIMI y Orail inhibe tanto la proliferacién como la migracién
(Potier y col., 2009; Bisaillon y col., 2010). Recientemente, se
ha demostrado que el silenciamiento in vivo de STIMI en
vasos sanguineos de ratas con angioplastia inhibe con éxito la
formacién de la neointima (Guo y col., 2009). Todo esto
sugiere que los recién descubiertos componentes
moleculares de la ruta de senalizacién de los COR, STIMI y
Orail, estan involucrados en la proliferacién y/o migracién de
CML. Su modulacién puede ayudar a crear nuevas dianas
terapéuticas a la hora de tratar disfunciones vasculares,
incluyendo el dahfo vascular, la hipertensién y la
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arteriosclerosis.
Conclusiones.

La entrada de Ca’* a través de los canales COR, junto con los
CDVYy los CRR, juega un importante papel en la homeostasis
de Ca™ en musculo liso. Sin embargo, alin quedan muchas
incognitas que necesitan resolverse. Seglin nuestro punto de
vista seria importante: (i) la determinacién de los mecanismos
celulares que relacionan el vaciado del RS con la apertura de
los COR en la membrana plasmatica, (ii) la caracterizacién de
la estructura molecular de la via al completo, un paso crucial
hacia la entera comprensién de la funcion del canal y (iii) la
identificaciéon de activadores/inhibidores selectivos que
actGen directamente sobre los COR para una mejor
caracterizacion farmacolégica de estos canales y su potencial
valor terapéutico.
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Los genes RAS y sus rutas de sefializacion han sido ampliamente estudiados en el contexto de la investigacion oncoldgica. A finales del afio
2005 la investigadora japonesa Yoko Aoki sorprendié a la comunidad cientifica al describir al oncogén H-RAS, el primer oncogén
identificado en tumores humanos, como el gen responsable del Sindrome de Costello.

A raiz de este hallazgo se han descubierto un conjunto de sindromes de tipo congénito, con caracteristicas fenotipicas semejantes, cuyo
origen son mutaciones, en la linea germinal, de componentes de la ruta de sefializacion RAS/RAF/MEK/ERK que producen una activacion
de la misma. Estos sindromes cursan, entre otros sintomas, con retraso mental, alteraciones musculoesqueléticas, cardiopatias, dismorfia
facial y problemas dermatolégicos. Es por ello que, dado que presentan alteraciones en la misma ruta, a este grupo de sindromes se les
conoce como “Sindromes Neuro-Cardio-Facio-Cutaneos”. Entre éstos se encuentran el sindrome de Costello, la Neurofibromatosis
Familiar tipo|, el sindrome de Noonan, el sindrome LEOPARD y el sindrome Cardio-Facio-Cutaneo.

El desarrollo de modelos murinos genéticamente modificados, inicialmente desarrollados para estudiar el papel de esta ruta en procesos
oncoldgicos, esta ayudando a la caracterizacién de las alteraciones de estos sindromes, y permitiran ensayar diferentes estrategias

terapéuticas aplicables a los pacientes que las sufren.

Introduccion.

Las proteinas RAS (del inglés, “Rat Sarcoma”) son proteinas G
pequefnas cuya actividad estd regulada por la unién a
nucledtidos de guanina. Funcionan alternando entre una
forma activa unida a un nucleétido trifosfato de guanina (GTP)
y una forma inactiva unida a un nucleétido difosfato de
guanina (GDP), actuando como transductores que
transmiten la sefial de un receptor activado por la unién de un
ligando, a diversos efectores. Asi regulan numerosas
funciones celulares que incluyen proliferacién, supervivencia,
metabolismo, diferenciacién y apoptosis. Las proteinas RAS
presentan un papel clave en el crecimiento celular y es por
ello que no debe sorprendernos que se encuentren
mutaciones de alguno de los tres genes de la familia en al
menos un 30% de los tumores humanos (Malumbres y
Barbacid 2003). Sorprendentemente, en los Ultimos anos se
ha descubierto que varios sindromes de tipo congénito que
presentan caracteristicas fenotipicas semejantes, tienen su
origen en mutaciones en la linea germinal de componentes de
la ruta de senalizaciéon RAS/RAF/MEK/ERK que dan lugar a su
activacién. Estos sindromes cursan, entre otros sintomas, con
retraso mental, alteraciones musculoesqueléticas,
cardiopatias, dismorfia facial y anomalias de la piel. A este
grupo de sindromes se les conoce como “Sindromes Neuro-
Cardio-Facio-Cutaneos” (SNCFC) (Schubberty cols., 2007).
Los modelos animales, en especial los ratones genéticamente
modificados, pueden ayudarnos a entender estos sindromes,
identificar nuevas alteraciones no descritas y a establecer
terapias con futura aplicacién en los seres humanos.

Las proteinas RAS.

Se conocen tres miembros de la familia de los proto-
oncogenes RAS (H-RASI, K-RAS2 y N-RAS). Los tres genes
RAS codifican para cuatro proteinas pequeias, de 21 KDa,
altamente homélogas y conservadas en mamiferos: H-RAS,
N-RAS, K-RAS 4A y K-RAS 4B (K-RAS presenta un “splicing”
alternativo).

En ausencia de estimulacién, las proteinas RAS se encuentran
inactivas y unidas a una molécula de GDP (RAS-GDP). La
activacion se produce cuando se intercambia una molécula de
GDP por una molécula de GTP (RAS-GTP). Esta reaccién de
intercambio estd catalizada por los Ilamados
intercambiadores de nucleétidos de guanina o GEF (del
inglés, “Guanine Exchange Factors”) (Figura |A). Estos
inducen cambios conformacionales en las proteinas RAS que
favorecen la unién de unamoléculade GTP.

Las proteinas RAS en su estado activado (RAS-GTP)
transmiten la sefal a moléculas efectoras. Asi, por ejemplo,
RAS-GTP es capaz de interaccionar y activar la actividad
intrinseca de serina/treonina cinasas citoplasmaticas y de este
modo transmitir la senal al siguiente paso en la cadena de
transduccién de sefales. Posteriormente, el GTP es
hidrolizado a GDP por la actividad GTPasa intrinseca de las
proteinas RAS, volviendo asi a su estado inactivo. Esta
reaccion es potenciada por otros factores que se denominan
GAP (del inglés, “GTPase Activating Proteins”), proteinas
activadoras de la actividad GTPasay que en el caso de RAS
reciben el nombre de RAS-GAP.

Las proteinas RAS para ser activadas necesitan
anclarse a la membrana, para lo cual han de incorporar un
grupo hidrofébico. Su incorporacién implica una serie de
modificaciones postraduccionales a través de la
isoprenilacion, principalmente la farnesilacion y
alternativamente la geranilgeranilacién (Downward, 2003).
Debido a que las preniltransferasas son esenciales para la
actividad bioldgica y oncogénica de las proteinas RAS se han
desarrollado numerosos inhibidores de farnesiltransferasa
como farmacos antitumorales.

Senalizacion mediada por las proteinas RAS y su
alteracion en tumores humanos.

Las proteinas RAS una vez en lamembranay tras ser activadas
pueden interaccionar con numerosos efectores. RAS-GTP
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produce la activacion de estos efectores, en parte,
promoviendo la translocacién de éstos a la membrana
plasmatica, donde se requieren procesamientos adicionales
para su completa activacién. El grado y la duracién de la
actividad de RAS tienen profundos efectos sobre la respuesta
celular. Aunque se han descrito mas de veinte efectores de
RAS que participan en la regulacion de numerosas respuestas
celulares que incluyen proliferaciéon, supervivencia,
metabolismo, diferenciacién y apoptosis, los mejor descritos
son tres: RAF, PI3K'y RALGDS (Malumbres y Barbacid, 2003;
Karnouby Weimberg, 2008).

La activaciéon de RAF promueve la progresion del
ciclo celular por lo que la via de activacién RAF/MEK/ERK se
conoce clasicamente como la via mitogénica o proliferativa de
RAS y es la ruta mejor caracterizada. La via PI3K/PDKI/AKT,
por su papel anti-apoptético, se conoce como la via de la
supervivencia celular de RAS. La tercera clase de efectores de
RAS mejor caracterizados es una familia de proteinas con
actividad intercambiadora de nucleétidos de guanina, de las
GTPasas de pequefio tamano RAL (RAL-GEFS), proteinas
que participan en la regulacién del citoesqueleto y en el
transporte vesicular.

Las proteinas RAS tienen un papel fundamental en la
transduccién de senales debido a la diversidad de respuestas
celulares que controlan a través de numerosos efectores. Por
lo tanto, es esencial su correcta regulacién para mantener la
homeostasis celular (Figura | B).

En mamiferos, los proto-oncogenes RAS adquieren
propiedades oncogénicas por mutacién puntual de
determinadas bases de su secuencia. Estas mutaciones que
activan oncogénicamente a las proteinas RAS se localizan
mayoritariamente en los codones que codifican aminoacidos
implicados en la unién alos grupos GDP/GTP (principalmente
en los codones 12, 61 y en menor medida el |3), o en otros
que afectan a aminoacidos que interaccionan con la guanina e
intervienen en el intercambio de nucleétidos (Bos, 1989) y
tienen como resultado la aparicién de proteinas con reducida
actividad GTPasa. Estas mutaciones junto con aquellas que
aumentan la actividad de los RAS-GEF o disminuyen la de los

RAS-GARP incrementan el nivel de RAS-GTP'y, por lo tanto, su
funcion transmisora de la sefial mitogénica.

Los genes RAS se encuentran mutados en al menos
un 30% de los tumores humanos (Karnoub y Weimberg,
2008; base de datos COSMIC, Sanger Institute). El patrén de
mutaciones de cada isoforma RAS depende del tipo celular
que origina el tumor. K-RAS, es el mas frecuentemente
mutado (aproximadamente en un 85% de los casos) y se
encuentra principalmente en el adenocarcinoma pancreatico
ductal (90%), adenomas y adenocarcinomas de pulmén de
célula no pequena (45%) y en el carcinoma de colon (35%).
Las mutaciones en N-RAS suponen el 15% de los tumores
que presentan mutaciones en RAS. H-RAS es el menos
representado, con menos del 1%. El tumor en el que mas
frecuentemente se encuentra mutado H-RAS es el de vejiga
(119%)y N-RAS en melanoma (18%).

El aumento de la senalizacion de RAS puede
deberse, a su vez, a una amplificacién y/o a mutaciones
activantes de sus efectores, siendo frecuentes mutaciones en
las rutas RAF/MEK/ERK (e.g. BRAF en melanoma 43%,
tumores de tiroides 27%, tumores del tracto biliar y
carcinomas de colon 149%) y PI3K/PDKI/AKT (e.g. dominio
pl10a de PI3K en carcinomas de colon 30% vy fosfatasa
PTEN, en el 30-40% de todos los tumores humanos) (base
de datos COSMIC, Sanger Institute).

RASYy los sindromes neuro-cardio-facio-cutaneos.

En los tltimos anos se ha descubierto que varios sindromes de
tipo congénito que cursan con caracteristicas fenotipicas
semejantes, tienen su origen en mutaciones en la linea
germinal de componentes de la ruta de senalizacion
RAS/RAF/MEK/ERK que dan lugar a su activacion. Esta ruta
tiene un papel regulador en mdltiples respuestas celulares, asi
que no es sorprendente que la alteracion de esta ruta durante
el desarrollo embrionario y la vida postnatal tenga multiples
manifestaciones clinicas. Estos sindromes cursan, entre otros
sintomas, con retraso mental, alteraciones
musculoesqueléticas, cardiopatias, dismorfia facial y
anomalias de la piel. En conjunto, y dado que presentan
alteraciones en la misma ruta, a este grupo de sindromes se
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Figura |. Esquema de la activacion de RAS y sus principales efectores. A) Activacién de RAS. Las proteinas RAS se activan tras diversos estimulos mediados, entre otros, por
receptores tirosina cinasa, proteinas G, moléculas de adhesién y segundos mensajeros. Estos estimulos activan a los intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEF, parte
superior). Diversas proteinas activadoras de la actividad GTPasa (GAP, parte inferior) se encuentran involucradas en la regulacién negativa de RAS, catalizando la hidroélisis de GTP.
DAG, diacilglicerol. PLC, fosfolipasa C. B) Principales efectores de RAS. La activacién de RAS induce una amplia variedad de procesos celulares como la transcripcién, traduccién,
progresion en el ciclo celular, apoptosis o supervivencia celular. En la ruta RAS/RAF/MEK/ERK se resaltan complejos adaptadores. Adaptado de Malumbres y Barbacid (2003).



les conoce como “Sindromes Neuro-Cardio-Facio-
Cutaneos” (SNCFC). Entre éstos se encuentran el sindrome
de Costello (SC), la Neurofibromatosis Familiar tipol (NF1),
el sindrome de Noonan (SN), el sindrome LEOPARD (SL) y el
sindrome Cardio-Facio-Cutaneo (SCFC). Aunque estos
sindromes presentan sintomas semejantes, cada uno de ellos
se caracteriza por mutaciones en locus especificos de la ruta
de senalizacion RAS/RAF/MEK/ERK (Figura 2).

El descubrimiento en 1990 de que la
Neurofibromatosis Familiar tipo | (NFI) se debia a
mutaciones puntuales inactivantes de un gen al que se llamé
NF | (Cawthony cols., 1990) fue la primera evidencia de que
esta ruta estaba alterada en estos sindromes. El locus de NF |
codifica para la proteina neurofibrina, una proteina con
actividad RAS-GAP y mutaciones inactivantes de esta
proteina provocan un aumento en los niveles de la forma
activade RAS, RAS-GTP,

(RAS-GDP
T NAGTIVA

Ral-GEF ] ﬁfé PI3K ERK

Figura 2. Respuesta dipsica a la estimulacién beta-adrenérgica por
isoproterenol. Ingesta elevada de agua en ratas recién nacidas (de 6 dias de edad)
—programadas, descendientes de madres hiperreninémicas, hipertensas y natriofilicas
por ligadura parcial de laaorta antes de la gestacién. p<0,01. Modificadade Perillany
cols. 2007

Posteriormente, se describié que mutaciones
activantes en el gen PTPNI | (del inglés, “Protein Tyrosine-
Phosphatase, Non-receptor-type | ”), también llamado SHP2,
que codifica para una fosfatasa (SHP2) relacionada con la
activacion de RAS, eran responsables del 50-60% de los casos
de pacientes con sindrome de Noonan (SN) (Schubbert y
cols., 2007).

En el afno 2005 se descubrié que el sindrome de
Costello (SC) estaba causado por las mismas mutaciones
activantes de H-RAS que se observan en cancer (Aokiy cols.,
2005). Desde entonces se han descrito y se siguen buscando
las posibles mutaciones de los distintos miembros de la ruta
RAS-RAF-MEK-ERK en los pacientes de los diferentes
sindromes NCFC como serecogeenlatabla |.

Aunque la mayor parte de estos loci en los que se
encuentran estas mutaciones (H-RAS, K-RAS, B-RAF
PTPNII y NFI) se encuentran mutados en una fraccién
importante de tumores humanos (Tabla |, Schubbert y cols.,
2007; Schuhmachery cols., 2008), es muy bajo el porcentaje
de pacientes con tumores diagnosticados en estos sindromes
a pesar de portar mutaciones activantes de la ruta RAS-RAF-
MEK-ERK en todas sus células. En la mayoria de los casos,
como es el caso de las mutaciones observadas en los loci K-
RAS, B-RAF y SHP2 en pacientes de SNCFC, estas
mutaciones son diferentes de las observadas en tumores
somaticos y cursan en general con una activacién intermedia
de sus productos génicos. Pero en el caso de los pacientes de
SC y NFI, si que presentan las mutaciones tipicas de los

tumores humanos, explicando el porcentaje de pacientes con
tumores en estos sindromes. Asi, todos los pacientes de NF|
desarrollan tumores benignos (tumores de la vaina neurales y
neuroendocrinos) y una pequefia proporcién desarrolla
formas malignas (perineuroma maligno). A su vez se han
encontrado tumores en el 12% de pacientes de sindrome de
Costello.

Esta dualidad de mutaciones puede deberse, como
es el caso de K-RAS, a que las mutaciones tipicas de los
tumores humanos provoquen letalidad embrionaria como se
ha observado en ratones modificados genéticamente (Guerra
y cols., 2003; Tuveson y cols., 2004), por lo que la presencia
de estas mutaciones no seria compatible con la vida postnatal.

La mayoria de estos sindromes afecta a muy pocos
pacientes, han sido identificados hace poco tiempo, y la causa
genética de muchos de ellos acaba de ser determinada. Asi,
muchos de los pacientes de SNCFC diagnosticados por el
criterio morfolégico para un sindrome concreto podrian
estar mal clasificados debido a que estos sindromes cursan
con alteraciones solapantes. Con los estudios moleculares se
esta realizando en la actualidad una reclasificacién de estos
pacientes (Rauen y cols., 2008). También se esta tratando de
identificar otras alteraciones y genes moduladores que
influyan en el fenotipo final de estos pacientes (Rauen y cols.,
2008). Un diagnéstico correcto implica un mejor seguimiento
y un mayor éxito ante posibles terapias.

Viejos modelos para estudiar el cancer, nuevos
modelos paralos SNCFC.

El desarrollo de modelos animales es capital para
determinar el origen de una patologia, profundizar en el
conocimiento de ésta y realizar estudios para evaluar
diferentes estrategias terapéuticas. Existen numerosos
modelos desarrollados para estudiar el papel de la ruta
RAS/RAF/MEK/ERK en cancer. Clasicamente se han
empleado como modelos de desarrollo tumoral
determinadas estirpes de ratéon que desarrollan cancer
espontaneamente o tras una exposicién a carcinégenos. En
conjunto estos modelos han sido muy Utiles para realizar
estudios genéticos y preclinicos, que han dado lugar a la
identificacion de oncogenes, genes supresores de tumores y
genes de susceptibilidad o moduladores o han ayudado al
estudio quimiopreventivo o carcinogénico de determinados
compuestos quimicos.

Los avances en la tecnologia de manipulacién
genética del ratén, especialmente en el campo de la
recombinacién homodloga en células totipotenciales
embionarias (ES, delinglés, “Embryonic Stem”), posibilitan el
desarrollo de modelos condicionales “Knock-In" (KI, en los
que se modifica un locus endégeno introduciendo una funcién
nueva o diferente), permitiendo expresar de forma
controlada, en el espacio y en el tiempo, los genes endégenos
modificados.

El desarrollo de modelos murinos modificados
genéticamente, inicialmente desarrollados para estudiar el
papel de la ruta RAS/RAF/MEK/ERK en procesos oncolégicos,
estan ayudando a caracterizar mejor las alteraciones de
alguno de los SNCFC al tiempo que permitiran ensayar
diferentes estrategias terapéuticas aplicables a los pacientes
que las sufren.
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El ejemplo del sindrome de Costello.

El sindrome de Costello (SC) es un sindrome muy raro. Se
han identificado muy pocos pacientes, en torno a 120, y se
estima que existen unos 200 afectados (Aoki y cols., 2008;
Rauen y cols., 2008). EI SC cursa, entre otros sintomas, con
cardiopatias, ligero retraso mental, alto peso al nacer y menor
estatura en la edad adulta, predisposicion a tumores, verrugas
periorales, dismorfia facial y manos con plieges profundos
(Aoki y cols., 2008; Rauen y cols., 2008). Este sindrome se
produce por mutaciones en linea germinal de H-RAS en los
mismos codones mutados en cancer.

Se han desarrollado varias estirpes de ratén con el fin
estudiar el oncogén H-Ras (mutacién oncogénica GI2V) y
con un doble objetivo: estudiar sus propiedades
tumorogénicas, y mas importante, desarrollar un modelo
para el SC (Schuhmacher y cols., 2008). Estos ratones
reproducen fielmente multiples patologias que sufren los
pacientes tales como dismorfia facial y cardiopatias. Lo que es
mas destacable, el estudio de estos ratones reveld una nueva
alteracion, hipertensién sistémica dependiente de
angiotensinall, que no estaba descrita en pacientes de SC.

El fenotipo hipertensivo en los ratones H-RASG 2V
es de gran interés para la clinica. Los ratones jévenes no
presentan hipertensién siendo ésta aparente al cuarto mes de
edad. El SC se describié, en un paciente, en el afio 1971
(Costello, 1971), no hay nuevos casos descritos hasta 1991
(Der Kaloustiany cols., 199 1) y sélo se han identificado a unos
200 pacientes (Schubbert y cols., 2007). Generalmente este
sindrome es diagnosticado por médicos pediatras, por lo que
la mayor parte de los casos identificados hasta la fecha son atin
pacientes muy jovenes, basindose principalmente en los
rasgos morfoldgicos. Es posible que ésta hubiese pasado
desapercibida puesto que los pacientes de SC no siguen
revisiones médicas periddicas una vez llegan ala edad adulta o
porque los tres casos que habia documentados se
considerasen como una alteracién individual del paciente que
lasufriay no un sintomatipico del SC.

Gracias a este hallazgo se ha constatado que los
pacientes con este sindrome presentan una elevada
incidencia de hipertensién y podrian beneficiarse de los
tratamientos antihipertensivos como ha ocurrido con los
ratones con sindrome de Costello. Asi, en este modelo de

TABLA 1. Relacion de SNCFC, genes involucrados y tumores asociados.

SINDROME GEN % TUMORES ASOCIADOS DESCRIPCION
Neurofiboromatosis ~ NF1 100 Neurofibromas, Piel hiperpigmentada. Tumores con alta
Familiar tipo1 astrocitomas, penetrancia. Neuro fibromas. Problemas
(NF1) perineuroma maligno, de aprendizaje.
feocromocitomas,
Leucemia mielomonocitica
juvenil (LMMJ)
Noonan (SN) PTPN11  50-60 LMMJ Estatura pequefia, dismorfia facial,
K-RAS <5 anormalidades musculoesqueléticas,
SOS1 10 cardiopatias, problemas de aprendizaje,
retraso mental leve, criptorquidia, y una
alta incidenciad e alteracién de la
pigmentacion de la piel. Las mutaciones
en K-RAS se relacionan con un fenotipo
mas agresivo.
LEOPARD (SL) PTPN11 90 Neuroblastoma, Lentigos, electrocardiograma alterado,
RAF1 10 Leucemia mieloide hipertelorismo ocular, estenosis
pulmonar, genitales anormales, retraso
del crecimiento y sordera.
Costello (SC) H-RAS*  85-90 Rabdomiosarcoma, Alto peso al nacimiento (percentil 50 -
K-RAS 6,5 ganglioneuroblastoma 100) dismorfia facial, cutis laxo,
cancer de vejiga. cardiopatias, retraso d el desarrollo y
ligero retraso mental. Estatura pequena.
Frecuentes papilomas periorales.
Problemas en la deglucién.
Cardio-facio- K-RAS <5 Ninguno Dismorfia facial, alteraciones de la piel y
cutaneo (SCFC) BRAF 50-75 faneras, hipotonia, = malformaciones
MEK1 9,8 cardiacas, alteraciones de la
MEK2 59 alimentacion, retraso del desarrollo y

* Actualmente empieza a aceptarse que el sindrome de Costello esta tinicamente causado por mutaciones en H-RAS, los pacientes con otras mutaciones deberan ser reclasificados

retardo estatural.




ratén, el tratamiento con captopril, antihipertensivo clasico,
inhibidor de la biosintesis de angiotensina Il, impidié la
aparicién de la hipertensién, asi como de otras importantes
alteraciones asociadas con la misma.

Muchos de los pacientes de SNCFC diagnosticados
por el criterio morfolégico para un sindrome concreto
podrian estar mal clasificados debido a que éstos cursan con
alteraciones solapantes. Es preciso realizar un gran esfuerzo
para llevar a cabo unos estudios mas exhaustivos, metédicos y
sistematicos que incluyan un diagndstico molecular y
citogenético. Ademas, estos estudios permitiran realizar una
correlacién genotipo-fenotipo de los pacientes de SNCFC.

Existen numerosos modelos murinos para el estudio
ruta RAS/RAF/MEK/ERK. Existen ratones que presentan
mutaciones puntuales (activantes o inactivantes), que
sobreexpresan alguno de estos genes o que carecen de ellos
en todo el cuerpo o en un sélo tipo celular. Originariamente
se desarrollaron para estudiar su papel en procesos
tumorales pero deberan ser reanalizados para el estudio de
los SNCFC. La disponibilidad de estos modelos, nos permitira
identificar defectos/complicaciones inadvertidos/as en los
pacientes humanos y nos ayudard en la blsqueda de
estrategias terapéuticas mediante el cruce con ratones
modificados genéticamente o el ensayo de drogas sobre los
mismos. Estos estudios tendran un gran impacto en el
conocimientoy el tratamiento de estos sindromes.
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SALT-SENSITIVE HYPERTENSION IN CIRCADIAN CLOCK-DEFICIENT CRY-NULL MICE INVOLVES
DYSREGULATED ADRENAL HSD3B6.

Doi M, Takahashi Y, Komatsu R, Yamazaki F, Yamada H, Haraguchi S, Emoto N, Okuno Y, Tsujimoto G, Kanematsu A,
Ogawa O, Todo T, Tsutsui K, van der Horst GT, Okamura H.

Nature Medicine 16:67-74, 2010.

Nominado por Diego Alvarez de la Rosa. Comité Editorial Fisiologia. Departamento de Fisiologia, Universidad de La Laguna diego.alvarez@ull.es.
Pregunta: (Esimportante el funcionamiento del reloj circadiano en la regulacién de la presién arterial?

Antecedentes: El funcionamiento incorrecto del reloj circadiano se ha relacionado con la patogénesis de diversas enfermedades
en humanos. Se sabe que la presién arterial oscila con el ciclo circadiano, si bien los mecanismos moleculares implicados en esta
regulacién son en su mayor parte desconocidos. Por ello, los autores se plantearon estudiar la regulacion de la presion arterial en
ratones con ablacién génica de proteinas esenciales para el funcionamiento del reloj circadiano.

Resultados: Doi y cols. utilizaron un ratén knock-out que carece de dos componentes esenciales del reloj circadiano, los
criptocromos | y 2 (Cryl y Cry2), fotorreceptores de luz azul pertenecientes a la familia de las flavoproteinas. Estos ratones
desarrollan hipertensiéon sensible a la sal debida a una sintesis y secreciéon anormal del mineralocorticoide aldosterona en la
glandula adrenal. Los autores demuestran que la sintesis elevada de aldosterona se debe a un exceso de produccién de la enzima
3B-hidroxi-esteroide deshidrogenasa tipo IV (HSD3B6). Esta enzima se encuentra exclusivamente en células productoras de
aldosteronay su expresion se encuentra bajo el control transcripcional del reloj circadiano. En los ratones Cry-KO tanto el mRNA
como la proteina HSD3B6 tienen una abundancia anormalmente alta, lo que provoca una sintesis de aldosterona no adecuada para
el balance salino de los animales, lo que conduce al desarrollo de hipertensién.

Relevancia: Este estudio resalta laimportancia de la enzima HSD3B6 en el control circadiano de la secrecion de aldosteronay de
la presién arterial, demostrando ademas que su regulacién incorrecta puede producir hipertension. Estos resultados indican que
variaciones en HSD3B6 o en mecanismos que afecten a su regulacién podrian constituir un factor de riesgo genético para el
desarrollo de hipertensién arterial y una posible nueva diana terapéutica. La aplicabilidad de estos resultados a la salud humana
requerira el estudio genético del gen HSD3B |, homdlogo funcional del gen HSD3B6 de ratén.

OPERATION OF THE VOLTAGE SENSOR OF A HUMAN VOLTAGE- AND CA**-ACTIVATED K* CHANNEL.
Pantazis A, Gudzenko V, Savalli N, Sigg D, Olcese R.
Proc Natl Acad Sci USA. 107(9):4459-64, 2010.

Nominado por Teresa Giraldez. Comité editorial Fisiologia. Hospital Univ. Ntra. Sra. de Candelaria. tgiraldez@me.com
Pregunta: {Cémo esta formado y cémo funciona el sensor de voltaje del canal iénico BK?

Antecedentes: El canal i6nico de potasio de alta conductancia (“Big K” o BK) es regulado por calcio y voltaje, siendo
intermediario crucial en importantes procesos como la regulacién del tono muscular, la excitabilidad neuronal y la
neurotransmisién. Los mecanismos moleculares que subyacen tanto a la regulacién por calcio como por voltaje, y que a su vez
acttan alostéricamente para controlar la funcién del canal, son un campo de estudio aln abierto. Se sabe que ambos efectores
regulan la apertura y cierre a través de diferentes dominios estructurales. Mientras que la sensibilidad a calcio reside en el gran
dominio C-terminal intracelular de cada una de las cuatro subunidades alfa que forman el canal, el dominio sensor de voltaje (VSD)
reside en los segmentos transmembrana (S |-56). Estos dominios poseen una alta densidad de residuos cargados que, debido a los
cambios en la polaridad de la membrana, se mueven en el campo eléctrico, provocando cambios estructurales que se transmiten a
la compuerta de apertura y cierre del canal (gating). En otros canales idnicos sensibles a voltaje, la mayoria de estas cargas se
concentran en el segmento S$4 y éste es por ello el considerado tradicionalmente el “sensor”, si bien también el S2 puede ser
portador de carga y estar implicado en el mecanismo. Sin embargo, en el caso de BK, las cargas que contribuyen a este proceso
estan repartidas entre los segmentos S4 (R213), S3 (D186) yS2 (D153 y R167). iCémo funciona en este caso el sensor de voltaje?

Resultados: El grupo de Olcese utiliza una combinaciéon de técnicas electrofisiolégicas y de imagen de fluorescencia para estudiar
los movimientos moleculares de los segmentos $2-54 en respuesta a voltaje, asociando éstos con el gating del canal y su funcién. Se
centran en el papel de los segmentos S2 y S4, asi como en la interaccién que existe entre ambos. Finalmente, sugieren un
mecanismo que explica coémo dicha interaccion subyace al mecanismo de gating de BK por voltaje. Sus resultados demuestran que
ambos segmentos transmembrana responden al voltaje con una cinética diferente, pero ambos interaccionan para dar lugar a la
apertura del canal, ya que la neutralizacién de cargas en uno de dichos segmentos anula el movimiento de carga en el otro. Los
autores explican este comportamiento mediante dos posibles modelos mecanisticos: un acoplamiento mecanico del S2 al S4 (que
se traduce en el gating del canal mediante la transduccién fisica de este movimiento a la compuerta iénica) o un “enfoque” del
campo eléctrico, dando lugar a una interaccién cooperativa de ambos segmentos y un aumento del voltaje “efectivo” al que
responde el sensor.

Relevancia: La base del mecanismo de regulacién de los canales iénicos por el voltaje sigue siendo un campo de enorme interés
en el campo de la electrofisiologia. Los datos obtenidos mediante andlisis estructural de proteinas deben completarse con
estudios cuantitativos y dinamicos en sistemas donde la proteina esté integrada en lamembrana de manera funcional, permitiendo
estudiar los cambios estructurales en tiempo real.



GENETIC DIAGNOSIS BY WHOLE EXOME CAPTURE AND MASSIVELY PARALLEL DNA SEQUENCING.
Choi M, Scholl Ul, Ji W, Liu T, Tikhonova IR, Zumbo P, Nayir A, Bakkaloglu A, Ozen S, Sanjad S, Nelson-Williams C,
Farhi A, Mane S, Lifton RP

Proc Natl Acad Sci U S A. 106(45):19096-101, 2009.

Nominado por Diego Alvarez de la Rosa. Comité Editorial Fisiologia. Departamento de Fisiologia, Universidad de La Laguna. diego.alvarez@ull.es

Pregunta: (Es la secuenciacion selectiva de las regiones codificantes del genoma una herramienta Util para el diagnéstico clinico
y/o laidentificacion de nuevas mutaciones responsables de enfermedades hereditarias humanas?

Antecedentes: Las regiones que codifican proteinas (el “exoma”) representan el | % del genoma humano. La gran mayoria de las
enfermedades con herencia mendeliana son causadas por mutaciones poco frecuentes que afectan a la funcién de una proteina o
al procesamiento de su mRNA. Incluso en enfermedades con influencia genética compleja se sospecha que estas mutaciones poco
frecuentes, pero con gran efecto funcional, podrian ser responsables de un gran porcentaje de la variacién de riesgo genético. Por
ello, la secuenciacion selectiva del “exoma” puede ser una herramienta Gtil para estudiar las bases genéticas de enfermedades
humanas, aprovechando el gran avance en las técnicas de secuenciacion masiva de DNAy la disminucién de su coste econémico.
En este estudio los autores plantearon la adaptacién de esta técnica para el diagnéstico genético de un paciente cuyo diagndstico
resultaba problematico.

Resultados: Los autores demuestran que son capaces de capturar aproximadamente el 95% de las secuencias diana que
tedricamente constituyen el “exoma” (aproximadamente 180.000 exones de 18.673 genes que codifican proteinas y 55| micro-
RNAs) y detectar variaciones de secuencia con alta sensibilidad y especificidad. Aplican esta técnica al diagndstico de un paciente
de 5 meses de edad con sintomas de retardo en el crecimiento, deshidratacién, hipopotasemia, alcalosis metabdlica y valores
elevados de reninay aldosterona, que podrian ser consistentes con un sindrome de Bartter (tubulopatia causada por defectos en
canales o transportadores del segmento grueso ascendente del Asa de Henle). El examen de los genes candidatos no revelé
ninguna mutacién, por lo que se empled la secuenciacién selectiva del “exoma”. El andlisis de las variaciones encontradas revelé
una mutacién puntual en una regién altamente conservada del cotransportador epitelial de CI/HCO, (SLC26All), que
previamente habia sido implicado en casos de clorhidrorrea congénita. Esta informacién indujo a la reevaluacién del caso,
resultando que efectivamente el paciente padecia diarrea recurrente, sin defectos en la funcién renal.

Relevancia: Se demuestra la utilidad de la secuenciacién masiva de las regiones codificantes del genoma humano para el
diagnéstico genético de una enfermedad cuyo diagnéstico clinico era dudoso. Recientemente, otro trabajo emplea la misma
aproximacién para identificar la base genética, hasta ahora desconocida, de una enfermedad hereditaria: el sindrome de Miller
(Ng SB et al. Nat Genet. 42:30-5, 2009). Ambos trabajos demuestran la efectividad de esta técnica para el estudio de la
contribucién genéticaa la fisiopatologia humanay al diagnéstico clinico.
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LIBROS RECOMENDADOS

HORMONES AND BRAIN PLASTICITY
Luis Miguel Garcia-Segura.
ISBN13: 9780195326611 / ISBN10: 019532661 X Hardback, 496 pages

http://www.us.oup.com/us/catalog/general/subject/Medicine/Neuroscience/?view =usa&view =usa&ci=97801953266 | | #

Luis M. Garcia-Segura is Research Professor and head of the department of functional and systems neurobiology at the Cajal
Institute of the Spanish National Research Council (CSIC) in Madrid. He is internationally recognized by his pioneering studies on
the actions of hormones in the regulation of brain plasticity.

Description

The nervous system has a remarkable capacity for self-reorganization, and in this first systematic analysis of the interaction
between hormones and brain plasticity, Luis Miguel Garcia-Segura proposes that hormones modulate metaplasticity in the brain.
He covers a wide variety of hormones, brain regions, and neuroplastic events, and also provides a new theoretical background
with which to interpret the interaction of hormones and brain remodeling throughout the entire life of the organism.

Garcia-Segura argues that hormones are indispensable for adequately adapting the endogenous neuroplastic activity of
the brain to the incessant modifications in external and internal environments. Their regulation of neuroplastic events in a given
moment predetermines new neuroplastic responses that will occur in the future, adapting brain reorganization to changing
physiological and behavioral demands throughout the life of the organism. The cross-regulation of brain plasticity and hormones
integrates information originated in multiple endocrine glands and body organs with information coming from the external world
in conjunction with the previous history of the organism. Multiple hormonal signals act in concert to regulate the generation of
morphological and functional changes in neural cells, as well as the replacement of neurons, glial, and endothelial cells in neural
networks. Brain remodeling, in turn, is involved in controlling the activity of the endocrine glands and regulating hormonal
secretions.

This bidirectional adjustment of brain plasticity in response to hormonal inputs, and adjustment of hormonal
concentrations in response to neuroplastic events are crucial for maintaining the stability of the inner milieu and for the generation
of adequate behavioral responses in anticipation of--and in adaptation to--new social and environmental circumstances and life
events, including pathological conditions.

Reviews

"Hormones and Brain Plasticity is a sophisticated synthesis, integrating theoretical and historical background with state-of-the-art
knowledge about just how profoundly, and with exquisite regional and temporal specificity, hormones can impact the entire
nervous system throughout the lifespan, in health and disease. Destined to become a fundamental source book in this important
field." -- Lydia L. DonCarlos, Professor of Cell Biology, Neurobiology, and Anatomy, Loyola University Chicago

"Garcia-Seguras book is a bold and unique undertaking. It places hormonal actions in the midst of one the most basic functions of
the brainits ability to change and adapt. Hormones have long been associated with reproduction and emotion. This book shows
that, on careful examination, hormones are involved with virtually everything that the brain does." -- Janice M. Juraska, Professor
of Psychology, Program in Neuroscience, University of lllinois
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