SOCIEDAD ESPANOLA DE
CIENCIAS FISIOLOGICAS

Eisiologia

| eBoletin Informativo de la SECF - Volumen 8 - n® 1 Septiembre 2005

TITULARES

PREMIO JUAN NEGRIN 2005

LA MICROSCOPIA CONFOCAL EN EL
ESTUDIO DE LAS POBLACIONES a, B Y
0 EN EL ISLOTE DE LANGERHANS IN-

TACTO. Ivan Quesada.

20 ANOS DE LA ENTRADA CAPACITA-
TIVA DE Ca?*. carlos Villalobos.

ALDOSTERONA: (ALGO MAS QUE UN

MINERALOCORTICOIDE?.
Diego Alvarez de la Rosa.

EL OXIDO NITRICO EN EL SISTEMA

CARDIOVASCULAR. Inmaculada Navarro-
Lérida, Mdnica Martinez-Moreno y José lIgnacio
Rodriguez-Crespo.

LA FISIOLOGIA EN EL ESPACIO EURO-
PEO DE EDUCACION SUPERIOR.
Ginés M. Salido

® INFORME DE LA JUNTA DIRECTIVA

En el Gltimo congreso de la SECF, celebrado en Sevilla el pasado
mes de febrero, se constituyé la nueva Junta Directiva de
nuestra Sociedad, quedando integrada por:

Presidente: Rafael Alonso (Universidad de la Laguna).

Presidente electo: Constancio Gonzdlez (Universidad de Valladolid).
Presidente saliente: Salvador Gonzdlez-Barén (Universidad de Mdlaga).
Secretario: Andrés Morales (Universidad de Alicante).

Tesorero: Javier Salazar (Universidad de Murcia).

Vocal: Rafael Ferndndez-Chacén (Universidad de Sevilla).

Vocal: Javier Cudeiro (Universidad de A Corufia).

La primera reunién de la misma tuvo lugar durante el propio
Congreso, en donde se plantearon las principales lineas de
actuacién, que pueden resumirse en las siguientes:

a)Fomentar la captacién de nuevos Socios, en particular
de jévenes investigadores, lo cual sélo podré llevarse a
cabo a través de la colaboracién activa de los miembros
actuales.

b)Mantener y potenciar el Boletin de la SECF como vehiculo
de comunicacién entre los miembros de esta Sociedad.
Para este nuevo impulso se renueva el cargo de editor,
pasando a ser Angel Nadal y se nombran como nuevos
miembros del Comité editorial a Carlos Villalobos, Ménica
de la Fuente, Cristina Ripoll, Esther Fuentes y José Sdnchez-
Criado.

c)Incrementar la captacién de recursos econémicos, bus-
cando financiacién externa, fundamentalmente de empresas
que acepten vincularse como “Socios Protectores” a cambio
de la cesién de espacios publicitarios en el Boletin. En la
actualidad, la edicién del boletin constituye uno de los
principales conceptos de gasto de la SECFE.

d)Revitalizar la pégina web de la SECF, labor en la que se
centrard Rafael Ferndndez-Chacén. Se pretende ir
“colgando” en ella toda la informacién de interés en relaciéon
con ofertas de becas, anuncios de congresos relevantes,
informacién docente, etc.

e)Actualizar la relacién de grupos de investigacién de
Fisiologia nacionales y patrocinar cursos o jornadas espe-
cificas de interés general.

f)Abordar la problemética de la adaptacién de la ensefianza
de la Fisiologia al nuevo EEES, designdndose una comisién
de trabajo especifica. La comisién estaria formada, a su
vez, por dos subdivisiones, una encargada de las adapta-
ciones en las titulaciones de Ciencias Experimentales
(Biologia, Farmacia y Veterinaria, coordinada por Andrés
Morales, Ana llundain y Ginés Salido), y otra en las de
Ciencias de la Salud (coordinada por Antonio Canedo y
Jordi Palés). Se pretende que las conclusiones sean presen-
tadas en el préximo Congreso de la SECF, a celebrar en
Valladolid en 2007, en el marco de un symposium especifico
con ponentes de otras Universidades Europeas.

g)Fomentar la participacién de grupos espafioles en Con-
gresos internacionales de relevancia, especialmente a través
de la organizacién de simposia. En este sentido ya se han
tomado las iniciativas inmediatas, como la participacion
en el préximo Congreso Ibero-Latinoamericano que esté
organizando la Sociedad Argentina de Fisiologia, y el apoyo
financiero para la propuesta de simposio en el préximo
Congreso de la FEPS a celebrar en Munich, sobre el cual
se ha enviado informacién desde la Secretaria.

A pesar de sus dificultades se trata de un programa de trabajo
realista, que estd dirigido a dar soluciones a muchas de las
inquietudes que se plantean los fisilogos espafioles a nivel
individual. En cualquier caso, animamos a todos los Socios a
mantener una comunicacién activa con los miembros de la
Junta Directiva, con objeto de que el funcionamiento de la
SECF responda adecuadamente al sentir de todos sus compo-
nenfes.
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A. Remisién de originales

La remisién de originales se hard exclusivamente por correo electrénico a la direccién del editor o de cualquiera de los miembros
del comité editorial. Se puede utilizar cualquier procesador de texto, programa y formato gréfico, aunque es preferible remitir
el manuscrito en formatos usuales. En todo caso deben indicarse en la carta de remisién los formatos empleados para texto,
tablas, grdéficos y fotografias. La utilizacién de formatos poco usuales retrasard la publicacién. En caso de emplear algin
sistema de compresién para fotografias o gréficos, debe comprobarse que la descompresién no deteriora la calidad de las
imdgenes. 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 pdgina 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 nGmero de tabla o figura que contenga (ejemplo: Cunqueiro-Fig.1).

B. Composicion de los originales
1. Primera pdgina

Titulo

Autores

Filiaciéon de los autores

Autor y direccién para correspondencia si procede (incluir nimeros de teléfono y fax, y una direccién de correo electrénico)

2. Segunda pdgina
Sumario, si procede, en una extensiéon no superior a 200 palabras, en el mismo idioma que el resto del articulo.
3. Cuerpo del texto

Los articulos no deberdn sobrepasar las 2.500 palabras e irdn en folios numerados. Deberdn estar escritos en un estilo
claro y con pretensién divulgativa, de forma que puedan ser entendidos por cualquier fisidlogo, independientemente
de su drea de especializacién. El procedimiento mds simple es tomar como ejemplo cualquier articulo publicado
previamente en Fisiologia. En caso de no disponer de ningn ejemplar, puede solicitarse a cualquiera de los miembros
del comité editorial o a la Secretaria (andres.morales@ua.es) para ser incluido en la lista de distribucién. Alternativamente,
pueden consultarse los articulos de los nGmeros anteriores en http://www.seccff.org.

Los articulos podrdn 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 podrd organizar el texto en la forma que crea mds oportuna, si bien se sugiere una divisién
en secciones que facilite su lectura.

4. Otros

a.Notas (si las hubiere) y agradecimientos.

b.Bibliografia. Las referencias, muy seleccionadas, se insertardn en el cuerpo del texto entre paréntesis (ejemplo: Chacén
y Mairena, 1999). La relacién completa de referencias bibliogréficas deberd incluirse al final del texto, por orden
alfabético y cronolégico, de acuerdo a los formatos més habituales. Ejemplo: Gémez J, Belmonte J (1910) Deciphering
bullfighting. J Taurom 57: 200-235.

c.Pies de figuras. Deberdn incluirse a continuacién de la bibliografia y en pdginas aparte.

d.Figuras. Su nUmero no deberd ser superior a 2-3 por articulo, y el tamafo méximo aceptado serd el de una hoja
impresa (DIN-A4). No se publicaran imagenes en color. En el caso de figuras previamente publicadas, si fuere necesario,
deberd acompanarse autorizacién para su reproduccién en Fisiologia.



ENTREGA DEL PREMIO JUAN NEGRIN AL PROFESOR FRANCISCO

BEZANILLA

Por Carmen Negrin (Sevilla, Espafia, 10 de febrero de 2005)

En el pasado congreso de la SECF en Sevilla (febrero, 2005),
nuestra Sociedad concedié el premio Juan Negrin a Francisco
Bezanilla, Hagiwara Professor of Neuroscience, del Departa-
mento de Fisiologia de la Universidad de California en Los
Angeles, USA y miembro del Valdivia, Chile.

En esta seccién transcribimos las palabras de agradecimiento
que la Sra. Carmen Negrin pronuncié durante el acto de
entrega del premio Juan Negrin al Dr Bezanilla.

Sefor(a) Presidente,
Sefior Profesor Bezanilla,
Sefioras y Sefiores,

Hace dos afos estdbamos en el Puerto de la Cruz, en Tenerife,
entregando, por primera vez, el Premio Juan Negrin a un joven
y simpdtico profesor alemdn, ya Premio Nobel, el Sefor Erwin
Neher.

Recuerdo haber dicho en esa ocasién, que esperaba que,
algun dia, el premio que Ud., Profesor Bezanilla, va a recibir
hoy, llegase a ser tan reconocido como lo es el Premio Nobel.
No sé si serd asi, pero el hecho de que hoy estemos reunidos
en esta magnifica ciudad, es significativo de la importancia
que se le quiere otorgar.

Como nieta de Juan Negrin, tal vez sea la persona menos
indicada para evocarlo objetivamente, pues el recuerdo que
tengo de él, es que era perfecto. Respetuoso, generoso y atento,
mds que inteligente, brillante, alegre, exigente con los demdés
pero sobre todo con él mismo, de una ética imperturbable,
valiente, discreto y con un gran sentido del humor.

Con el tiempo, supe que habia inventado lo que se llamé un
estalagmdégrafo, que habia dirigido investigaciones antropo-
lé6gicas en Las Canarias, su pais, siempre tan cerca de su
corazén a pesar de ser, antes de hora, un Europeista. También
supe que habia sido discipulo de Ramén y Cajal y que, a su
vez, tuvo a Severo Ochoa como discipulo. Como decia mi tio,
el neurélogo Juan Negrin Jr., que algunos de Uds. habran
conocido, fue “Maestro de maestros”, algunos de los cuales
llegaron a fundar Cardiologia en México y a dirigir el Colegio
de Espafia que después se llamé el Colegio de México. Muchos
de ellos tuvieron que tomar el camino del exilio, pero otros
pocos, como Grande Covién y del Corral pudieron transmitir
su legado cientifico en Espafa. Un legado que, yo diria, nacié

de dos conceptos: “aprender a aprender”, lema que la UNESCO
adopté més de 50 afos después, y “siempre mds lejos”. Este
legado dej6, entre otras huellas, la construccién de la Ciudad
Universitaria y el Laboratorio de Fisiologia General en Madrid.

Era légico que, tras el golpe de Estado de 1936, dentro de un
gobierno cuya linea de fuerza habia sido “Muera la infeligencia”,
Juan Negrin se volviera la figura cientifica mds injusta y
sistemdticamente desfigurada y casi borrada de la memoria
colectiva de Espana.

Sin embargo, los tiempos han cambiado y ha vuelto a brotar
esa huella cientifica indeleble que hace que hoy estemos aqui,
recordéndolo y celebréndolo.

Después de 40 arios de dictadura y de 25 afos de democracia,
por fin, Espafa esté tratando de reconciliarse con su pasado,
de verse con ojos nuevos, los ojos de la verdad y con ello, de
rehabilitar a aquellos que tanto se lo merecen, tal vez com-
pensando el “déficit ético de Espaia”.

Es preciso recordar, en estos dias de conmemoracién de la
liberacién de los campos de concentracién y en estos momentos
complejos de nuestra propia historia contempordnea, que hay
que retener las lecciones del pasado y ser vigilantes. El deber
de memoria nos lleva también hacia aquellos Republicanos
que, por sus ideas, murieron en los campos, o en el destierro,
y también hacia los 600 catedrdticos destituidos, entre ellos
muchos cientificos, dejando el pais despojado de sus investi-
gadores, paralizando casi totalmente el fructuoso proceso
iniciado en esa llamada Edad de Plata.

Antes de terminar, quisiera agradecer a la Sociedad Espafola
de Ciencias Fisiolégicas su colaboracién con la Fundaciéon
Juan Negrin y el haber instituido el Premio Juan Negrin.

Quisiera, por Gltimo, felicitar al galardonado, el Profesor
Francisco Bezanilla, que se ha distinguido por sus aportaciones
excepcionales a la Fisiologia, en particular por sus avances
relacionados con el funcionamiento de los canales idnicos, vy,
a titulo personal, comunicarle mi alegria ya que yo misma soy
egresada de la Universidad de California y mi esposo es
chileno, como Ud.

Muchas felicitaciones, Gracias.

LA IMPORTANCIA DEL METODO

La microscopia confocal ha permitido un avance importante a la hora de monitorizar parametros celulares
en tejidos y especimenes de cierto espesor. Con técnicas convencionales, este tipo de estudios esta limitado
por la contribuciéon de la fluorescencia fuera de foco que impide resolver las senales de las células a nivel
individual. La microscopia confocal permite eliminar la fluorescencia fuera de foco y seleccionar el espesor
de la seccién éptica de la que se quiere obtener informacién. En el presente articulo, se revisa la importancia
de la microscopia confocal en el estudio de las diferentes poblaciones endocrinas que constituyen el islote

de Langerhans.

LA MICROSCOPIA CONFOCAL EN EL ESTUDIO DE
LAS POBLACIONES, Y EN EL ISLOTE DE
LANGERHANS INTACTO. Ivan Quesada o

El islote de Langerhans: estructura y funcién.

Las poblaciones de células endocrinas del pancreas apenas

A

constituyen un 1% de la masa total del érgano y se agrupan
en estructuras altamente organizadas como son los islotes de
Langerhans. El islote tiene un tamafo que oscila entre 100-
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400 um y estd compuesto por unas 1000 a 3000 células,
distribuidas mayoritariamente en tres poblaciones. El tipo
celular dominante (65-80 %) corresponde a la célula -
pancredtica, responsable de la liberacién de insulina, mientras
que la célula a secretora de glucagén y la & secretora de
somatostatina estdn representadas en una menor proporcién
(10-15 % y 3-10 %, respectivamente) (Bonner-Weir, 1991).
Oftros tipos celulares minoritarios como las células PP productoras
del polipéptido pancredtico constituyen menos del 1%. La
funcién principal del islote de Langerhans es el control de la
concentracién de la glucosa en sangre en base a la secrecién
hormonal regulada de las poblaciones endocrinas o, f y 9.
Mientras que la célula B libera la hormona insulina con
concentraciones crecientes de glucosa, la secrecién de glucagén
por parte de la célula o tiene lugar en condiciones hipoglucé-
micas. La liberacién de estas dos hormonas glucémicas estd
ademds sujeta a una regulacién paracrina por parte de la
somatostatina de la poblacién 8. Aunque la funcién del islote
estd también sometida a un control neuronal y hormonal, la
regulacién de la glucemia depende, en gran medida, de un
correcto funcionamiento de estas tres poblaciones celulares,
y de la interaccién entre ellas. Alteraciones en el funcionamiento
del islote estdn asociadas al desarrollo de la diabetes mellitus
y/o sus complicaciones (Prentki y Matchinsky, 1987).

El islote como modelo de estudio.

Hoy en dia se tiene un amplio conocimiento acerca de las vias
de sefalizacién que llevan a la célula B a responder ante
cambios en la glucemia con la secreciéon de insulina. Sin
embargo, se sabe muy poco de la fisiologia de las poblaciones
no-B, pese a su importancia en el islote y a su papel en el
control de la glucemia (Unger, 1985). Esta carencia de infor-
macién se debe a varios factores: principalmente, a la escasa
representacion de estos tipos celulares en el islote frente a la
presencia dominante de la célula B, a la falta de patrones de
identificacién y sobre todo, a ciertas limitaciones técnicas de
las metodologias convencionales. Algunos grupos de investi-
gacién han aportado informacién relevante sobre la fisiologia
de las células oy & basdndose en lineas celulares o en células
aisladas en cultivo. Sin embargo, se ha constatado que estos
modelos de estudio presentan diferencias significativas con
respecto a las observaciones realizadas en el islote de Langer-
hans intacto (Gilon y cols., 1994). De hecho, este modelo se
acerca mucho mds al comportamiento fisiolégico tal y como
han evidenciado estudios “in vivo” (Sanchez-Andres y cols.,
1995; Fernandez y Valdeolmillos, 2000). Estas diferencias
resultan principalmente de la importancia critica del contacto
célula-célula en el funcionamiento del islote y de la regulacion
autocrina y paracrina. En base a estos motivos, en los Gltimos
afos, varios grupos de investigacién han tratado de caracterizar
la fisiologia de las células, a, By & en el islote intacto, o incluso
revisar conceptos cuyas conclusiones previas derivaban de
estudios procedentes de modelos diferentes. El grupo de Patrick
Rorsman destaca por la utilizacion de técnicas electrofisiolégicas
en islote intacto permitiendo una caracterizacién individualizada
de las propiedades eléctricas de cada tipo celular (Gopel y
cols., 2000, 2004). Sin embargo, estas técnicas presentan
dificultades y limitaciones en su aplicacién: su uso no permite
observar el comportamiento simultdneo de distintas células.
Por el contrario, las técnicas de imagen despiertan grandes
expectativas por sus aplicaciones potenciales. Primero, actual-
mente existe a nivel comercial una gran diversidad de sondas
fluorescentes que permiten el andlisis temporal de multiples
variables celulares, como son la concentracién de calcio, el
pH o el potencial de membrana; muchos equipos de registro
permiten ademés la medida simultdnea de varios de estos
pardmetros. Y en segundo lugar, algunas de las técnicas de
imagen permiten un seguimiento temporal simultdneo en
multiples células del islote, lo cual es de una importancia
critica, dada las interacciones entre las mismas.

Limitaciones en el estudio de las células o, f y §,
mediante microscopia de fluorescencia convencional.

Las técnicas de imagen convencionales, si bien funcionan

eficientemente para estudiar a nivel individual células disociadas
(Berts y cols., 1995), presentan ciertas limitaciones para
discriminar sefales de fluorescencia individuales cuando las
células se encuentran en un tejido, o en el caso que nos ocupa,
el islote de Langerhans. Aunque el uso de objetivos de gran
apertura numérica permite profundidades de campo por debajo
de los 500 nm, favoreciendo un gran nivel de resolucién axial,
el principal problema de la microscopia de fluorescencia
convencional es la informacién fuera de foco. Al iluminar un
espécimen fluorescente de cierto espesor, no sélo se recoge
fluorescencia de aquellos puntos situados en foco, sino también
de planos adyacentes lejanos al de interés. Esta informacion
fuera de foco contribuye a deteriorar la calidad de la imagen
y la pérdida de contraste. Las fuentes de iluminacién utilizadas,
habitualmente ldmparas de mercurio o xenén, contribuyen
notablemente a esta informacién fuera de foco, ya que iluminan
gran parte del espesor del espécimen y no selectivamente el
plano de interés. Estas limitaciones técnicas previenen en gran
medida el uso de metodologias convencionales de imagen en
el andlisis individualizado de las células del islote. Como hemos
mencionado anteriormente, el islote estd formado por alrededor
de 1000-3000 células. La poblacién mayoritaria, la célula f,
se dispone en la parte central, aunque presenta ramificaciones
que ocupan también parte de la zona periférica del islote.
Mientras que este tipo celular estd agrupado, pues las inferac-
ciones célula-célula son esenciales para su funcién, las células
oy 8 suelen presentarse desagrupadas formando un mosaico
parcheado envuelto por la poblacién B, y ocupando las zonas
mds periféricas (Bonner-Weir, 1991). En base a esta caracteristica
distribucién espacial y a la contribucién de la fluorescencia
fuera de foco, no hay posibilidad de resolver la sefial emitida
por las células o y & con técnicas convencionales. De este
modo, la fluorescencia procedente del islote se corresponde
con una sefal “media” contaminada por la emisién de planos
adyacentes al que se encuentra en foco, y que esté totalmente
dominada por la poblacién mayoritaria de células . Este
hecho, como veremos més adelante, complica fundamental-
mente las mediciones de las sefales de Ca?* procedentes de
células individuales.

Para salvar estos obstéculos, se requieren técnicas que permitan
eliminar esta informacién fuera de foco. El principio sobre el
que se basa la microscopia confocal moderna fue patentado
en 1957 por Marvin Minsky, pero pasaron varios afios antes
de que constituyera todo una revolucién en el campo de la
biomedicina. En gran medida, el empuje de la microscopia
confocal ha estado altamente ligado al desarrollo tecnolégico
en multiples facetas: ldseres, componentes 6pticos, sistemas
de deteccién, sistemas informdticos, software, etc. La mayor
contribucién de la microscopia confocal, es sin duda, su
capacidad para eliminar la fluorescencia fuera de foco,
contribuyendo a una imagen de gran resolucién. Para ello se
enfoca sobre un punto de la muestra el haz de un laser que
actta como fuente puntual de iluminacién, en vez de una
fuente de excitaciéon, como una ldmpara de mercurio, que
afecta a gran parte del espesor del espécimen. De esta manera,
se contribuye a una menor excitaciéon de puntos no situados
en el plano focal. En segundo lugar, se coloca un pinhole o
rendija confocal delante del sistema de detecciéon que Unica-
mente deja pasar la luz procedente de puntos localizados en
el plano focal, pero obstruye el paso a la fluorescencia fuera
de foco. Mediante un sistema de espejos controlados por el
ordenador, el haz del ldser escanea el espécimen y forma la
imagen entera. El espesor de la seccién dptica de la que se
obtiene informacién se puede controlar con la variacién del
didmetro del pinhole. Una de las aplicaciones derivadas més
habituales consiste en la reconstruccién de imégenes en 3
dimensiones mediante la obtencién de secciones dpticas en
el eje Z, procedimiento utilizado principalmente en estudios
de morfologia. Como veremos a continuacién, la monitorizaciéon
de pardmetros celulares en secciones dpticas del islote constituye
un avance importante en el estudio a nivel individual de las
células endocrinas B y no-p en el islote.

Alternativamente, se han utilizado otros métodos para eliminar
la informacién fuera de foco mediante el procesado digital de
la imagen y el uso de algoritmos de deconvolucién. En estos
procedimientos, la informacién en foco y fuera de foco tiene



un tratamiento matemdtico, y se requiere conocer ciertos
parémetros asociados a la éptica del sistema utilizado. Aunque
estos métodos se han aplicado para observar gradientes locales
de Ca?* en células del islote aisladas en cultivo, todavia no
se han aplicado al estudio de células en el islote intacto. Al
margen de la microscopia de fluorescencia, en la célula
pancredtica también se ha utilizado la técnica de la aequorina
dirigida para medir la dindmica del Ca?* en compartimentos
intracelulares especificos. Recientemente, estos métodos se
han aplicado para medir variaciones de Ca?* en célula oy
B en islote intacto utilizando adenovirus recombinantes que
incorporan promotores especificos para cada tipo celular
(Ishihara y cols., 2003).

La seial de Ca?* en el islote de Langerhans.

Las variaciones de Ca?* intracelular son un elemento clave en
la via de sefalizacion en la célula B, que permite la secrecién
de insulina en respuesta a la glucosa (Prentki y Matchinsky,
1987). El metabolismo de la glucosa lleva a un incremento
de la razén ATP/ADP lo cual da lugar al bloqueo de los canales
de K* dependientes de ATP (Kare) responsables del potencial
de reposo en estas células. En consecuencia, se produce una
despolarizacién que afecta a canales de Ca?* dependientes
de voltaje, cuya apertura permite la entrada de Ca?* extracelular.
El incremento de Ca?* citosélico es la sefial que desencadena
la secrecidn (Prentki y Matchinsky, 1987). Ante un estimulo
prolongado, se produce una sefal de calcio oscilatoria que
da lugar a una liberacién pulsétil de insulina. Aunque los
mecanismos de acoplamiento estimulo-secrecién en las células
oy 8 no estdn tan claros como en el caso de la célula B, existen
importantes paralelismos. La informacién actual indica que el
metabolismo de la glucosa también afecta a la actividad
eléctrica de estas células, regulando asi la funcién de diversos
canales de Ca?* dependientes de voltaje. La sefal de Ca?*
en estos tipos celulares también juega un papel fundamental
para desencadenar la secrecién de glucagén y somatostatina
(Nadal y cols., 1999; Quesada y cols., 1999; Gopel y cols.,
2000).

Durante los afios 80 se realizaron multitud de trabajos en
células aisladas estudiando la funcién del Ca?* intracelular
en la secreciéon de la célula B. Sin embargo, varios grupos
confirmaron una heterogeneidad funcional de las células
aisladas respecto al islote entero e intacto, anticipando la
importancia del contacto célula-célula y de la regulacién
autocrina/paracrina para el correcto funcionamiento de la
célula B. A principios de los 90 llegan los primeros estudios
en el islote entero de la mano de grupos espanoles (Valdeolmillos
et al., 1989; Santos et al., 1991). Mediante microscopia de
fluorescencia, técnicas de andlisis de imagen y la sonda
fluorescente sensible a Ca?* Fura-2, demostraron en un estudio
clésico en el campo (Santos et al., 1991) que el patrén oscilatorio
de Ca?* era consecuencia de la actividad eléctrica y que éste
era sincrénico en todo el islote. Sin embargo, con estas técnicas
opticas convencionales, el comportamiento de las células oy
§ pasa desapercibido.

En la figura TA se muestra, a la izquierda, la imagen de un
islote cargado con Fura-2 y adquirida con microscopia de
fluorescencia convencional, mientras que a la derecha se ilustra
la imagen de una seccién éptica obtenida con microscopia
confocal de ofro islote cargado con Fluo-3. En general, las
sondas fluorescentes en la forma acetoximetil éster presentan
ciertos problemas de penetracién cuando nos encontramos
con especimenes de cierto grosor, quedando normalmente
relegadas a las capas celulares mds expuestas. Esto resulta
evidente en la imagen de la seccién éptica, pero no en aquella
obtenida mediante fluorescencia convencional, donde la
contribucién de la fluorescencia fuera de foco no permite ver
grandes diferencias de distribuciéon de la sonda (Figura TA).
Afortunadamente, esto no constituye un problema para el
andlisis de las células, a, B y 8 mediante microscopia confocal
pues las tres poblaciones estdn representadas en la zona
periférica del islote, y por tanto, la monitorizacién de su
comportamiento individual resulta factible (Nadal y cols., 1999;
Quesada y cols., 1999). En la figura 1B se muestra un registro
de la sefial de Ca?* caracteristica de un islote al pasar de una

concentracién de glucosa de 3 a 11 mM. En este caso, se
utilizé microscopia convencional y la sonda Fura-2. Mediante
esta técnica, la informacién fuera de foco impide resolver las
sefales procedentes de las células a, By 8, de manera que se
obtiene una sefal “media” dominada por la célula B, la
poblacién mayoritaria. En cambio, la microscopia confocal y
el andlisis de los cambios de fluorescencia en secciones 6pticas
de 6-8 um permite monitorizar las sefales a nivel individual.
Mediante esta técnica se pudo demostrar que el cambio de 3
a 11 mM glucosa induce diferentes patrones de sefalizacién
(Figura 1C) (Nadal y cols., 1999; Quesada y cols., 1999): por
un lado se observé la sefal caracteristica de la célula B, pero
ademds, se identificaron otras dos respuestas. Una poblacién
de células se encontraba activa a baja concentracién de glucosa
con una frecuencia oscilatoria pequefa y se silenciaba con el
incremento del azdcar. Por ofro lado, otra poblacién generaba
sefiales de Ca?* a una frecuencia mayor, que apenas se
modificaba con el cambio de glucosa. La utilizacién de técnicas
inmunocitoquimicas en la misma seccién éptica tras los registros
de Ca?* permitié correlacionar cada patrén de sefalizacién
con un tipo celular. El andlisis de las sefiales de Ca?* permitid,
ademés, demostrar que sélo la poblacién B estd acoplada
permitiendo un patrén sincrénico a modo de sincitio. Por el
contrario, las células o y 8 estédn desacopladas, lo cual les
lleva a un funcionamiento individual auténomo en términos
de senalizacion.
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Figura 1. A, Imagen adquirida mediante microscopia de fluorescencia convencional de un
islote cargado con la sonda fluorescente sensible a Ca’* Fura-2 (izquierda). Imagen obtenida
con microscopia confocal de una seccién 6ptica de 8 micras de un islote cargado con Fluo-
3 (derecha). B, Oscilaciones de Ca’* caracteristicas de un islote al pasar a concentraciones
estimulatorias (11 mM) de glucosa (G). Este registro representa la fluorescencia de un islote
cargado con Fura-2 adquirida con microscopia convencional. C, Sefales caracteristicas de
las células, ., By 8 al pasar de 3 a 11 mM glucosa. En este caso, se obtuvieron los registros
mediante microscopia confocal y la utilizacién de la sonda fluorescente Fluo-3.

Medida de otros parametros celulares: del potencial
de membrana al estado metabélico.

La microscopia confocal aplicada al islote no sélo permite el
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estudio de las sefales de Ca?* de las diferentes poblaciones,
sino fambién el de otros pardmetros celulares. Resultan de
especial interés aquellas variables relacionadas con el acopla-
miento estimulo-secrecién. Se ha constatado que los tres tipos
celulares presentan una actividad eléctrica especifica y regulada
por glucosa (Gopel y cols., 2000). Las sefiales de Ca?* son
consecuencia de esta actividad eléctrica. Recientemente, se ha
utilizado la sonda fluorescente sensible a voltaje diBAC4(3)
para monitorizar el efecto de la glucosa sobre el potencial de
membrana de células ay B en islotes intactos (Hjortoe y cols.,
2004). Este tipo de sonda es de respuesta lenta y da informacién
Unicamente del cambio medio del potencial de membrana.
Estos estudios, realizados en islotes cultivados durante 1-2
semanas, han mostrado datos que difieren en cierta medida
de los obtenidos con técnicas electrofisiolégicas en islotes
intactos frescos (utilizados 1-2 horas después de su extraccién),
que como ya hemos mencionado, tienen un comportamiento
mds cercano a la realidad fisiolégica.

Figura 2. A, Imagen adquirida mediante microscopia confocal de una seccién éptica de 2
micras de un islote. En este caso se recoge la fluorescencia procedente de las flavoproteinas.
B, Durante la activacién del ciclo de Krebs, parte de las moléculas de FAD pasan a la forma
reducida FADH,, mucho menos fluorescente. Mediante la medida de la fluorescencia intrinseca
de estas moléculas, se puede monitorizar el estado metabélico celular. En la figura se ilustran
las variaciones medias de fluorescencia de FAD de un islote expuesto a alta concentracién
de glucosa (G) y a cianuro (CN) que afecta el metabolismo mitocondrial.
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Otra aplicacién de la microscopia confocal es el estudio del
estado metabdlico en cada tipo celular mediante la monitori-
zacién de la fluorescencia de los pares NAD(P)*/NAD(P)H y
FAD/FADH, (microscopia confocal redox). Durante la activacion
del ciclo de Krebs, estas moléculas pasan de la forma oxidada
a la reducida, sirviendo entonces como fuente de transferencia
de electrones en la cadena de transporte de electrones y en
la fosforilacién oxidativa para la produccién de ATP. Mientras
que, en el caso de NAD(P)™, la intensidad de fluorescencia es
mayor para la forma reducida, en el caso de FAD, la forma
oxidada es la mads fluorescente (Bennett y cols., 1996). El
seguimiento de los cambios de fluorescencia de estas moléculas
nos da una estimacién cualitativa de la activacién del metabo-
lismo. Las moléculas de NAD(P)H se producen tanto a nivel
de la glicélisis como del ciclo de Krebs, por lo que la sefal
procede del compartimiento citosélico y del mitocondrial. En
cambio, la sefal de FAD estd asociada tan sélo a la mitocondria.
Para realizar mediciones de la fluorescencia de NAD(P)H se
requiere excitar en la regién de ultravioleta (~360 nm), mientras
que FAD presenta un amplio espectro de excitaciéon en el visible
(430-500 nm). Dado el alto coste de los laseres de ultravioleta,
se suele optar por la medicién de FAD con la linea 458 o 488
nm del léser de argén. En el caso de la célula B, la activacién
mitocondrial es fundamental en el acoplamiento estimulo-
secrecion y se observan cambios en la fluorescencia de NAD(P)*
y FAD precediendo a la sefial de Ca?* que desencadena la
secrecion. Si bien se han realizado registros de autofluorescencia
de célula B en secciones épticas, estas medidas se obtuvieron
de islotes cultivados durante varias semanas sobre una matriz
extracelular (Bennett y cols., 1996), condiciones bastante
alejadas de una situacién fisiolégica. Actualmente, nuestro
grupo estd realizando medidas de la actividad metabdlica

regulada por glucosa mediante microscopia confocal redox
en las diferentes poblaciones en islotes intactos frescos,
encontrando notables diferencias. En la figura 2 se muestra
un ejemplo ilustrativo de las variaciones de fluorescencia
procedentes de un islote sometido a un cambio en la concen-
tracién de glucosa.

Ofra de las aplicaciones en el estudio del islote de Langerhans
intacto es la posibilidad de realizar fluorescence recovery after
photobleaching (FRAP) en secciones dpticas. Esta técnica permite
analizar el grado de acoplamiento célula-célula mediante el
estudio de la transmisién de sondas fluorescentes, en general
de bajo peso molecular, como la carboxifluoresceina. Los
sistemas confocales actuales disponen de software que permite
realizar rutinas de FRAP. El FRAP consiste en aumentar transi-
toriamente la intensidad del ldser de forma selectiva en una
célula o drea de la misma, con el fin de producir un
“apagamiento” (o photobleaching) de la sonda fluorescente.
A continuacién se monitoriza mediante la adquisicién de
imdgenes la recuperacién de la fluorescencia en la célula
sometida a FRAP. Si existe acoplamiento entre dos células a
través de gap junctions se produce una transferencia o redis-
tribucién de las moléculas de sonda fluorescente no sometidas
a FRAP El resultado final es una pequena disminucién de la
fluorescencia de la célula o células acopladas que actdan
como donantes, y por otfro lado, un aumento de la sefal en
la célula sometida a photobleaching, que actéa como receptora
del paso de moléculas fluorescentes. Utilizando técnicas
eletrofisiolégicas y FRAP en secciones épticas de 8 um en islotes
intactos, se ha evaluado el grado de acoplamiento eléctrico
y metabdlico de la poblacién f en islotes de ratones normales
y de ratones transgénicos expresando conexina 32 (Quesada
y cols., 2003). Los resultados obtenidos han aportado nuevas
perspectivas acerca de los dominios de acoplamiento de la
poblacién B respecto a estudios previos utilizando técnicas
invasivas.

La microscopia confocal, por tanto, permite el estudio simultdneo
de diferentes poblaciones en el islote intacto, donde las técnicas
convencionales carecen de resolucién. La gran disponibilidad
comercial de sondas fluorescentes sensibles a multiples para-
metros celulares ofrece la posibilidad de estudiar los mecanismos
y vias de regulacién en la fisiologia de estos tipos celulares,
en los que todavia existen grandes lagunas.
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Hace casi 20 anos, James W. Puiney Jr. propuso que la entrada de Ca?* secundaria a la activacién celular
en células no excitables se debia al vaciamiento de los depésitos intracelulares de calcio (Putney, 1986).
Dos décadas después este modelo es plenamente aceptado aunque no se conoce con certeza ni el mecanismo
de activacién ni los propios canales de calcio implicados. Sin embargo, la investigacion de esta propuesta
ha fomentado nuevos descubrimientos sobre la homeostasis del calcio intracelular y el papel de este selecto
catiéon en el control de multiples funciones celulares desde la génesis de la vida hasta la muerte celular.
También ha llevado a descubrir las proteinas TRP, una intrigante superfamilia de canales catiénicos
implicados en multiples funciones celulares. En esta breve revision se repasan algunos acontecimientos
histéricos y la visiéon actual de un enigma llamado entrada capacitativa de calcio (ECC).

20 ANOS DE LA ENTRADA CAPACITATIVA DE Ca”". Carles Villalobos

Introduccion

Resulta sorprendente que un simple catién, el Ca®, sea capaz
de regular tantos y tan diversos procesos celulares y fisiolégicos
como la contraccién muscular, la secrecién de hormonas y
neurotransmisores, la expresién génica, la diferenciacién,
proliferacién y hasta la muerte celular. Al contrario que otros
segundos mensajeros, el Ca®", como la energia, no se crea
ni se destruye en la célula sino que simplemente se transporta
desde el exterior extracelular o depésitos intracelulares hasta
aquellos lugares donde se localizan los multiples efectores del
Ca’". Asi pues, el estudio de la sefal de Ca’ es, en primer
lugar, una cuestidn de transporte. La concentracion extracelular
de Ca’"es 10.000 veces superior a la intracelular. Este gran
gradiente quimico, junto al potencial negativo del interior
celular, hace que exista un enorme gradiente electroquimico
que favorece la entrada de Ca’* a través de canales especificos.
Existen multiples tipos de canales de Ca™ caracterizados por
su mecanismo de activacién (“gating”) bien por voltaje (VOCCs),
unién de ligandos extracelulares (ROCCs) o intracelulares
(SMOCC:s). La activaciéon celular por hormonas, neurotransmi-
sores u otros ligandos induce generalmente un cambio bifésico
en la concentracion de Ca’* libre citosélico ([Ca’'],,). A una
primera fase transitoria debida a liberacién de Ca”™ inducida
por InsP;le sigue otra fase mantenida, frecuentemente asociada
a oscilaciones de [Coy]m, debida a la entrada de Ca’* desde
el medio extracelular. A mediados de los 80, se conocian
muchos canales de Ca”* en las células excitables pero todavia
era un misterio el mecanismo por el que la activacién celular
inducia entrada de Ca”™ en las células no excitables. James
W. Putney Jr (Putney, 1986) propuso que la entrada de Ca™
estaba activada precisamente por el vaciamiento de los depésitos
intracelulares de Ca”". Hoy dia, este mecanismo de accién,
llamado entrada capacitativa de Ca®* (ECC) es considerada
la via mds importante de entrada de Ca’* en las células no
excitables, aunque también participa en las células excitables,
donde regula numerosas funciones celulares (Villalobos y
Garcia-Sancho, 1995). A pesar de los casi 20 afos franscurridos,
tanto el mecanismo de activacién de la ECC como la identidad
del canal o canales implicados son desconocidos.

Caracteristicas de la Entrada Capacitativa de Ca™.

Originalmente, Putney propuso que el vaciamiento de los

depésitos inducia la entrada de Ca®* directamente desde el
medio extracelular a los depésitos y, desde estos, al citosol
(Putney, 1986). Mltiples evidencias indicaron que los depdsitos
se rellenaban desde el citosol y no desde el medio extracelular,
por lo que Putney tuvo que revisar su hipétesis (Putney, 1990).
En el nuevo modelo, vigente hasta la fecha, el vaciamiento de
los depésitos induce una sefal que abre canales en la mem-
brana plasmdtica lo que induce el aumento de la [Ca’*],,y el
rellenado de los depésitos que conduce al cierre de los canales
de Ca’". Este modelo suponia una nueva visién porque la
estimulacién celular inducia la entrada de Ca®* de un modo
indirecto (Figura 1). De este modo, la sefal que abre canales
de Ca” no es la activacion del receptor ni la generacién de
InsI;+3 per se, sino el propio vaciamiento de los depdsitos de

Ca

Figura 1. La Entrada Capacitativa de Ca®". La estimulacién celular (1) con un agonista (A)
induce la formacién de IP. libera el contenido del Ca®™* almacenado en depésitos intracelulares
(2). El vaciamiento de estos, induce una sefal todavia desconocida (3, ) que induce la apertura
de canales de Ca’" en la membrana plasmdtica (4). Estos canales se han caracterizado como
corrientes Icrac y podrian pertenecer a la superfamilia de canales catiénicos TRP. La entrada
de Ca’* se inactiva (-) de un modo dependiente de Ca®(5).

Entrada Capacitativa de Calcio
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Numerosas estrategias que permiten depletar los depésitos de
Ca”™" de un modo independiente de receptor o InsP; activan
la ECC. Por ejemplo, los bloqueantes de la bomba de Ca®*
especifica del reticulo (thapsigargina, dcido ciclopiazénico),
ionéforos (ionomicina) o la simple incubacién en medio libre
de Ca™ y didlisis con tampones de Ca®". Posteriormente, se
afadié una evidencia directa y se descubrié en mastocitos y
otros tipos celulares que el vaciamiento de los depdsitos
intracelulares de Ca’" inducia la aparicién de una corriente
de Ca’" completamente nueva (Hoth y Penner, 1992) que se
denominé lcrac de Ca® -release activated current. lcrac es una
corriente independiente de voltaje y con una relacién 1/V
caracteristica. Tiene una gran amplitud a potenciales negativos
que se aproxima a 0 a potenciales muy positivos (>+60 mV),
lo que indica una gran selectividad por Ca®". Se estima que
la selectividad de este canal por Ca™ respecto a Na* es 1000:1,
similar a la de los VOCCs y que podria haber al menos 5.000
canales funcionales por célula. Icrac no es la Unica corriente
descrita que se activa por el vaciamiento de los depésitos
intracelulares. En los Ultimos afos se han descrito otras corrientes
activadas por vaciamiento de los depésitos que se han llamado
SOC, de store-operated channels y que presentan propiedades
electrofisiolégicas diferentes, lo que sugiere que la ECC estd
mediada por una familia de canales més que por un Gnico
canal.

Durante afos, se ha llevado a cabo una intensa busqueda de
drogas capaces de bloquear selectivamente la ECC, Icrac y
otros canales SOC. Se descubrié que toda una serie de
inhibidores de citocromo P,s, bloqueaba con afinidad media
(M) la ECC (Garcia-Sancho et al., 1992). Ello llevé a establecer
un modelo por el que citocromo P,s, podria mediar entre el
vaciado de los depésitos y la activacién de la ECC (Alvarez et
al., 1992). Sin embargo, resulté que estas drogas también
inhiben con una afinidad similar otros canales iénicos (Villalobos
et al., 1992) lo que, aunque cuestioné el modelo, sugeria
ciertas similitudes estructurales entre la ECC y otros canales
de Ca™ (Garcia-Sancho et al., 1992). Existen multiples drogas
capaces de bloquear la ECC pero ninguna de ellas es totalmente
especifica, aunque el reciente desarrollo de derivados de
pirazol es muy prometedor.

La ECC puede ponerse de manifiesto de dos maneras. De un
modo indirecto, mediante la medida de Ca®" intracelular con
colorantes fluorescentes, o mediante la medida directa de
corrientes activadas por vaciamiento de depésitos mediante
“Patch Clamp”. Para las medidas de Ca® intracelular se vacian
los depésitos intracelulares con thapsigargina en medio libre
de Ca’"y, tras el vaciado de los depésitos, se arade Ca’* al
medio extracelular lo que provoca un gran aumento de la
[Ca™]., (Ca™ overshoot), evidencia de la ECC (Figura 2). Ni
las medidas de Ca®" intracelular ni las de corrientes estdn
exentas de problemas de interpretacién por lo que se reco-
mienda recurrir a ambos tipos de medidas.

Figura 2. Medida de la Entrada Capacitativa de Ca®". Registro de la concentracién de Ca®*
intracelular en células HT29 cargadas con el colorante fluorescente fura-2. La adicién de
thapsigargina en medio libre de Ca® (Ca0) induce la liberacién de Ca®" almacenado en
depésitos. La adicién de Ca’* extracelular (Cal) induce la entrada capacitativa de Ca’* (Ca™
overshoot) que no se produce en células no tratadas previamente con thapsigargina.
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Papel Fisiolégico de la Entrada Capacitativa de Ca’

La ECC se considera actualmente un mecanismo ubicuo y la
ruta de entrada de Ca™ mds importante en células no excitables,
aunque también podria participar en la activacién de células
excitables. El papel fisiolégico mds importante de la ECC es
la generacién de sefales de Ca®™ inducidas por la activacion
de receptores acoplados a la hidrélisis de fosfatidil-inositol.
Se podrian distinguir 3 papeles genuinos de la ECC (Parekh
y Putney, 2005). En primer lugar, la ECC permite el rdpido
rellenado de los depésitos intracelulares de Ca®. El manteni-
miento de unos niveles suficientes de Ca’* en éstos es esencial
para la maduracién proteica y evitar la activacién de sefales
de estrés. En segundo lugar, la ECC permite mantener niveles
elevados de [Ca®"]., a largo plazo, lo cual es relevante para
multiples funciones celulares, como el tono muscular del
musculo liso y la activaciéon del factor de transcripcion NFAT
que regula la expresién de citoquinas y la proliferaciéon y
supervivencia celulares. Finalmente, la ECC es un componente
esencial para la generacién de oscilaciones de Ca®* ya que
permite el rellenado de los depésitos y la liberacién periédica
del Ca” de estos, uno de los mecanismos de generacién de
oscilaciones de [Ca™],,. Se ha propuesto que la ECC es esencial
en el control de la exocitosis reg;ulodo y en el control de la
actividad de muchos enzimas Ca”'-dependientes como adeni-
latociclasa, NO sintasa, fosfolipasas y otras multiples enzimas
reguladas por Ca’*, calmodulina o fosforilacién dependiente
de Ca®. Otras funciones celulares en las que la ECC es esencial
son los procesos quimiotécticos del esperma, la reaccién
acrosomal y el control del ciclo celular y de la proliferaciéon
celular. Por ejemplo, la entrada en el ciclo celular es precedida
por ECC. Mdltiples factores de crecimiento con actividad
mitogénica inducen la ECC. Ademds, la inhibicién de la ECC
por diferentes medios previene la proliferacién celular. Final-
mente, la ECC podria jugar un papel esencial en la muerte
celular por apoptosis. Asi, las multiples funciones reguladas
por la ECC reflejan la relevancia del i6n Ca®" en muchos
procesos, tanto a corto como a largo plazo (Parekh y Putney,
2005).

Mecanismo de Activacion

La propuesta original de Putney postulaba que el Ca®™ extra-
celular rellenaba directamente el depésito intracelular de Ca®™
(Putney, 1986). Sin embargo, las evidencias experimentales
indicaban que el rellenado de los depdsitos ocurria desde el
citosol, lo que implica la existencia de una sefal retrégrada
entre el nivel de llenado de los depésitos y los canales de la
membrana plasmdtica. Ello requiere en primer lugar la existencia
de un sensor de Ca’" capaz de sentir el contenido de Ca” de
los depésitos intracelulares. En segundo lugar una sefal de
activacion de los canales de Ca”* de la membrana plasmética.
En cuanto al sensor de Ca”" no se conoce nada excepto que
No es calreticuling, la proteina intraluminal mdés abundante
del reticulo endoplésmico. En cuanto al mecanismo de activacién
se han propuesto 3 modelos (Parekh y Putney, 2005). El modelo
de fusién vesicular propone que la activacién de la ECC se
debe a la estimulacién de la incorporacion de nuevos canales
de Ca”™ desde vesiculas intracelulares similares a los grénulos
de secrecién a la membrana plasmdtica. Este modelo es muy
sugerente y similar a la activaciéon de otros procesos de
transporte pero no predice la interaccién con el nivel de llenado
de los depdsitos. El modelo del acoplamiento conformacional
propone que los receptores de InsP; llevarian a cabo una
interaccién “intima” con canales en la membrana plasmética
de un modo similar a la interaccién de los receptores de
dihidropiridinas y el receptor de rianodina en el musculo
esquelético. Finalmente, el modelo del mensajero difusible,
en el que el vaciamiento de los depédsitos genera un factor
soluble, llamado CIF de “calcium influx factor”, capaz de abrir
canales en la membrana plasmdtica. Existen evidencias recientes
que apuntan a un papel de la fosfolipasa A, independiente de
Ca”™ en la activacién de la entrada capacitativa de Ca””. Sin
embargo, las evidencias en la literatura no parecen concluyentes
con ninguno de los 3 modelos de modo universal asi que cabe



la posibilidad de que existan multiples modos de activacién
de la ECC y que incluso puedan coexistir en la misma célula.

La Superfamilia de Canales TRP.

Durante afios no se conocieron las bases moleculares de los
canales implicados en la ECC. Curiosamente, todo cambié
gracias a una mosca ciega. La foto-transduccién en Droséfila
requiere la hidrolisis de fosfatidil-inositoles, entrada de Ca®
y un cambio mantenido del potencial durante el estimulo
luminoso. El mutante TRP de Droséfila (de transient receptor
potencial) presentaba un cambio transitorio del potencial y
defectos en la entrada de Ca’* y foto-transduccién. Pronto se
vio que el gen TRP era esencial para la entrada de Ca’ (Hardie
y Minke, 1992) y codificaba para algo parecido a canal de
Ca™" sin sensor de voltaje, lo que llevé a la hipstesis de que
podia ser el canal implicado en la ECC. Comenzé entonces
una caza de homélogos de TRP en vertebrados que llevé al
descubrimiento de la superfamilia de canales TRP (Clapham
et al., 2001). Actualmente, esta familia de proteinas estd
formada por 3 grupos: La familia de canales TRPC o canénicos
TRPCT1-TRPC7 muy similares al gen TRP de Droséfila; los 6
miembros de la familia TRPV (TRPV1-Vé) asi llamada por
contener al receptor vaniloide y, finalmente, la familia TRPM
con 8 miembros (TRPM1-M8) que contiene a melastatina. Se
cree que los canales TRP estdn formados por homo o hetero-
tetrémeros de subunidades que contienen 6 dominios trans-
membranales con un poro hipotético entre los segmentos 5
y 6 y dominios intracelulares N y C terminales (Clapham,
2003). Experimentos de sobre-expresiéon de TRPs, RNA de
interferencia y “knock down” sugieren que algunos miembros
de la familia TRPC podrian formar parte de la ECC. Ademds,
TRPV6, el canal de Ca®™ de los epitelios absortivos regulado
por vitamina D, también podria ser o contribuir al canal SOC.
Curiosamente, el canal TRPVé muestra una enorme selectividad
por Ca’* y muchas propiedades electrofisiolégicas similares
a lcrac (Parekh y Putney, 2005). Sin embargo, por cada trabajo
que propone que un TRP en particular es o participa de ECC,
existe ofro similar que afirma lo contrario (Clapham, 2003) y
no existe consenso actualmente sobre la identidad molecular
de la ECC. La funcién de los canales TRP parece exceder a la
de la ECC. Asi, se ha propuesto que los canales TRP actuarian
como sensores celulares capaces de sentir cambios en el
entorno extracelular e intracelular de temperatura, pH, calcio,
presiéon osmética, etc. En los préoximos afos se prevé el
descubrimiento de nuevos canales TRP y su implicacién en
importantes funciones fisiolégicas.

Papel de la Mitocondria en la Entrada Capacitativa
de Calcio

Una de las propiedades més importantes de la entrada
capacitativa de Ca®, de la corriente Icrac, y de algunos canales
TRP es la inactivacién por Ca’*. Se han descrito 3 modos de
inactivacién (Parekh y Putney, 2005): una inactivacién rapida
debida seguramente a cambios locales de [Ca™] en el entorno
del canal, una inactivacién mds lenta probablemente mediada
por calmodulina y una tercer proceso, también lento, por el
que el rellenado de los depdsitos intracelular conduce al cierre
de los canales de Ca’*. De este modo, los sistemas de extrusion
de Ca® son muy importantes para mantener la ECC. Uno de
los sistemas mds importantes de extrusion de Ca’* es la
mitocondria. La mitocondria es capaz de captar enormes
cantidades de Ca™ siempre que se generen microdominios de
[Ca™] lo suficientemente elevados para activar el uniportador
de Ca”™" mitocondrial. De hecho, el uso de sondas de calcio
basadas en proteinas (aecuorina) dirigidas a la mitocondria
ha revelado que la mitocondria sufre cambios de la [Ca’*] en
el rango mM (Montero et al., 2000). Un estudio reciente sugiere
que, en realidad, esencialmente todo el Ca®* que entra por
canales es retirado por la mitocondria (Villalobos et al., 2002).
Una serie de trabajos ha mostrado el papel clave de la
mitocondria en el control de la ECC. El colapso del potencial
mitocondrial que inhibe la fuerza electromotriz para la captacién
de Ca® por la mitocondria, hace que el Ca** entrante no sea

retirado por la mitocondria lo que inactiva la ECC (Hoth et
al., 1997). Algo similar ocurre durante la liberacién de Ca®
que es potenciada por la captacién mitocondrial de Ca®™ lo
que permite que el depésito de Ca”™ se deplete mds eficazmente
y sea enviada la sefal de activacién de la ECC (Gilabert y
Parekh, 2000). Asi pues, la mitocondria juega un doble papel
en el control de la ECC, por un lado facilita su activacién al
favorecer el vaciamiento del depésito y, ademds, impide su
inactivacién, al retirar el Ca™ a medida que entra a la célula.
Asi, un nuevo orgdnulo, la mitocondria, se suma al control de
la ECC: de hecho, la ECC estd regulada por la interaccién
dindmica entre los flujos de Ca®* de la membrana plasmadtica,
el reticulo endoplésmico y la mitocondria (Parekh, 2003).

Estoy convencido de que no tendremos que esperar otros 20
afos para saber con certeza tanto el mecanismo de activaciéon
de la ECC como la identidad de los canales implicados. Aunque
asi fuera, por el camino se revelarian, con toda seguridad,
ofros aspectos desconocidos de la sefal de calcio y su papel
en el control de multiples funciones celulares.

Referencias

-Alvarez J, Montero M, Garcia-Sancho J (1992) Cytochrome P.s, may regulate
plasma membrane Ca”* permeability according to the filling state of the intracellular
Ca” stores. FASEB J 6: 786-792.

-Clapham DE (2003) TRP channels as cellular sensors. Nature 426: 517-524

-Clapham DE, Runnels LW, Stribing C (2001) The TRP ion channel family Nature
Rev 2: 387-396.

-Garcia-Sancho J, Alvarez J, Montero M, Villalobos C (1992) Ca™ influx following
receptor activation. Trends Pharmacol Sci 13: 12-13.

-Gilabert JA, Parekh AB. (2000) Respiring mitochondria determine the pattern
of activation and inactivation of the store-operated Ca”" current Icrac. EMBO J
19: 6401-6407.

-Hardie RC, Minke B (1992) The TRP gene is essential for a light-activated Ca™
channel in Drosophila photoreceptors. Neuron 8: 643-651.

-Hoth M, Penner R (1992) Depletion of intracellular calcium stores activates a
calcium current in mast cells. Nature 355: 353-356.

-Hoth M, Fanger CM, Lewis RS (1997) Mitochondrial regulation of store-operated
calcium signaling in T lymphocytes. J Cell Biol 137: 633-648.

-Montero M, Alonso MT, Carnicero E, Cuchillo-lbanez |, Albillos A, Garcia AG,
Garcia-Sancho J, Alvarez J (2000) Chromaffin-cell stimulation triggers fast
millimolar mitochondrial Ca® transients that modulate secretion. Nat Cell Biol
2:57-61.

-Parekh AB (2003) Store-operated Ca’ entry: dynamic interplay between
endoplasmic reticulum, mitochondria and plasma membrane. J Physiol 547:
333-348.

-Parekh AB, Putney JW Jr (2005) Store-operated calcium channels. Physiol Rev
85: 757-810.

-Putney JW Jr (1986) A model for receptor-regulated calcium entry. Cell Calcium
7:1-12.

-Putney JW Jr (1990) Capacitative calcium entry revisited. Cell Calcium 11: 611-
624.

Villalobos C, Fonteriz R, Lopez MG, Garcia AG, Garcia-Sancho J (1992) Inhibition
of voltage-gated Ca™ entry into GH, and chromaffin cells by imidazole anfimycotics
and other cytochrome P.,, blockers. FASEB J 6: 2742-2747.

Villalobos C, Garcia-Sancho J (1995) Capacitative Ca”* entry contributes to the
Ca"" influx induced by thyrotropin-releasing hormone (TRH) in GH, pituitary cells.
Pfligers Arch. 430: 923-935.

Villalobos C, Ntfez L, Montero M, Garcia AG, Alonso MT, Chamero P, Alvarez
J and Garcia-Sancho J (2002) Redistribution of Ca® among cytosol and organella
during stimulation of bovine chromaffin cells. FASEB J 16, 343-353.

Carlos Villalobos

Instituto de Biologia y Genética Molecular (IBGM), Universidad

de Valladolid y Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). 47005
Valladolid. carlosv@ibgm.uva.es

FISIOLOGIA. Boletin Informativo de la SECF



FISIOLOGIA. Boletin Informativo de la SECF

10

El estudio de las acciones de la aldosterona ha experimentado una auténtica revolucion en los Gltimos diez
anos. Numerosos experimentos sugieren que el retrato cldsico de esta hormona actuando exclusivamente
como un mineralocorticoide a través de su receptor genémico en tejidos epiteliales es, cuanto menos,
incompleto. Si bien no cabe duda alguna sobre la gran importancia de la aldosterona como mineralocorticoide,
existen un gran nimero de preguntas por contestar acerca de los mecanismos de acciéon de esta hormona,
de sus posibles funciones adicionales y de la biologia de su receptor.

ALDOSTERONA: ;ALGO MAS QUE UN MINERALOCORTICOIDE?.

Diego Alvarez de la Rosa

El estudio de las acciones de la aldosterona ha experimentado
una auténtica revolucién en los Ultimos diez afios. Numerosos
experimentos sugieren que el retrato cldsico de esta hormona
actuando exclusivamente como un mineralocorticoide a través
de su receptor genémico en tejidos epiteliales es, cuanto menos,
incompleto. Si bien no cabe duda alguna sobre la gran
importancia de la aldosterona como mineralocorticoide, existen
un gran numero de preguntas por contestar acerca de los
mecanismos de accién de esta hormona, de sus posibles
funciones adicionales y de la biologia de su receptor.

La identificacién de factores con actividad mineralocorticoide
generd gran interés entre los fisiélogos durante la primera
mitad del siglo XX. Dichos factores promueven la retencion de
Na' y agua y la excrecién de K™ en el organismo, actividades
llevadas a cabo fundamentalmente en el rifdn. La identificacién
de la aldosterona, una hormona esteroidea producida por la
gldndula adrenal, como el principal mineralocorticoide fue
uno de los grandes avances en la fisiologia de los afos 50 .
A raiz de este descubrimiento y durante las ¢ltimas cinco
décadas, la comprensién de la fisiologia, bioquimica y biologia
molecular de la aldosterona y su accién mineralocorticoide ha
sido objeto de un intenso esfuerzo de investigacién. Asi,
actualmente sabemos que la aldosterona lleva a cabo su
funcién mediante la activacién del transporte transepitelial de
Na™ en el tGbulo distal del rifién y de otros 6rganos con epitelios
capaces de reabsorber Na*, como son el colon, las gldndulas
salivares y las glandulas sudoriparas. A su vez, el transporte
vectorial de Na™ crea un gradiente eléctrico transepitelial
imprescindible para la secrecién de K* y HY, de forma que
estos tres procesos quedan unidos funcionalmente.

La aldosterona se sintetiza en la zona glomerular de la corteza
de la glédndula adrenal, en respuesta principalmente a la
angiotensina Il, producto de la activacién del eje renina-
angiotensina debido a una disminucién en el volumen circulante
efectivo, y al aumento en los niveles de K* en plasma . Una
vez secretada a la sangre la aldosterona llega a sus érganos
diana donde, debido a su naturaleza esteroidea, difunde
libremente a través de la membrana plasmadtica de las células
para unirse a su receptor intracelular. El receptor de aldosterona,
mdés conocido como receptor de mineralocorticoides (MR)
forma parte de la superfamilia de receptores de hormonas
esteroideas y tiroideas, que ejercen su funcién actuando como
factores de transcripcién en el nicleo. En estado inactivo el
MR se encuentra en el citoplasma formando parte de un
complejo multiproteico que incluye la proteina de choque
térmico de 90 kDa (Hsp90). Tras la unién de la aldosterona,
este complejo se disgrega, permitiendo la translocacién del
MR al nicleo, donde interactta con el DNA y con una serie
de cofactores proteicos para modular la expresién de genes
implicados en la regulacién del transporte transepitelial de
Na". Pese a que la naturaleza de dichos genes ha sido objeto
de intenso estudio, su identidad es sélo parcialmente conocida;
esto se debe principalmente a que la secuencia consenso de
unién del MR a DNA es poco especifica, siendo muy similar
a la de ofros receptores de la misma familia. De hecho, esta
secuencia consenso, denominada “elemento de respuesta a
esteroides (SRE), es comdn al MRy a los receptores de gluco-
corticoides, progesterona y andrégenos. Se piensa que la
especificidad del MR in vivo viene dada por la interaccién del
receptor con otros factores de transcripcién y con elementos
de remodelacién de la cromatina .

El transporte transepitelial de Na* se efectta gracias a la
actividad del canal epitelial de Na™ (ENaC) en la membrana

apical, que introduce Na™ desde el lumen del tbulo hasta el
citoplasma, y de la Na*,K*-ATPasa en la membrana basolateral,
que transloca iones Na* desde el citoplasma hasta el intersticio
en un proceso dependiente de energia. El paso limitante de
esta ruta lo constituye ENaC, y por tanto este canal es la diana
de numerosos mecanismos reguladores , siendo la aldosterona
el mds importante de ellos. Dado que el transporte transepitelial
de Na” (y por tanto la excrecién de K™ y H*) depende de forma
estricta de la actividad de ENaC y de Na*,K*-ATPasa, los genes
que codifican estos sistemas de transporte fueron considerados
los principales candidatos a ser las dianas del MR. Tras la
identificacién y clonaje de las secuencias codificantes de las
subunidades de ENaC y Na*,K*-ATPasa durante los afios 80
y 90, se comprobé que si bien la aldosterona, a través del
MR, es capaz de regular la expresién de algunas de sus
subunidades en determinadas condiciones, los patrones de
regulacién no pueden por si solos explicar la accién de la
hormona. La identificacién de otros genes regulados por
aldosterona y cuyos productos activen a su vez el transporte
mediado por ENaC y Na*,K"-ATPasa continGa siendo objeto
de intenso estudio y no poca controversia. Recientemente, se
ha propuesto que uno de estos genes podria ser la isoforma
1 de la quinasa dependiente de suero y glucocorticoides
(SGK1). La co-expresion de esta quinasa con ENaC en sistemas
heterélogos aumenta la actividad del canal, si bien sus meca-
nismos de accién son diferentes a los de a la aldosterona;
estos resultados parecen indicar que SGK1 participa en otras
vias de regulacién de ENaC independientes de la aldosterona

La existencia de distintas enfermedades caracterizadas por
defectos en la sintesis o secrecién de aldosterona por la
glédndula adrenal, o bien por la existencia de mutaciones en
componentes de la ruta de accién de la hormona, incluyendo
ENaC y el MR, confirma la importancia de la accién minera-
locorticoide de la aldosterona en la homeostasis del Na™ y del
K"y en el control de la presién arterial en humanos. Estos
defectos y mutaciones pueden provocar hipertensién en los
casos en que los niveles de aldosterona estdn anormalmente
elevados o su ruta de sefalizacién excesivamente activada, o
bien hipotensién debido a los fenémenos opuestos .

Si bien esta breve descripcién de la accidén y relevancia
fisiopatolégica de la aldosterona continta siendo aceptada,
en los Ultimos afos se ha comprobado que es incompleta. La
posibilidad de que esta hormona tenga otras acciones inde-
pendientes de su actividad estrictamente mineralocorticoide
se ha sugerido en base a al menos cuatro observaciones: 1)
el MR se expresa en células no epiteliales; 2) se ha detectado
produccién de aldosterona en corazén y sistema nervioso
central con posible actuacién paracrina de la hormona; 3) la
aldosterona tiene acciones independientes de la sintesis de
nuevas proteinas (efectos no gendémicos) en numerosos tipos
celulares, a pesar de que su accién mineralocorticoide depende
mayoritariamente de la accién del MR como factor de trans-
cripciéon; 4) niveles anormalmente altos de aldosterona en
relaciéon al estatus salino tienen efectos deletéreos sobre el
sistema cardiovascular, independientemente de que existan
variaciones en la presién arterial. A continuacién se discuten
estas observaciones y sus posibles repercusiones con mayor
detalle.

Tras el clonaje del MR se comprobé mediante distintas técnicas
inmunoldgicas y de biologia molecular que este receptor
también se expresa en células no epiteliales que incluyen, entre
ofras, células tan diversas como los cardiomiocitos (Fig. 1), las
células del musculo liso de la pared vascular (VSMC), células



endoteliales de los grandes vasos, neuronas hipotaldmicas,
queratinocitos y adipocitos .

MR
F
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Figura 1. Expresion del receptor de mineralocorticoides (MR) en cardiomiocitos neonatales
de ratén. Se prepararon cultivos primarios de cardiomiocitos y de fibroblastos a partir de
ventriculos derechos aislados de corazones de ratones neonatos. La separacién de cardiomiocitos
y fibroblastos se realizé mediante plaqueo diferencial. Tras 24 h en cultivo, se obtuvo RNA
total a partir de ambos tipos de cultivos y se utilizaron 5 g para obtener cDNA mediante
transcripcién inversa. La presencia del MR se comprobé amplificando una regién de 320 pb
mediante PCR utilizando oligonuclesétidos especificos que hibridan en exones contiguos. Los
productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1.2%. Como se puede observar, el
mRNA del MR se expresa en cardiomiocitos (CM), pero no en fibroblastos (F) en cultivo
primario.
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Figura 2. Accién de la 11--hidroxi-esteroide deshidrogenasa tipo 2 (1THSD2)
sobre la especificidad de activacién del MR. Tanto la aldosterona (aldo) como
los glucocorticoides son capaces de difundir libremente a través de la membrana
plasmdtica y unirse a sus receptores intracelulares. En células epiteliales del
colon y rifén, la expresion de la 1THSD2 metaboliza los glucocorticoides y los
convierte en andlogos sin interaccién apreciable con el MR. Por el contrario, en
neuronas de hipocampo, cardiomiocitos y células endoteliales, no hay expresién
de 11HSD2 y por tanto los glucocorticoides pueden unirse tanto a su receptor
(GR) como al MR. Ambos receptores, tras la unién de sus ligandos, son
translocados al nicleo, llevando a cabo su funcién como factores de transcripcién
y modulando la expresién de genes cuya identidad es poco conocida. En el
caso de las células del musculo liso vascular (VSMC), la expresién de la 11THSD2
es baja y sus consecuencias funcionales no estan bien establecidas.

Estos experimentos confirmaron observaciones anteriores
basadas en la utilizacién de aldosterona marcada radiactiva-
mente. Este conjunto de datos no deja lugar a dudas respecto
a la expresion extraepitelial del MR, pero antes de poder
postular que la aldosterona actda sobre estas células, es
necesario aclarar algunos aspectos peculiares sobre la espe-
cificidad del MR. La expresion funcional del MR en sistemas
heterélogos demostré que los glucocorticoides mds comunes
en mamiferos (cortisol y, en roedores, corticosterona) son
capaces de unirse al MR con igual afinidad que la aldosterona
(Kg = 0.5-2 nM), si bien su potencia como activadores es
inferior a la de ésta. La unién de alta afinidad de los glucocor-
ticoides al MR es especialmente sorprendente si se tiene en
cuenta que la unién de estas hormonas al receptor de gluco-
corticoides (GR) es de menor afinidad (K; = 40-50 nM).
Teniendo en cuenta que la concentracién de glucocorticoides
en sangre es entre cien y mil veces superior a la de aldosterona
(0.1-1 nM), este resultado implicaria que el MR estaria perma-
nentemente ocupado y activado por glucocorticoides. Eviden-

temente esto no es compatible con la accién de la aldosterona
como mineralocorticoide. Se han propuesto numerosos meca-
nismos que confieren selectividad al MR, de forma que el
receptor esté “protegido” de las altas concentraciones circulantes
de glucocorticoides . La importancia relativa de estos mecanis-
mos varia probablemente en funcién del tipo celular estudiado,
pero comUnmente se acepta que el mecanismo predominante
es la expresién por las células diana de aldosterona de la
enzima 11--hidroxi-esteroide deshidrogenasa tipo 2 (11HSD2),
que metaboliza cortisol en una reaccién dependiente de NAD
convirtiéndolo en cortisona, que no interaccionan con el MR
(Fig. 2).

Esta enzima estd presente en las células principales del tGbulo
distal del rifdn y en células epiteliales del colon, dianas clésicas
de la aldosterona. Su expresién y actividad es también detectable
en VSMC, pero es inexistente en otras células con expresion
del MR, como pueden ser cardiomiocitos o neuronas de
hipocampo. AUn en las células con expresién de 1THSD?2, se
ha calculado que en condiciones fisioldgicas la enzima meta-
boliza el 90% del cortisol disponible, lo que hace que poten-
cialmente la concentracién de este esteroide en el citoplasma
sea adn unas 10 veces superior a la de la aldosterona. Esto
hace sospechar que a pesar de que la afinidad por el MR de
ambos esteroides es similar, podrian existir otros mecanismos
que impiden que los complejos MR-cortisol sean activos. En
células sin expresion de 11THSD? es dificil aceptar que el MR
actte como receptor de aldosterona en condiciones fisiologicas,
dada la dificultad que tendria la hormona en desplazar al
cortisol, que se encuentra a concentraciones mucho mds
elevadas. En su lugar, se ha propuesto que el MR podria tener
un papel fisiolégico adicional como receptor de glucocorticoides
de alta afinidad y que ésta fue originalmente su funcién antes
de la aparicién de la aldosterona en la evolucién de los
animales. La adquisicién de la aldosterona y su actividad como
mineralocorticoide es un hecho evolutivamente reciente, ya
que es necesaria sélo en animales terrestres, obligados por el
ambiente a desarrollar mecanismos para retener Na* y agua.
Un dato que apoya la hipétesis del origen del MR como receptor
de glucocorticoides es la identificacién de proteinas con alta
homologia de secuencia con el MR en peces, tanto en teledsteos
como en elasmobranquios (Alvarez de la Rosa D., datos sin
publicar), animales que no producen aldosterona y cuyos
mecanismos de homeostasis del Na® son muy diferentes a los
de los animales terrestres. En estos casos, la méxima expresion
del MR se encuentra en el cerebro, donde se postula que, al
igual que en células de mamifero sin expresiéon de 1THSD2,
actuaria como un receptor de glucocorticoides de alta afinidad.
La principal critica a esta hipétesis es que el MR constituiria
entonces un receptor de glucocorticoides con una afinidad
entre dos y cuatro érdenes de magnitud superior a las concen-
traciones tipicas de su ligando en sangre. La utilidad fisiolégica
de un receptor con estas caracteristicas es dudosa.

Un mecanismo que podria permitir al MR ejercer como receptor
de aldosterona en células que no expresan 11THSD?2 seria la
presencia de altas concentraciones locales de esta hormona
producida en los fejidos diana, actuando asi de forma autocrina
o paracrina. Hasta el momento se ha descrito la produccién
extra-adrenal de aldosterona en dos tejidos diferentes, corazén
y sistema nervioso central. Si bien estas observaciones dieron
lugar a un entusiasmo considerable, la produccién de aldos-
terona por el tejido cardiaco ha sido puesta en entredicho
debido a la falta de reproducibilidad de los resultados comu-
nicados inicialmente. En los Ultimos meses, varios trabajos
publicados por el grupo de los Dres. Celso y Elise Gémez-
Sanchez (Universidad de Mississippi) utilizando técnicas de
alta sensibilidad para la deteccién de la expresion y actividad
de las enzimas implicadas en la sintesis de aldosterona parecen
descartar la produccién cardiaca de esta hormona, si bien
apoyan la idea de una produccién limitada en el sistema
nervioso central de la rata . Esto es consistente con el hecho
de que en animales adrenalectomizados no existe aldosterona
detectable en sangre. La pequeiia produccién de aldosterona
en el sistema nervioso central ejerceria enfonces una funcién
autocrina o paracrina, activando el MR expresado en neuronas
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del hipocampo, si bien es dificil imaginar cémo esta pequena
produccién seria capaz de competir con los elevados niveles
de glucocorticoides, que son altamente permeables a través
de la barrera hematoencefdlica.

Sabemos que al igual que otros esteroides, la aldosterona es
capaz de provocar respuestas celulares sin modular necesa-
riamente la expresiéon de ningn gen . Este fipo de respuestas,
denominadas no gendmicas, son detectables en gran diversidad
de fipos celulares y se caracterizan, ademds de su independencia
de la franscripcién y traducciéon de nuevas proteinas, por su
rapidez de accién (en el rango de pocos minutos). Se ha
demostrado que la aldosterona, a través de mecanismos no
gendmicos, puede producir, entre otros efectos, una alcalini-
zacién del citoplasma debido a la activacion del cotransportador
de Na* y H, un aumento de la concentracién de Ca®* intra-
celular, activacién de algunas isoformas de protein kinasa C,
aumento en la producciéon de AMPC, etc . La existencia de
acciones no gendémicas de la aldosterona fue inicialmente
polémica, pero actualmente goza de aceptacién generalizada.
La naturaleza del receptor implicado en las respuestas no
gendmicas es desconocida. En algunos casos se ha sugerido
que el receptor “clésico” de mineralocorticoides, el MR, podria
estar implicado, si bien la principal dificultad en la interpretacién
de los trabajos publicados reside en la falta de reproducibilidad
de los datos obtenidos con distintos antagonistas farmacolégicos
de este receptor. La escasa informacién existente en torno al
receptor implicado en las acciones no genémicas de la aldos-
terona dificulta enormemente la determinacién de la importancia
fisiolégica de este tipo de senalizacién. Algunos autores han
sugerido que los mecanismos no gendémicos contribuyen a la
accién mineralocorticoide de la aldosterona en colon y rifén,
pero esta idea goza de poco crédito dado que es dificil encajar
los efectos no genémicos con los genémicos en un relato
coherente del efecto mineralocorticoide en estos tejidos. Por
otra parte, se ha propuesto que mediante mecanismos no
gendmicos, especialmente la elevacién del pH y Ca®* intrace-
lulares, la aldosterona podria contribuir a la adaptacién répida
del tono de la pared vascular a variaciones en la presion
arterial debidas a cambios posturales/pérdida de volumen,
actuando conjuntamente con la descarga simpdtica y la accién
de la angiotensina .

Como se ha mencionado anteriormente, se sabe que niveles
anormalmente altos de aldosterona en relacién a la ingestion
de Na™ producen efectos deletéreos en el sistema cardiovascular
aparentemente de forma independiente de cambios en la
presion arterial. Estos efectos incluyen hipertrofia cardiaca y
fibrosis perivascular e intersticial. El descubrimiento de los
efectos deletéreos que tienen los niveles anormalmente elevados
de aldosterona en animales sugirié que el empleo de antago-
nistas del MR podria ser Util en el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca en humanos, donde también se detecta hipertrofia
y fibrosis. Se ha observado que cuando la produccién de
angiotensina Il se bloquea farmacolégicamente en estos
pacientes, los niveles inicialmente bajos de aldosterona vuelven
a su valor original o incluso alcanzan valores superiores.
Basado en estos razonamientos, el ensayo clinico RALES
(Randomized Aldactone Evaluation Study) demostré que la
administracién continua de dosis moderadas del antagonista
del MR espironolactona (Aldactone), combinado con inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina, mejora la super-
vivencia de los pacientes con insuficiencia cardiaca grave un
30% en 3 afos. Los efectos beneficiosos del tratamiento con
antagonistas del MR fueron confirmados en un ensayo clinico
posterior, EPHESUS, que empleé eplerenona, un nuevo anta-
gonista del MR con especificidad superior a la espironolactona.
Tanto los experimentos con modelos animales como los ensayos
clinicos mencionados han hecho que se generalice la idea de
que la aldosterona tiene una participacién directa y destacada
en la fisiopatologia del sistema cardiovascular. Sin embargo,
estas observaciones se limitan a demostrar dos hechos. El
primero es que la aldosterona tiene efectos deletéreos sobre
el sistema cardiovascular cuando los niveles de esta hormona
son inapropiados para los niveles de Na”, independientemente
de variaciones en la presién sanguinea. En ausencia de niveles
elevados de Na”, no se detecta ningin efecto dafino de la
hormona, sin que las bases moleculares de esta observacién

sean conocidas. En segundo lugar, el uso de antagonistas del
MR tiene efectos beneficiosos para el tfratamiento de la insufi-
ciencia cardiaca, independientemente del ligando que esté
activando dicho receptor. Si bien estas observaciones tienen
gran importancia, no permiten deducir si la aldosterona tiene
alguna funcién directa sobre el sistema cardiovascular en
condiciones fisiolégicas. Debido a lo expuesto anteriormente
sobre la especificidad (o més bien la falta de ella) del MR, y
con los escasos conocimientos que tenemos sobre el funciona-
miento de este receptor, es dificil explicar la forma en la que
la aldosterona podria ser su ligando fisiolégico, en células
como los cardiomiocitos y las células endoteliales, donde no
hay expresién de 1THSD2. Por tanto, es fundamental una
mejor comprensién de los mecanismos moleculares implicados
en el efecto de los antagonistas del MR antes de poder evaluar
si la aldosterona participa o no en la activacién del receptor.
En otras palabras, es necesario determinar qué genes son
regulados por el MR en células del sistema cardiovascular (y
en general en células no epiteliales con expresién de este
receptor) para poder determinar posteriormente si la aldosterona
es la hormona que los modula o si por el contrario son los
glucocorticoides actuando a través del MR. La identificacion
de estos genes permitiria a su vez comenzar a estudiar la
funcién fisiolégica del MRy en su caso de la aldosterona sobre
tejidos no epiteliales.
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Uno de los efectos fisiologicos més importantes del éxido nitrico es la regulacion de la tensién arterial y
venosa. Durante anos, nhumerosos autores habian descrito la existencia de una molécula dificilmente
identificable que era capaz de difundir desde la capa de células epiteliales hasta el mdsculo, produciendo
vasodilatacién. Esta molécula fue inicialmente llamada EDRF, o factor de relajacién derivado del endotelio.

EL OXIDO NITRICO EN EL SISTEMA CARDIOVASCULAR
Inmaculada Navarro-Lérida, Ménica Martinez-Moreno y José Ignacio Rodriguez-

Crespo

Uno de los efectos fisiolégicos mds importantes del éxido
nitrico es la regulacién de la tensién arterial y venosa. Durante
afos, numerosos autores habian descrito la existencia de una
molécula dificilmente identificable que era capaz de difundir
desde la capa de células epiteliales hasta el musculo, produ-
ciendo vasodilatacién. Esta molécula fue inicialmente llamada
EDRF, o factor de relajacién derivado del endotelio.

Descubrimiento del éxido nitrico en el sistema cardio-
vascular.

Durante la década de 1970, diversos autores observaron cémo
la acetilcolina era capaz de inducir a veces vasodilatacién y
a veces vasoconstricciéon en circunstancias experimentales muy
similares. La variabilidad entre experimentos parecia surgir de
la habilidad experimental y del mantenimiento de la monocapa
de células endoteliales durante el aislamiento del vaso. Utilizando
anillos aérticos de conejo a los que se habia eliminado en
algunos casos la capa de células endoteliales, Furchgott y
Zawadski propusieron en 1980 que el EDRF necesariamente
procedia del endotelio vascular y difundia con rapidez hacia
la capa de células musculares. Esta misteriosa molécula no
era como el resto de las sustancias vasodilatadoras endégenas
conocidas y, debido a su corta vida media, el EDRF desafiaba
la caracterizacién bioquimica. Por ello, se determiné que la
acetilcolina era capaz de inducir la relajacién de arterias
aisladas siempre y cuando la fina capa de células endoteliales
estuviese presente. Pronto se puso de manifiesto que el nimero
de sustancias capaces de inducir vasodilatacién dependiente
de endotelio incluia al ionéforo de calcio A23187, ATP y ADP,
la sustancia B, bradiquinina, trombina, vasopresina, serotonina
e histamina. De hecho, la observacién inicial de que el ionéforo
de calcio A23187 era un agente inductor de la relajaciéon de
vasos muy potente parecia sugerir que el calcio jugaba un
papel fundamental en la liberacién, o incluso en la sintesis de
EDRF o de alguna otra molécula vasodilatadora procedente
del endotelio.

En 1986, varios investigadores, de un modo independiente,
propusieron que el EDRF era, en realidad, el éxido nitrico
(*NO), o una sustancia que contenia tal compuesto. Los primeros
experimentos en los que el ‘NO procedia de soluciones que
contenian nitritos en medio 4cido dieron paso a ensayos en
los que se utilizaron disoluciones en las que se burbujeé -NO
gaseoso, comprobdndose la identidad de la molécula vasoac-
tiva. Posteriormente Moncada y Palmer demostraron que el
‘NO procede de uno de los nitrégenos quimicamente equiva-
lentes del grupo guanidinio de la L-Arg y exhibia propiedades
de difusién y estabilidad semejantes a las observadas para el
EDRF. Por otro lado, el grupo de Moncada también demostré
que el i6n superéxido (O,) rdpidamente inactiva el EDRF y
que la superdxido dismutasa previene esta inactivacién. Hoy
en dia se asume que el EDRF es, casi con total seguridad, el

‘NO.
El Oxido Nitrico.

En el sistema cardiovascular, el éxido nitrico (‘NO) es la
molécula responsable no sélo del mantenimiento del tono
vascular, sino también de la inhibicién de la agregacién
plaquetaria, adhesién leucocitaria, asi como de la modulacién
de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno molecular.
Esta molécula vasoactiva es un gas de difusién répida, lo cual
dificulté su identificacion, aislamiento y caracterizacién molecular.
La enzima responsable de la sintesis de éxido nitrico es la

6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), presente en las células
endoteliales, tanto en grandes vasos, como en microvasos y
capilares. En humanos, existen tres genes diferentes implicados
en la sintesis de éxido nitrico, los cuales dan lugar a una
isoforma neuronal ("nNOS o NOST), otra inducible (iNOS o
NOS2) y, por Gltimo la isoforma endotelial (eNOS o NOS3).
Las tres -‘NO sintasas presentan un alto grado de homologia
de secuencia entre si. Utilizando tres sustratos (O,, NADPH y
L-Arginina), son capaces de catalizar la formacién de tres
productos (‘NO, NADP" y L-citrulina) para lo cual requieren
de la presencia de tres cofactores (las flavinas FAD y FMN y
la tetrahidrobiopterina). Desde el punto de vista mecanistico,
se trata de dos reacciones consecutivas de mono-oxigenacién
tipicas de los citocromos P450, en las que intervienen 5
electrones (Fig. 1). Una primera mono-oxidacién de la L-
arginina da lugar al intermediario de la reaccién N-hidroxi-
arginina, que nunca abandona el centro activo y sufre otra
reacciéon de mono-oxigenacién para dar lugar a citrulina y
liberar -NO. En este sentido, de forma andloga a lo que ocurre
con los citocromos P450, las tres NOSs también poseen un
residuo de cisteina desprotonado (tiolato) en la posicién
proximal del grupo hemo. Mientras que en los citocromos
P450 los electrones que se transfieren al centro activo proceden,
en general, de una flavoproteina denominada citocromo-P450
reductasa, las NOSs poseen su propio dominio reductasa
formando parte del extremo C-terminal de su cadena polipep-

tidica.
?H
H, H, HN @ NH “z’%
H NADPH  NADP H os5nADPH 0.5 NADP H
o, H,0 o, H,0
+ *NO

+ - * - e -

H;N coo H;N coo H;N coo

L-arginina N®-OH-L-arginina L-citrulina

O, + L-arginina NADPH

| *NO + L-citrulina

Figura 1: Sintesis de _NO a partir de L-Arg por parte de las Oxido Nitrico Sintasas y
transferencia de electrones dentro de la Oxido Nitrico Sintasa.

Las NOSs son proteinas homodiméricas, a su vez compuestas
por dos dominios claramente diferenciados y separados por
un polipéptido que posee la secuencia consenso de reconoci-
miento para calmodulina (CaM), que es la molécula responsable
de su activacion dentro de la célula. En el caso de la nNOS
y de la eNOS (isoformas constitutivas), cuando los niveles de

13

FISIOLOGIA. Boletin Informativo de la SECF



FISIOLOGIA. Boletin Informativo de la SECF

14

calcio intracelular aumentan, el calcio se une a la calmoduling,
promoviendo su unién a un “dominio bisagra” que conecta
los dos dominios de las NOSs (en color marrén en la Fig. 2).
Por el contrario, en el caso de la iINOS, la calmodulina se une
co-traduccionalmente y de forma irreversible, y no se separa
de la iNOS ni siquiera en presencia de compuestos quelantes
de calcio tales como el EDTA. De hecho, la regulacién de la
sintesis de éxido nitrico por parte de la INOS ocurre de forma
fundamentalmente transcripcional. De cualquier manera, la
unién de la calmodulina a la hélice anfipdtica que conecta los
dominios hemo-oxigenasa y reductasa activa la transferencia
de electrones desde el NADPH hasta el FAD, de aqui al FMN,
y por Gltimo hasta el grupo hemo (Fe-protoporfirina IX), donde
tiene lugar la mono-oxigenacién del sustrato. En presencia de
calmodulina, en cualquiera de las tres isoformas, el dtomo de
hierro del grupo hemo puede aceptar electrones provenientes
de las flavinas del dominio reductasa. Una vez que el dtomo
de hierro se encuentra en su estado reducido (ferroso, Fe®*)
ya puede unir O,, procediendo a oxigenar el sustrato. Adicio-
nalmente, las NOS son las Unicas hemoproteinas que también
requieren una pterina como cofactor. La sintesis de ‘NO sélo
tiene lugar cuando la pterina se encuentra en su estado maximo
de reduccién (tetrahidrobiopterina o H.B).

La transferencia de un electrén de la HB al complejo oxi-
ferroso que aparece durante la catélisis es responsable de la
ausencia de niveles elevados de superéxido que se liberarian
durante la catdlisis. En general, cuando las NOSs operan a
bajas concentraciones del sustrato L-arginina y de H.B pero
en presencia de CaM, la transferencia de electrones conduce
a la liberacién de elevados niveles de peréxido y superéxido.
Todo lo dicho anteriormente se completa mediante procesos
de fosforilacién en residuos de serina, treonina y tirosina. En
concreto, la eNOS se ve fosforilada, al menos, en las posiciones
Ser116, Thr497, Ser617, Ser635 y Ser1179. Las diversas
quinasas celulares que utilizan a la eNOS como sustrato
incluyen a la PKC, AKT, CaMKIl, AMPK y PKA.

Las Oxido Nitrico Sintasas.

El clonaje molecular de la eNOS fue posterior en el tiempo al
de las isoformas neuronal e inducible. Utilizando decenas de
cerebros de rata, Bredt y Snyder obtuvieron cantidad suficiente
de la nNOS (NOST) como para identificar la secuencia de
alguno de sus péptidos proteoliticos y asi poder disefar
oligonucledtidos con los que obtener partes del gen por PCR.
La secuencia completa de la nNOS demostré la presencia de
los dos dominios conectados por una secuencia consenso de
unién a calmoduling, y remarcé por vez primera la homologia
de secuencia con el gen de la citocromo P450 reductasa. Este
hecho, junto con la presencia de un centro activo con un resido
de cisteina en forma de tiolato y el hecho de que la catdlisis
evolucionara a través de dos reacciones consecutivas de mono-
oxigenacién recalcd la semejanza con aspectos mecanisticos
y estructurales fipicos de los citocromos P450.

La secuencia de la iNOS (NOS2) fue obtenida por el grupo
de Nathan casi de forma simulténea a Lowenstein y Snyder.
Se pudo observar cémo esta isoforma no poseia los primeros
226 residuos que si se encuentran presentes en la nNOS y
que estdn implicados en asociacién con proteinas de la regiéon
post-sindptica y con la cadena ligera de dineina.

Por Ultimo, el gen de la eNOS (NOS3) fue identificado por
Lamas, Marsden y Michel en la Universidad de Harvard. Esta
isoforma era de similar tamafo que la iINOS (~135 kDa) pero
de menor tamafio que la nNOS (~160 kDa). Estudios poste-
riores demostraron que esta isoforma se ve acilada en dos
residuos de cisteina de las posiciones 15y 26 con dcido
palmitico a través de un enlace tioéster.

Modulacién de la actividad de la eNOS mediante su
unién a caveolina-1.

Como se sefalé anteriormente, la eNOS es la Unica isoforma
de 4xido nitrico sintasa que se encuentra doblemente acilada
por los dcidos grasos saturados miristico y palmitico. La

miristilacién de eNOS ocurre en el residuo de glicina amino
terminal en una secuencia consenso que no aparece ni en
nNOS ni en iINOS. La palmitoilacién tiene lugar en dos cisteinas
localizadas en las posiciones 15y 26 y sirve para promover
su interaccién con microdominios de membrana enriquecidos
en colesterol y esfingomielina. Mientras que la miristilaciéon de
la eNOS es un proceso irreversible, su palmitoilacién es un
proceso reversible y dindmicamente regulado: la eNOS sin
palmitoilar se localiza en el citosol, mientras que la eNOS
palmitoilada se transloca a caveolas. Agonistas tales como
bradiquinina promueven el recambio de palmitato de la eNOS
proporcionando un importante paralelismo con otras proteinas
de senalizacién que se palmitoilan igualmente de un modo
reversible, tales como las proteinas G. Por lo tanto, la despal-
mitoilacién representa un mecanismo para la liberacién de
proteinas fuera de las caveolas en respuesta a la estimulacién
por el agonista. Estudios en los que se promueve la translocacién
de la eNOS a caveolas, seguidos de la medicién de la produc-
cién de éxido nitrico celular, complementados con estudios en
los que se utilizaron péptidos sintéticos correspondientes a la
caveolina-1, han demostrado que la asociacién de la eNOS
con dicha proteina conduce a la inhibicién de la sintesis de
‘NO.

En células endoteliales no estimuladas, la enzima eNOS esté
ténicamente inhibida por su interaccién con caveoling, la
proteina que estd formando parte esencial de las caveolas. En
dicha interaccién participa la regiéon de 20 aminodcidos que
posee la caveolina en su extremo C-terminal, el denominado
dominio de andamiaje (“caveolin scaffolding domain”), y una
secuencia presente en eNOS entre los aminodcidos 350-358
rica en aminodcidos aromdticos, del dominio reductasa. La
caveolina, por tanto, actéa como inhibidor competitivo de la
unién de calmodulina a eNOS, regulando de esta forma la
sintesis de NO. La estimulacién celular por calcio, inducida
por agonistas tales como bradiquinina o la utilizacién de
ion6foros de este catién divalente, promueve la unién de
calmodulina a la eNOS vy la disociaciéon de caveolina de la
enzima, lo que permite que la eNOS pase a una forma activa.
El 6xido nitrico formado difunde tanto hacia el torrente sanguineo
como hasta la capa de células musculares donde activa la
guanilato ciclasa soluble, induciendo vasodilataciéon. Cuando
los niveles de calcio intracelular vuelven a un estado basal, la
calmodulina se disocia de la enzima y se vuelve a formar el
complejo inhibitorio eNOS-caveolina. Ante una estimulacién
mds prolongada de la célula, la eNOS se redistribuye desde
la fraccién particulada hacia fracciones celulares mds solubles
produciéndose la despalmitoilacién e incrementdndose la
fosforilacién de la enzima.

Aunque el ciclo propuesto plantea una forma de regulacién
de la eNOS mediante un mecanismo de palmitoilaciéon-
despalmitoilacién, se desconoce aun cuales son las actividades
enzimdticas que modulan estos procesos. Recientemente, se
ha podido demostrar que la eNOS y la subunidad o de algunas
proteinas G palmitoiladas son sustratos de una acil-tioesterasa
citosélica (APT-1) con actividad de eliminacién de palmitico
unido covalentemente a proteinas. Por lo tanto, si la despalmi-
toilacién de la eNOS se encuentra regulada a través de la
APT-1, cabe la posibilidad de que o bien exista otra enzima
desconocida implicada en su proceso de palmitoilacién, o
bien dicho proceso tenga lugar de forma no enzimdtica.

Por otro lado, recientes estudios ponen de manifiesto que el
estradiol induce igualmente la translocacién de la eNOS de
un modo dependiente de calcio, a través de un mecanismo
mediado por un receptor de membrana. De forma cldsica, se
pensaba que los estrégenos y otros esteroides se unian a
receptores intracelulares, actuando como factores reguladores
de la transcripcién. Sin embargo, el descubrimiento de que la
eNOS se transloca rédpidamente y de un modo reversible en
respuesta a estradiol es incompatible con el mecanismo de
accién gendmico de los estrégenos. Estos efectos del estradiol
son mejor explicados mediante un mecanismo implicando
receptores de la superficie celular directamente acoplados a
mecanismos de sefalizacién a través de caveolas. La identidad
y regulacién de los receptores de estrégenos con una funcién
no genémica permanece sélo parcialmente conocido, aunque



estudios actuales han proporcionado datos de que los receptores
clésicos de estrégenos pueden activar la eNOS. El patrén
temporal de translocacién de la eNOS promovido por accién
de los estrégenos, se parece al producido en respuesta a
bradiquinina, sugiriendo que estos dos acontecimientos pueden
ser medidos por rutas de sefializacién similares. De cualquier
manera, ambos mecanismos de translocacién de la éxido
nitrico sintasa endotelial son procesos estriccamente dependientes
de calcio, de lo que se deduce que este catién es necesario
para el proceso de activacion.

Las caveolas y su composicién molecular.

Aunque, cldsicamente, las caveolas han venido definiéndose,
desde un punto de vista morfolégico, como invaginaciones de
la membrana plasmatica con un didmetro caracteristico de
50-100 nm, esta descripcién no es del todo adecuada. Las
caveolas pueden ser invaginadas, alisadas respecto del plano
de la membrana plasmadtica, o incluso estructuras vesiculares
completamente desgajadas de la membrana plasmética.
Adicionalmente, las caveolas pueden fusionarse entre si para
dar lugar a estructuras en forma de uvas e incluso tGbulos,
con tamafos muy superiores a los 100 nm. Son abundantes
en las células endoteliales, en algunos tipos de células muscu-
lares, asi como en adipocitos y células epiteliales pulmonares.
Recientemente se han empezado a observar caveolas también
en células de origen nervioso. Gracias al desarrollo de nume-
rosas técnicas que permiten la purificacién de las caveolas, se
ha expandido sobremanera nuestro conocimiento sobre tales
orgdnulos, comprobdndose que no sélo estdn implicadas en
procesos de endocitosis y exocitosis, sino que también concentran
una amplisima variedad de proteinas sefalizadoras

nucleos eNOS caveolina-1

Figura 2: Inmunofluorescencia de células endoteliales donde se muestra el marcaje de la
caveolina-1y de la eNOS. Aparece una clara colocalizacién en éreas préximas a la membrana
plasmadtica, y parcialmente en el Golgi.

Dos son las caracteristicas fundamentales de las caveolas: por
un lado su enriquecimiento en una proteina integral de
membrana denominada caveolina y, por ofro, su abundancia
en colesterol, esfingomielina y gangliésidos, lo cual confiere
a las caveolas propiedades de muy baja fluidez lipidica a

DOCENCIA

temperaturas fisioldgicas. Estas propiedades de fluidez tan
caracteristicas determinan que a estos dominios se asocien,
de forma exclusiva, ciertas proteinas mientras que otras quedan
excluidas. De hecho, ciertas moléculas de sefalizacién estdn
altamente organizadas en caveolas, donde su interaccién
permite el inicio de cascadas de sefnalizacién especificas.
Ademds, muchas de estas proteinas presentan algin tipo de
modificacién lipidica, tales como miristilacién, palmitoilacién,
anclajes por glicosil fosfatidil inositol (GPI) o farnesilaciones.
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En el ano 2010 se pretende alcanzar la consecucion del denominado Espacio Europeo de Educacion
Superior. Es, por lo tanto, el momento propicio para que la Sociedad Espanola de Ciencias
Fisiolégicas propicie la oportuna reflexion de los contenidos formativos comunes de Fisiologia.

LA FISIOLOGIA EN EL ESPACIO EUROPEO DE EDUCACION SUPERIOR

Ginés M. Salido, Catedratico de Fisiologia en la Universidad de Extremadura.

El 25 de enero de 2005 comenzé “de facto” en Espana,
mediante la publicacién en BOE de los Reales Decretos 55 y

56/2005 que regulan los estudios universitarios de grado y
postgrado, la cuenta atrds para la plena consecucién de algunos
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objetivos que habian sido enunciados en la Declaracién de
Bolonia de 1999. Entre ellos se encuentra la adopcién de un
sistema flexible de tfitulaciones, comprensible y comparable,
que promueva oportunidades de trabajo para los estudiantes
y una mayor competitividad internacional del sistema de
educacién europeo. La plena consecucién del denominado
Espacio Europeo de Educaciéon Superior se pretende alcanzar
en el afo 2010, y para entonces deberemos disponer de un
nuevo catdlogo de titulaciones oficiales, sensiblemente mas
reducido que el actual, basado en dos niveles nitidamente
diferenciados y que se denominan, respectivamente, Grado
y Posgrado. Los fitulos de Grado capacitardn a los recipiendarios
para integrarse directamente en el dmbito laboral europeo
con una cudlificacién profesional apropiada (es decir, habilitardn
profesionalmente), mientras que los de Posgrado estardn
destinados a la formacién avanzada y conducente a la obtencién
del titulo de Master, asi como a la obtencién del titulo de
Doctor, representando este Gltimo el nivel mds elevado en la
educacién superior.

Por otro lado, las distintas subcomisiones académicas del
Consejo de Coordinacién Universitaria, en las que se infegran
los rectores de universidades pUblicas y privadas en funcién
de su perfil profesional, ya han comenzado a elaborar un
borrador de catélogo de titulaciones de Grado. Segin declaré
la Ministra de Educacién y Ciencia el 25 de abril en el Senado,
las cuatro subcomisiones deben evitar solapamientos entre las
titulaciones y definir perfiles académicos y profesionales que
se adecuen a las necesidades reales de nuestro sistema
productivo y nuestra sociedad, teniendo muy presentes los
estudios existentes en Europa. De momento, a expensas de
futuras modificaciones, que pueden ser muchas, conocemos
el nombre de las titulaciones y el niUmero total de créditos
correspondiente a cada titulacién. El “crédito”, equivalente
ahora a unas treinta horas, es la unidad de medida del haber
académico que comprende las ensefianzas tedricas y prdcticas,
ademds de otras actividades académicas dirigidas, asi como
las horas de estudio y de trabajo que el estudiante debe dedicar
para alcanzar los objetivos de formacién propios de cada una
de las materias del correspondiente plan de estudios. Es mds
que probable que la materia Fisiologia esté presente en, al
menos, las siguientes tfitulaciones: Medicina (360 créditos
totales/titulo), Odontologia, Veterinaria y Farmacia (300
créditos), Biologia (240 créditos), Enfermeria, Fisioterapia,
Podologia, Terapia Ocupacional , Ciencias de la Actividad
fisica y Deporte, Bioquimica y Nutricién Humana y Dietética
(180 créditos).

Cada universidad, de acuerdo a las directrices generales
comunes a todo titulo oficial y propias para cada fitulacién de
grado que establezca en su momento el Gobierno, y en los
programas de Posgrado (en los que sélo de forma excepcional
el Gobierno establecerd directrices generales propias), realizard
su disefio curricular concreto respecto de unas determinadas
ensenanzas, es decir su Plan de estudios. Serd entonces
cuando, en cada universidad y para cada titulacién, se concrete
el peso especifico de las diferentes materias (la Fisiologia en
nuestro caso), ya que se pretende que las universidades
diversifiquen su oferta y establezcan itinerarios de libre
configuracién curricular. Y serd entonces cuando todos los
fisidlogos nos veamos en la situacién (por tercera vez en la
vida laboral de muchos de nosotros) de tener que ponderar
en cada universidad la Fisiologia, respecto de la Bioquimica,
la Farmacologia, la Anatomia o la Nutricién, por poner solo
algunos ejemplos.

Todos sabemos como lo hemos hecho en situaciones anteriores.
Es de suponer que nadie se llame a escandalo si afirmamos
que, guiados por el afén de servir mejor al desarrollo de la
ciencia que profesamos, impulsados por el deseo de desarrollar
la pequenas y antiguas cétedras mediante la incorporacién
de mds y mejor formado profesorado estable hasta
transformarlas en Departamentos con cierta masa critica en
el concierto internacional, y sensibilizados en buena medida
por la inestable situacién laboral de nuestros mas jévenes y
seguramente mejor preparados colegas, en el pasado inmediato

constituyé una préctica extendida defender en los claustros
universitarios y en las correspondientes comisiones que “cuantas
mds horas tedricas y prdcticas de Fisiologia mucho mejor”.
También innecesario, por obvio, recordar que en aquellas
disputas de “cuanto mds mejor” participaron por igual fisidlogos
y no fisiélogos. En cualquier caso el resultado final fue un
conjunto de Planes de estudio en donde la unidad de medida
venia determinada en horas de docencia del profesor por
asignatura y grupo de estudiantes. Si miramos hacia atrds, sin
ira, pero con un minimo de espiritu critico, no seria muy dificil
concluir que ni el método, ni el desarrollo del proceso, ni, en
la mayor parte de los casos, el resultado pueden calificarse
de satisfactorios.

Tal vez por ello y por la experiencia acumulada, sea esta nueva
oportunidad que se nos presenta la que podriamos aprovechar
para definir y concretar los contenidos formativos comunes de
Fisiologia, es decir el conjunto de conocimientos, aptitudes y
destrezas necesarios en todas las universidades para alcanzar
los objetivos formativos de cada titulo en que se imparta la
disciplina. Estos contenidos formativos comunes, o directrices
generales propias del fitulo, los fijard el Gobierno tras estudiar
las propuestas elaboradas en el seno de la comunidad
universitaria, contando con la participacién de los sectores
profesionales y colegios oficiales, asi como la de los sindicatos
y restantes agentes sociales implicados. Es por ello que no
seria baladi que, amén de ofras instancias, la Sociedad Espariola
de Ciencias Fisioldgicas propiciara la oportuna reflexién sobre
lo que directamente nos afecta, en un momento en el que la
Fisiologia que se hace y ensefia en Espafa estd como minimo
en la media europea (segiUn indicadores bibliométricos
ampliamente aceptados internacionalmente). Mds adn cuando
rara es la universidad pUblica que no cuenta al menos con un
grupo consolidado de docentes e investigadores fisidlogos
estable y de elevada cualificacién; cuando se ha iniciado la
incorporacién de investigadores no necesariamente docentes
a los departamentos de Fisiologia (aunque adn sea tibia y
timida); cuando por cuestiones demogréficas en los préximos
10 afos el sistema universitario espafol disminuird en no
menos de 300.000 estudiantes; cuando, en fin, sin estar atn
en el mejor de los mundos posibles, ya nadie discute que para
que titulados universitarios en Medicina, Odontologia,
Veterinaria, Farmacia, Biologia, Enfermeria, etc., sean los
profesionales que Europa necesita para el siglo XXI deben
saber Fisiologia, es decir deben saber, comprender y describir
los fenémenos que se manifiestan en los seres vivos en términos
fisicos y quimicos, cémo ocurren y cuales son las consecuencias
de que ocurran.

El préximo Congreso de la SECF en Valladolid podria ser una
buena oportunidad para que llegdramos a un acuerdo que
permitiera llevar la voz de los fisidlogos a los lugares en donde
se decidiré el papel de la Fisiologia en el Espacio Europeo de
Educacién Superior.

Ginés M. Salido, Catedrdtico de Fisiologia en la Universidad
de Extremadura.



LIBROS

Fisiologia Dindmica
Alfredo Cérdova.

Editorial Masson, 2003, 781 pdginas ISBN: 84-458-1270X

Esta es una repeticién de la critica de Rubén V. Rial Planas sobre el libro Fisiologia Dindmica de Alfredo Cérdova que
se publicé en el volumen 7, nGmero 2 en noviembre de 2004. A continuacién publicamos otras reflexiones recibidas

en nuestra editorial sobre el texto de Alfredo Cérdova.

Para escribir un texto de Fisiologia es necesario que un editor
redna una serie de personas de reconocido prestigio en los
diferentes campos de la Fisiologia, establezca una serie de
normas editoriales y obligue a un minimo nivel de calidad.
Pero parece que algunas veces no es necesaria tanta precaucion:
basta con que unos cuantos amigos del editor convenzan a
la editorial y se lancen a escribir un tomo de varios centenares
de pdginas. Cada uno elige su o sus capitulos, lee dos o tres
textos generales y con esto hace una sintesis.

La estrategia descrita en el parrafo anterior parece ser la que
ha seguido el editor del libro que comentamos. Basta ver la
distribucién de capitulos para observar que, por ejemplo, uno
de los autores parece ser un especialista en temas tan hetero-
géneos como la hematologia, el sistema circulatorio, el rifdn,
la endocrinologia, la bioenergética, el envejecimiento y la
fatiga. Otro escribe capitulos sobre la hemostasia y coagulacién,
el sistema respiratorio y la reproduccién... Ni por un momento
ponemos en duda la capacidad de estos autores; sin embargo,
de entrada, la amplitud de sus conocimientos sorprende.
Naturalmente, también hay honrosas excepciones, en forma
de capitulos escritos por profesionales muy cualificados, pero
su excelente trabajo queda oscurecido por la cantidad de
“aficionados” que se han reunido como autores en la presente
Fisiologia Dindmica.

Empezando por el titulo ya aparece una paradoja: si se presenta
un texto de Fisiologia Dindmica cabria suponer que en algin
otro sitio debe haber una Fisiologia Estdtica, de la cual el
presente texto intentaria diferenciarse. La pena es que no
conozco ningun fisilogo que haya visto alguna vez tal Fisiologia
Estdtica. O sea que, o bien el editor ha sido capaz de plasmar
en su libro un dinamismo adicional al que indudablemente
tiene la Fisiologia, o el nombre no es més que un infortunado
pleonasmo.

Pero mdés alla del titulo, los errores que se acumulan en el
texto son excesivos. Por ejemplo, en el apéndice | se presenta
una descripcién del equilibrio Donnan totalmente errénea.
Igualmente, y muy lejos del dinamismo que sugiere el nombre,
un anacronismo muy corriente en los mds obsoletos textos de
Fisiologia es el ignorar la Fisiologia del suefio, a pesar de que
este estado ocupa una tercera parte de la vida humana. En
la Fisiologia Dindmica, esta no muy honrosa tradicién se sigue
en gran medida, porque de las casi ochocientas paginas del
libro, se dedica poco mds de una a este estado. Y, lamenta-
blemente, dentro de esta pdgina se incluye una igualmente
obsoleta revisién sobre las teorias que hace ya muchos afios

La obra titulada “Fisiologia Dindmica”, editada por Masson,
estd dirigida por el Profesor Alfredo Cérdova, Catedrético de
Fisiologia de la Universidad de Valladolid (Campus Universitario
de Soria). En ella se desarrolla la Fisiologia con una visién
pedagdgica de dinamismo, implicando al estudiante mediante
esquemas infegrados por entidades fisioldgicas funcionales o
reguladoras. Con estos esquemas el alumno puede obtener
una visién de conjunto de los procesos fisiolégicos y puede ir

intentaron explicar las causas del suefo, estando hoy comple-
tamente olvidadas. En realidad, la revisién no sélo es obsoleta,
sino que ademds estd mal citada, porque se expone la teoria
de la deaferenciacion de Bremer y Moruzzi como si no fuera
una mds entre las teorias pasivas, error que se reafirma en el
cuadro resumen ostentosamente firmado por el editor al final
del capitulo.

En otra parte del libro, al hablar de las adaptaciones del
sistema respiratorio, se explica cémo en el buceo con escafandra
auténoma, el buceador recibe aire comprimido “a una presién
equivalente a la presién atmosférica”. Lo cual constituye un
error multiple, porque, en primer lugar, sélo a dos metros de
profundidad, el esfuerzo de los musculos respiratorios nunca
podria vencer la presién de 0.2 K.cm™? que ejerce la columna
de agua sobre la caja tordcica del buceador. La historia del
buceo esté llena de incidentes con resultados fatales como
consecuencia de desequilibrios entre presiones del pulmény
del medio interno, historia que el autor del capitulo parece
ignorar. Pero las cosas son mds graves, porque cualquier
estudiante de Fisiologia deberia ser capaz de describir el edema
pulmonar agudo que sobrevendrd a un buceador a los pocos
segundos de mantener tal desequilibrio entre la presién del
medio interno y las del pulmén mantenido “a una presién
equivalente a la atmosférica”. Lo cual no dice mucho de los
conocimientos del autor, no ya sobre la Fisiologia de la
respiracién, sino de Fisiologia Bésica.

El texto acaba con dos péginas de bibliografia en las que no
se alcanzan las setenta referencias. Puesto que el libro tiene
56 capitulos y cinco apéndices, parece que apenas se presenta
un promedio de una referencia por capitulo. Lo cual es un
indicador més de la calidad del contenido.

Lo que se ha expuesto en las lineas anteriores es la critica de
un lector que presume de tener unos conocimientos bastante
limitados y solamente en unas pocas ramas de la Fisiologia,
una persona que, por simple humildad, estd muy lejos de
atreverse a hacer una critica de todo cuanto aparece en el
libro. Pero si en una lectura limitada se han encontrado algunos
errores (juzgue el lector sobre lo graves que son), cabe imaginar
que el texto debe ocultar algunos mds. Probablemente, los
errores de este tipo son inevitables cuando se recurre a autores
de escasa experiencia acerca de las materias sobre las que
han escrito.

Rubén V. Rial Planas.
Universidad de Las Islas Baleares.

relacionando con continuidad y de forma clara los diferentes
aspectos de la Fisiologia, si bien es cierto que algunos esquemas
concentran demasiada informacién. Como indica en el prefacio
el director de la obra, el conocimiento de la Fisiologia requiere
en principio tener una idea o esquema légico de la misma, y
no conocerla como una entidad estanco en una visién estdtica
y aislada, no integrante, ni integral, con la consiguiente pérdida
de perspectiva. Creo que en este libro se ha conseguido este
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objetivo con una exposicién clara, y desde una perspectiva
dagil y dindmica, con la ayuda de los esquemas. Tras el prefacio
en el que se ponen de manifiesto los objetivos generales del
libro, ya desde el primer capitulo nos adentramos en un estudio
de la Fisiologia desde un punto de vista de verdadera guia
para el estudiante. El Prof. Cérdova ha contado con un
cualificado grupo de profesores de diversas Universidades y
han conseguido elaborar un libro homogéneo, que sin duda
da una visién global y dindmica de los procesos fisiolgicos.

La critica al critico.

Ante la critica al libro “Fisiologia Dindmica”, aparecida en el
nomero 2 de noviembre de 2004 del Boletin de la SECF,
firmada por Rubén Rial Planas, como coautor del libro que
soy, desearia plantear mi disconformidad con los comentarios
vertidos por dicho critico. La primera impresién de cualquier
lector desapasionado de dicha critica es que el critico no ha
lefido el libro ni en su predmbulo, pues en él se explicita
claramente el objetivo del mismo, el cual no es otro que
ahondar en el concepto dindmico de la Fisiologia, no por
obvio y elemental menos necesario de ser recalcado en la
docencia de esta disciplina. Inventarse el sefor Rial el concepto
de la Fisiologia estética demuestra a todas luces su concepto,
no denostado sino inexistente, de la Fisiologia en si misma
2Qué crédito nos merece un autor que realiza tales
afirmaciones? ¢Que ha observado errores en el libro? Aunque
asi fuera, y de hecho admitimos que los tenga, de ellos
aprendemos. No obstante, los escasos errores que ha
encontrado en el libro estdn de algtn modo fuera de todo
fundamento, pues al hablar del buceo con escafandra
auténoma, el critico deberia conocer que existen avances
tecnolégicos suficientes y adecuados que permiten soslayar
ampliamente los limites fisiolégicos; asi lo muestran aquellos
capitulos dedicados a este tema que pueden encontrarse en
distintos textos de Fisiologia ¢Que podriamos habernos
extendido explicando esos avances tecnolégicos en el capitulo?

LA VENTANA DEL FISIOLOGO

¢PARA QUE SIRVE EL ENVEJECIMIENTO?

Gustavo Barja

Departamento de Fisiologia Animal-Il, Facultad de Ciencias Bioldgicas,

Universidad Complutense de Madrid

Los temas son tratados de forma concreta, con una redaccién
cuidada, de fécil lectura y una adecuada exposicién. Lastima
que el apartado de las ilustraciones no haya acompariado a
esta obra. En definitiva, es una obra que aporta a estudiantes,
docentes, e incluso a profesionales, un aspecto moderno, Util,
claro y actualizado de la Fisiologia.

Javier Gonzdlez Gallego. Catedrético de Fisiologia.
Universidad de Leén.

Por supuesto, pero ese no era el objetivo ni del libro ni del
capitulo. Por tanto, a la luz de estas manifestaciones, se puede
percibir la tendencia sofista del critico, que elabora un discurso
l6gico a partir de un concepto de partida a sabiendas erréneo.
Ademés, la critica de que los autores del libro han utilizado
una escasa bibliografia es igualmente falsa y tendenciosa,
pues es obvio indicar que un Unico texto de Fisiologia como
cualquiera de los citados, con més de ochocientas o mil paginas
aportard una informacién mds amplia que en un Unico aspecto.
De igual modo ocurre con el uso de los ejemplares anuales
del Annual Review of Physiology, que podrd informar de
numerosos aspectos de la Fisiologia, con una excelente puesta
al dia de los temas. Por tanto, la divisiéon de tantos capitulos
por tantas referencias es, también, otra clara forma de ejercer
como sofista. Parece evidente pues que el objetivo del critico
parece ser verter un manto de oscuridad sobre la actividad
cientifica y pedagdgica de determinadas personas que
intervienen en la obra, pues para él, los contenidos y su
presentacién en el libro parecen ser lo menos importante; si
no 2cémo se explican los pdrrafos tendenciosos y
descalificadores que hace en la fase introductoria, antes de
apuntar dos fallos del libro2 En definitiva, un modelo de critica
de libros a no seguir y que desprestigia a quien la realiza.

Josep A. Tur Mari.
Universidad de las Islas Baleares.

El envejecimiento es un proceso fisiolégico que abarca la mayor parte de nuestra vida. O crecemos o envejecemos. éPara qué
les sirve a los seres vivos un fenémeno que los deteriora? El punto de vista cldsico argumenta que el "mantenimiento” es la
causa de la longevidad. Pero, ¢a qué se debe ese mantenimiento? Se suele asumir que se debe a las defensas frente al dafo
y a la capacidad de reparacién del mismo. Sin embargo, al menos en lo que se refiere al mecanismo de envejecimiento mas
conocido, el estrés oxidativo, la informacién disponible no apoya ese punto de vista.

La células aerdbicas generan continuamente radicales libres en sus mitocondrias y acumulan mutaciones somdticas en el ADN
mitocondrial durante el envejecimiento. El organismo tiene una bateria de sistemas antioxidantes. Pero las especies animales
de vida larga no tienen niveles mayores de antioxidantes sino todo lo contrario, niveles mds bajos. Algo similar parece ocurrir
con la reparacién. Recientemente se ha medido la reparacion del dafio oxidativo al ADN mitocondrial en animales sometidos
a restriccién calérica (que envejecen mds despacio), y se ha encontrado una reparacién menor (FASEB J. 18:595-97, 2004).
Asi, desde el punto de vista del estrés oxidativo, el "mantenimiento" de los animales longevos no consiste en aumentar las
defensas ni la reparacién, sino en generar poco dafo endégeno por unidad de tiempo. Si la generacién de dafio es lenta no
hacen falta niveles altos de defensas ni de reparacién. Este resultado no es extrafo si tenemos en cuenta las cuatro caracteristicas
del envejecimiento universalmente aceptadas por los gerontélogos: es un proceso universal, progresivo, endégeno, y deletéreo.

2Por qué entonces tanta insistencia en las defensas y la reparaciéon por parte de los teéricos del envejecimiento? Quizds porque
asumen que la seleccién natural es el Gnico mecanismo evolutivo y razonan como sigue. Un carécter que no se expresa en la
naturaleza, como el envejecimiento, no puede ser objeto de seleccién. Ademds, al individuo no le "interesa" envejecer. éCémo
podrian enfonces seleccionarse genes pro-envejecimiento? Lo que se seleccionarian serian genes pro-longevidad como los
de las defensas y la reparacién. Estos razonamientos tienen varias limitaciones. Por una parte, los animales longevos generan
poco dafio interno en lugar de aumentar las defensas y la reparacién. Por otra, en las poblaciones naturales disminuye la
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frecuencia de individuos al aumentar su edad, pero dicha frecuencia no es cero. Ademds, en el caso del hombre, que fiene
comportamientos cooperativos grupales, los individuos viejos aportaban conocimiento al grupo, por lo que a los [6venes les
"interesaba" protegerlos. Aparte de la selecciéon natural, parecen existir otros mecanismos evolutivos como la cooperacién o
los genes hox durante el desarrollo. Hoy sabemos que la célula eucariética es el resultado de la fusiéon cooperativa de varias
procariotas primitivas para dar lugar a un ser més complejo al combinar caracteristicas distintas en un solo individuo. Otro
gran salto evolutivo es de nuevo la cooperacién entre células de los animales multicelulares como nosotros. Venimos a ser
asi una "colonia de colonias", lo que muestra la importancia de la cooperacién en la evolucién. El darwinismo nos ha llevado
a enfatizar la idea de competencia, pero competencia y cooperacién son dos conceptos opuestos y no es extraiio que los dos
actéen como fuerzas evolutivas. Ademds, multitud de investigaciones publicadas en los Gltimos afos en revistas como Science,
Nature o Cell nos muestran que si existen genes pro- enve|eC|m|en10 en todo tipo de seres, desde los gusanos a los mamiferos,
ya que los mutantes que no los expresan envejecen més despacio, no mds rdpido. Un grupo importante de dichos genes
participa en la sefalizacién "insulin-like".

Por Gltimo, la Unica manipulacién conocida que retrasa el envejecimiento, la restriccién calérica, nos aporta otra reflexion. El
restringido vive mds y se reproduce menos. Se suele decir que tiene sentido. éPara qué traer hijos al mundo cuando no hay
alimento en el medio natural? Pero, &y al revés? Cuando hay mucha comida aumentan la velocidad de envejecimiento y la
intensidad reproductora. El resultado es la generacién de nuevas variantes genotipicas como substrato del cambio evolutivo.
Esto nos muestra que no importa que una caracteristica sea perjudicial para el individuo si es beneficiosa para la especie.



