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procesador de texto, programa y formato grafico, aunque es
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deteriora la calidad de las imagenes. La carta de remision
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3. Cuerpo del texto.

Los articulos no deberan sobrepasar las 2.500 palabras e irdn en
folios numerados. Deberan estar escritos en un estilo claro y con
pretension divulgativa, de forma que puedan ser entendidos por
cualquier fisidlogo, independientemente de su area de especiali-
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cualquier articulo publicado previamente en Fisiologia. En caso de
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entonces responsabilidad exclusiva de los autores obtener los
permisos correspondientes de las revistas o libros donde hayan
sido publicados originalmente. Debido a la pretension divulgati-
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te su lectura.
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a.Notas. (si las hubiere) y agradecimientos.

b.Bibliografia. Las referencias, muy seleccionadas, se inserta-
ran en el cuerpo del texto entre paréntesis (ejemplo: Chacon y
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QUERIDOS AMIGOS:

Del 17 al 20 de febrero de 2009 se celebrara en Valencia el XXXV Congreso de la Sociedad Espafiola de Ciencias Fisioldgicas.
Esta nueva edicion supone un reto para el Comité Organizador, que tratara de mantener el gran nivel cientifico y la participa-
cion de los Ultimos afos.

El Congreso constituira de nuevo una oportunidad extraordinaria para el abordaje de los diferentes aspectos basicos y aplica-
dos de las Ciencias Fisiolégicas, fomentando el conocimiento y la colaboracion entre los grupos.

El programa abarcara diferentes aspectos de gran interés dentro de la Fisiologia, pero el éxito del Congreso dependera de vues-
tra presencia y participacion activa en las sesiones, asi como de la presentacion de vuestras investigaciones mas recientes y
novedosas. El programa también incluira simposia de la Red de Envejecimiento y fragilidad RETICEF especificos sobre enveje-
cimiento y de COST B 35, grupo financiado por la Comunidad Europea especializado en peroxidacion lipidica, con participacion
de destacados ponentes internacionales.

El XXXV Congreso de la Sociedad Espariola de Ciencias Fisioldgicas se desarrollara en el Palacio de Congresos de Valencia, y sera
una gran ocasion para conocer Valencia y sus cambios recientes.

Esperando veros en Valencia en febrero de 2009, recibid un cordial saludo.

Prof. José Vifa
Presidente del Comité Organizador.
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La presencia de esclerosis de hipocampo es tomada generalmente como un marcador de epilepsia de origen tem-
poral en diferentes modelos de ratones modificados genéticamente. Sin embargo, ées realmente éste un buen cri-
terio para definir modelos transgénicos de epilepsia del I6bulo temporal?

Modelos transgénicos y epilepsia del I6bulo temporal:

¢es oro todo lo que reluce?

Liset Menéndez de la Prida

La epilepsia del l16bulo temporal (ELT) constituye una de las for-
mas mas frecuentes de epilepsia farmacorresistente (Engel,
1996). En pacientes con ELT, el foco epiléptico se encuentra por
lo general en estructuras temporales, como el hipocampo vy la
region para-hipocampal, que estan afectados por la esclerosis
mesial, el substrato histolégico mas comun en la ELT (Babb y
Brown, 1987). La esclerosis se caracteriza por una reduccion del
volumen del hipocampo, junto a la pérdida selectiva de neuronas
en la corteza entorrinal, el hilus del giro dentado y las areas CA1
y CA3 del hipocampo. Estas alteraciones van acompaiadas de un
proceso de proliferacion de los axones de las fibras musgosas,
conocido como ‘sprouting’ (Sutula y cols., 1989) (Fig.1).

A pesar de la intensa investigacion sobre los mecanismos basicos
de la ELT, aun no esta claro cudl es el verdadero papel del hipo-
campo esclerdtico en este tipo de epilepsia (Engel, 1996).
Recientemente, se han comenzado a utilizar ratones transgéni-
cos para estudiar fenotipos epilépticos que puedan ayudarnos a
profundizar en las bases de la ELT. De hecho, una consecuencia
de la produccion masiva de transgénicos es el empleo de estos
animales como modelos de ELT, una vez se confirma la presen-
cia de crisis electrograficas y esclerosis de hipocampo. Pero éson
realmente todos estos animales modelos potenciales de ELT?
Esta revision pretende hacer un repaso critico por algunos de los
modelos transgénicos que muestran crisis epilépticas espontaneas,

Actualizacion
con el objeto de identificar posibles mecanismos que pudieran
ayudarnos a comprender el papel del hipocampo en esta enfer-
medad neuroldgica.

Canalopatias y ELT

La mayor parte de los trabajos realizados con animales transgé-
nicos, se han centrado en estudiar el efecto de mutaciones pun-
tuales identificadas en sindromes epilépticos de origen genético.
Esta aproximacion permite estudiar las bases celulares de dife-
rentes tipos de epilepsia de origen idiopatico (ver cuadro). Una
segunda aproximacion, mas Util en el caso de la ELT, consiste en
el estudio del efecto de mutaciones de genes especificos que
afectan, entre otros, a la expresion de canales idnicos (canalopa-
tias) y a la transmision sinaptica.

La mayoria de las mutaciones que afectan a canales idnicos se
han relacionado con epilepsias idiopaticas generalizadas y no
directamente con la ETL. Estudios de herencia genética en
pacientes epilépticos han detectado una serie de familias de
genes que estan tipicamente alteradas, como mutaciones en los
genes KCNQ que codifican canales de potasio (Charlier y cols.,
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1998; Biervert y cols., 1998), o alteraciones en la secuencia del
gen CACNA1H que codifica un canal de calcio (Heron y cols.,
2004), por mencionar algunos ejemplos. Sin embargo, los
estudios clinicos no han establecido conexion directa entre
todas estas mutaciones y la ELT (pero ver Yus-Najera y cols.
2003).

Una de las pocas excepciones es el gen SCN1B, que codifica
una subunidad del canal de sodio. El gen SCN1B fue uno de los
primeros genes identificados en la epilepsia febril generalizada
plus (en inglés GEFS+), un tipo de epilepsia caracterizado por
un fenotipo heterogéneo, que incluye crisis febriles, epilepsias
leves generalizadas y algunas formas de encefalopatias (Singh
y cols., 1999). Recientement, sin embargo, se ha encontrado
familias en las que esta mutacion estd vinculada estrechamen-
te con la expresion de ELT farmacorresistente (Scheffer y cols.,
2007). Los estudios funcionales de co-expresion de la subuni-
dad mutante muestran un incremento en la fraccién de cana-
les de sodio y mayor rango de respuesta a altas frecuencias,
comparado con el fenotipo salvaje (Wallace y cols., 1998;
Meadows y cols., 2002). Esta ganancia de funcion se traduce,
por tanto, en un incremento ubicuo de la excitabilidad celular.
En general, los ratones con alteraciones en la expresion de
esta subunidad del canal de sodio no muestran consistente-
mente crisis de origen temporal, sino que expresan diversos
tipos de epilepsia generalizada (pero ver Yu y cols., 2006). Esto
sugeriria que la ELT desarrollada en pacientes GEFS+ podria
constituir una secuela de las crisis febriles, dada la potencial
relacién entre fiebres prolongadas y epilepsia temporal (Maher
y McLachlan, 1995). Sin embargo, los ratones con mutaciones
especificas en el gen SCN2A muestran epilepsia de origen focal
en el hipocampo y esclerosis (El Bahh y cols., 1999; Keamey y
cols., 2001), sugiriendo un proceso de epileptogénesis similar
al inducido por status epilepticus. Esto apunta a que, ante un
incremento ubicuo de la excitabilidad celular, el sistema limbi-
co podria jugar un papel iniciador de crisis epilépticas. De
hecho, en el hipocampo de ratones SCN2A pre-sintomaticos,
se ha registrado aumentos en las corrientes de Na* persisten-
te, lo que avalaria la idea de que la hiperexcitabilidad en esta
region podria constituir un mecanismo iniciador del proceso de
epileptogénesis (Keamey vy cols., 2001).

En esta misma direccién, en ratones deficientes del gen KCNA1
que codifica para la subunidad Kv1.1 del canal de potasio, se
registran crisis espontaneas de fenotipo limbico en las prime-
ras dos semanas postnatales (Smart y cols., 1998; Wenzel y
cols., 2007). Esta pérdida de funcién de un tipo de canal de
potasio resulta en hiperexcitabilidad de las neuronas de CA3 y
en una reduccidn de la inhibicion en las regiones para-hipo-
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Figura 1.

La esclerosis de hipocampo constituye la patologia mas comun en la epilepsia del
I6bulo temporal. La esclerosis se caracteriza por la muerte celular en el hilus y
en la regidén CA3 y se detecta con inmunohistoquimica contra la proteina neuro-
nal NeuN (a). En animales experimentales, la esclerosis también va asociada con
la proliferacién de colaterales axdnicos de las fibras musgosas que re-inervan a
las propias células granulares. Este fendmeno se detecta con la tinciéon de meta-
les pesados (tincion de Timm) y aparece como una doble banda oscura que
rodea la capa granular del giro dentado (b). Las imagenes se corresponden con
material obtenido de ratones epilépticos inducidos por el modelo de status.

campales debido a mecanismos pre-sinapticos (Lopantsev y
cols., 2003; van Brederode y cols., 2001). Sin embargo, la
muerte neuronal en hipocampo y el sprouting de las fibras
musgosas sblo ocurren después de que los animales han sufri-
do crisis severas muy prolongadas (Wenzel y cols., 2007). El
hecho de que en los ratones Kv1.1-/- no sélo esté afectado
funcionalmente el hipocampo, sino otras areas, como la via
auditiva en el tronco del encéfalo (nicleo trapezoide; Brew y
cols., 2003) y la corteza parietal (van Brederode y cols., 2001),
podria sugerir una activacién hipocampal refleja similar a la
descrita en modelos de kindling audiogénico (Garcia-Cairasco,
2002). Por lo tanto, es posible que en los diferentes modelos
de canalopatias estudiados, el fenotipo ELT esté vinculado a un
proceso de epileptogénesis iniciado por la progresiva participa-
cion del hipocampo y la region para-hipocampal en las crisis
epilépticas.

Una manera de aclarar este supuesto es utilizar abordajes
genéticos con un buen control espacial y temporal de la expre-
sién los genes bajo estudio. Asi, se ha utilizado el sistema tet-
off para generar ratones en los que se controla temporalmen-
te la co-expresion de una subunidad KCNQ2 mutante con otras
subunidades nativas, para suprimir la actividad de los canales
de K* tipo M (Peters y cols., 2005). En estos animales se obser-
varon crisis parciales tdnico-clonicas similares a las descritas
en el modelo de status si el sistema de expresion era activado
a las dos semanas post-natales. Sin embargo, los animales
permanecian asintomaticos si el sistema de expresion se acti-
vaba a edades adultas, aunque los estudios electrofisioldgicos
confirmaban la presencia de anormalidades en el EEG hipo-
campal. La supresion de la corriente M provoca incrementos en
la excitabilidad a través de una reduccion de la adaptacién del
disparo y una menor post-hiperpolarizacion (Peters y cols.
2005). Por tanto, la epilepsia en estos animales parece ser el
resultado de defectos en el desarrollo causados por la supre-
sién perinatal de la corriente M y no estaria directamente rela-
cionada con el incremento de la excitabilidad. Lo interesante
en este modelo, es que ninguno de los animales mostrd las
alteraciones estructurales tipicas de la ELT (muerte neuronal y
sprouting). Esto refuerza la idea de que las alteraciones mor-
foldgicas asociadas con la esclerosis, son una consecuencia de
las crisis prolongadas y no constituyen una condicién necesa-
ria para las crisis de origen limbico.

Por lo tanto, aunque clinicamente no se ha establecido una
relacion clara entre diversos tipos de canalopatias y la ELT, los
estudios con ratones portadores de mutaciones en genes que
controlan la expresion de canales iénicos parecen sugerir que,
ante un aumento generalizado de la excitabilidad el sistema
limbico, podria participar en las crisis iniciales y en el posterior
proceso de epileptogénesis que subyace al establecimiento de
un fenotipo epiléptico. Nétese, sin embargo, que los resultados
de una aproximacion de expresidon condicional sugieren que
tales efectos pro-epileptdgenos estarian mas relacionados con
defectos a lo largo del desarrollo que con la propia hiperexci-
tabilidad asociada a la canalopatia.

Esclerosis y ELT

Una cuestion que se plantea en los estudios actuales sobre la
ELT es hasta qué punto el hipocampo esclerético constituye la
region responsable de las crisis epilépticas. Los resultados qui-
rurgicos, con cerca de un 60% de casos libres de crisis, pare-
cen avalar la hipotesis de una participacion clave del hipocam-
po (Liders, 1992). Sin embargo, las investigaciones en pacien-
tes de ELT cada vez apoyan mas la idea de la multifocalidad de
las crisis, afectando a regiones relativamente extensas del
l6bulo temporal, la amigdala y la zona para-hipocampal,
estructuras tipicamente resecadas durante la cirugia (Zumsteg
y cols., 2006; Pastor y cols., 2006) ¢Es, por tanto, el hipocam-
po esclerdtico el circuito iniciador de las crisis en la ELT?



El ratdn stargazer es un mutante deficiente en la expresion de
la proteina transmembrana stargazina, reguladora del receptor
AMPA (Noebels y cols., 1990). Estos animales, que también
expresan formas alteradas de los canales de Ca** (Letts y cols.,
1998), experimentan crisis de ausencia que involucran el cir-
cuito talamo-cortical (Noebels y cols., 1990). Curiosamente, se
ha visto que la actividad epiléptica asociada con estas crisis
invade el hipocampo provocando la activacién prolongada de
las células granulares del giro dentado, que desarrollan sprou-
ting de las fibras musgosas (Qiao y Noebels, 1996). Estudios
in vitro en rodajas de hipocampo revelan la presencia de alte-
raciones en la excitabilidad, consistentes en la prolongacion de
las respuestas postsindpticas (Helekar y Noebels, 1991).
Resultados similares han sido descritos para el tottering, un
ratén que exhibe una mutacion espontanea en el gen que codi-
fica una subunidad del canal de calcio dependiente de voltaje
P/Q (Kostopoulos y Psarropoulou, 1990; Helekar y Noebels,
1994). Sin embargo, en ninguno de estos animales se ha pro-
bado consistentemente la existencia de crisis focales de origen
hipocampal. Esto apunta, una vez mas, a que tanto el sprou-
ting como las alteraciones reflejas en la excitabilidad del hipo-
campo, resultan insuficientes para originar crisis epilépticas en
esta region, a pesar de que el hipocampo participe de los cir-
cuitos de propagacion.

Los ratones deficientes en sinapsina I generados por recombi-
nacion homdloga muestran una mayor repuesta a kindling de
amigdala, pero no crisis espontaneas (Li y cols., 1995). Este
fenotipo resulta interesante desde el punto de vista clinico,
puesto que se ha identificado una mutacién en el gen que
codifica para esta proteina en una familia con epilepsia (Garcia
y cols., 2004). En el hipocampo de estos animales se ha regis-
trado un incremento en la facilitacién por pares de pulsos, una
forma de plasticidad a corto plazo controlada por mecanismos
pre- (Ca*) y post-sinapticos (inhibicion; Terada y cols., 1999).
Estudios electrofisiolégicos han mostrado que la liberacion
cuantal de neurotransmisor esta reducida especificamente en
las sinapsis GABAérgicas procedentes de las interneuronas del
stratus oriens (Terada y cols., 1999). Es, por tanto, esta dismi-
nucién de la inhibicién, la responsable del incremento de las
respuestas post-sinapticas que subyacen al menor umbral de
kindling en estos animales. Sin embargo, parece ser que, por
si mismo, este mecanismo no resulta suficiente para iniciar cri-
sis espontaneas en estos mutantes.

Consecuentemente, toda la evidencia sugiere que la participa-
cion aguda del hipocampo en las crisis epilépticas podria cons-
tituir un epifendmeno relacionado con su mayor tendencia a la
hiperexcitabilidad refleja. De hecho, los estudios electrofisiold-
gicos en modelos de kindling sugieren que son otras las estruc-
turas claves en la iniciacion de crisis parciales de tipo ténico-
clénico, antes de que aparezcan las manifestaciones de escle-
rosis (Piredda y Gale., 1985). En este sentido esta resultando
muy Util la caracterizacién del ratdn EL/Suz, un modelo de cri-
sis parciales idiopaticas ampliamente estudiado (Leussis y
Heinrichs, 2007). Esta linea transgénica resulta de la presencia
de mutaciones en diferentes loci genéticos y constituye un
modelo de epilepsia multifactorial. Los ratones EL/Suz mues-
tran un alta susceptibilidad a las crisis inducidas por manipula-
cion experimental a partir de los 90 dias postnatales y en ellos
se detecta una intensa gliosis hipocampal en ausencia de
muerte celular (Leussis y Heinrichs, 2007). El estudio de genes
de expresion temprana ha demostrado que las primeras regio-
nes en activarse son, en este orden: la corteza motora prima-
ria, el septum, el locus ceruleus y las cortezas pre-frontal y piri-
forme hacia los dias 20 y 35 pre-convulsiones, seguidos por el
hipocampo y la amigdala hacia los 70 dias.

Datos similares se obtienen del estudio de ratones deficientes
en la expresion de las isoformas GAD65 y GAD67 de la decar-

boxilasa del acido glutdmico (Kash y cols., 1997). A diferencia
de los GAD67-/-, los ratones GAD65-/- son viables y no mues-
tran cambios morfoldgicos claros en el adulto, aunque si un
déficit significativo en la funcion GABAérgica en amigdala y
corteza parietal (Stork y cols., 2000). Estos animales exhiben
una alta susceptibilidad a crisis de origen limbico provocadas
por picrotoxina o pentilenetetrazol y desarrollan crisis esponta-
neas o inducidas por estrés moderado. La participacion de los
circuitos del sistema limbico se confirma por estudios de expre-
sién de c-fos que muestran incrementos significativos en
estructuras para-hipocampales, como la corteza entorrinal y
piriforme, dos horas después del registro de las primeras crisis
espontaneas (Kash y cols., 1997).

Todos estos datos dan soporte a la idea de que algunas crisis
de fenotipo limbico pueden ser iniciadas por descargas origina-
das en la corteza piriforme y perirrinal, asi como en otras
estructuras de la region temporal, antes de invadir el hipocam-
po (Piredda y Gale, 1985). Estos niveles patoldgicos de activi-
dad se traducirian, posteriormente, en mecanismos molecula-
res y celulares desencadenantes de un proceso de epileptogé-
nesis en el propio hipocampo y toda la regién para-hipocam-
pal. Esta idea se refuerza con los datos obtenidos de knockouts
condicionales de TrkB que, a pesar de ser capaces de expresar
crisis ténico-clénicas en respuesta a la estimulacion eléctrica,
no desarrollan ELT (Kotloski y cols., 2004), demostrando que
los mecanismos subyacentes a las crisis y la epileptogénesis
constituyen procesos independientes.

No es oro todo lo que reluce

Este breve repaso por algunos de los modelos transgénicos
con fenotipos epilépticos sugiere que no todos estos animales
pueden ser considerados modelos reales de ELT, a pesar de
que se demuestre la participacion del hipocampo en las crisis.
Por otro lado, cada vez hay mas evidencias que demuestran
que el fenotipo asociado a una mutacién especifica puede
estar modulado por el fondo genético utilizado (Schauwecker,
2002). Este aspecto parece relevante a la luz de nuevos datos
que sugieren el enmascaramiento de fenotipos epilépticos a
través de la combinacion de mutaciones. Por ejemplo, se ha
demostrado que el incremento de la excitabilidad provocado
por la delecién del canal de potasio codificado por el gen
KCNA1 enmascara el fenotipo epiléptico causado por una
mutacién en el gen CACNA1A (Glasscock y cols., 2007).

Sin embargo, a pesar de estos comentarios, el estudio de estos

Definiciones y términos

Epilepsia idiopatica. Epilepsia generalmente convulsiva en la que no se identifican
lesiones estructurales en el cerebro ni anormalidades neuroldgicas. Se presume
generalmente un origen genético

Crisis generalizadas Crisis que involucran simultaneamente a ambos hemisferios
cerebrales sin poder identificarse un origen focal. Estan asociadas con pérdida de
conciencia

Crisis tonico-clénicas Es un tipo muy comun de crisis generalizadas en las que se
registra rigidez en las extremidades (fase tonica) seguidas por sacudidas (fase cloni-
ca)

Crisis parciales Crisis que se originan generalmente en sitios localizados del cere-
bro. Las crisis parciales simples son aquellas en las que no hay pérdida de concien-
cia. Las crisis parciales complejas si presentan alteraciones de la conciencia.

Status epilepticus Se define como aquella condicion caracterizada por crisis conti-
nuas parciales o generalizadas, convulsivas o no convulsivas durante un tiempo mini-
mo de 30 minutos de crisis intermitentes sin una recuperacion completa de la con-
ciencia

Kindling Es un proceso experimental de induccion de crisis epilépticas por medio de
estimulacion eléctrica suave y repetida

Kindling audiogénico Se utiliza un sonido repetido para inducir crisis epilépticas
experimentalmente

Knockout Raton modificado por ingenieria genética para que uno o mas de sus
genes estén inactivados.
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fenotipos resulta de gran utilidad para comprender cual es la
relacién entre esclerosis y ELT. Esta claro que el desarrollo de
fenotipos epilépticos en ratones transgénicos no esta sdlo
determinado por el efecto de la mutacién bajo estudio, sino
que es importante ponderar el papel de toda una serie de
mecanismos compensatorios que modulan sustancialmente el
desarrollo de la epilepsia en estos animales. Habria que sepa-
rar, en cada caso, los efectos agudos de una participacion del
hipocampo en las crisis electrograficas de procesos genuina-
mente epileptdgenos que involucran mecanismos de plastici-
dad en los circuitos del sistema limbico y el establecimiento de
la ELT. Esto no tiene por qué ser necesariamente un handicap
de los abordajes genéticos, sino que deberiamos convertirlo en
una herramienta mas que nos permita comprender mejor las
bases de esta enfermedad neuroldgica.
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Dada la ubicuidad de los estimulos mecanicos, su deteccion podria representar uno de los procesos de trans-
duccion mas antiguos desarrollado en los organismos vivos. Se podria pensar en un mecanismo universal de
transduccion mecanica y suponer que el elemento que primero detecta el estimulo es esencialmente el mismo,
siendo lo unico diferente el entorno. Otra posibilidad seria que existieran diferentes tipos de mecanorrecepto-
res, que utilizan principios biofisicos similares, pero diferentes mecanismos moleculares que han ido aparecien-

do independientemente a lo largo de la evolucion.

Mecanismos moleculares de la mecanotransduccion

Ana Gomis

Para muchos animales, incluidos los humanos, alguno de los
procesos fisiolégicos mas importantes, ocurren a través de los
estimulos mecanicos. No solo el cortejo y la reproduccién, sino
también el movimiento, dependen de la transformacion de
energia mecanica en corrientes idnicas para dar lugar a las
sensaciones de tacto, sonido y control de la tensiéon muscular.
Los insectos oyen; al tocar a un gusano éste responde con un
espasmo y al rozar a las anémonas se contraen. Ademas del
oido y la piel, los animales tienen muchos otros mecanosenso-
res, por ejemplo el érgano circumventricular (que controla la
osmolaridad sistémica), los barorreceptores (que detectan la
presién sanguinea), receptores de los husos musculares (que
controlan el estiramiento del musculo), los propioceptores (que
detectan la posicion del cuerpo), etc. (Hamill y Martinac,
2001). Ya que los estimulos mecdnicos son ubicuos, su detec-
cién puede representar uno de los procesos de transduccion
mas antiguos que se han desarrollado en los organismos vivos
y el conocimiento de sus mecanismos moleculares ha sido mas
lento que en otros sentidos. En cuanto a los mecanismos impli-
cados en la olfaccidn, visidn y algunos tipos de gusto, las molé-
culas responsables de estos procesos son segundos mensaje-
ros activados por receptores acoplados a proteinas G
(Arshavsky y cols., 2002), y parecen estar conservadas a nivel
evolutivo. Segun esto, se podria pensar en un mecanismo uni-
versal de transduccién mecénica y suponer que el elemento
que primero detecta el estimulo es esencialmente el mismo,
siendo lo Unico diferente el entorno. Otra posibilidad seria que
existieran diferentes tipos de mecanorreceptores que utilizan
principios biofisicos similares, pero diferentes mecanismos
moleculares que han ido apareciendo independientemente a lo
largo de la evolucion. Los datos moleculares disponibles sugie-
ren una multiplicidad en la estructura y en los mecanismos de
los mecanorreceptores no sélo a nivel filogenético, sino tam-
bién a nivel de organismos individuales, por lo que la segunda
hipotesis parece ser la més probable (Sukharev y Corey, 2004).

Mecanismos generales de mecanotransduccion

Actualmente se sabe poco acerca de las moléculas que detec-
tan los cambios osmdticos, el tacto, la vibracion o la textura. La
idea de canales i6nicos activados mecanicamente aparece ori-
ginalmente de los estudios realizados en neuronas

mecanismos de transduccidn siguen sin conocerse. Se han pro-
puesto varios mecanismos para explicar como las proteinas de
membrana detectan las fuerzas mecanicas y/o los cambios en
osmolaridad. En primer lugar, un cambio en las fuerzas que
acttan sobre la membrana lipidica provoca, a su vez, cambios
conformacionales en el canal. De esta manera, las fuerzas que
actan en la interfase lipido-proteina pueden activar el canal
por estiramiento de la membrana (Kung, 2005; Pedersen y
Nilius, 2007; Fig. 1A). Estos canales se encuentran en un gran
numero de bacterias y células eucariotas y engloban a diferen-
tes familias de canales idnicos estructuralmente diferentes
(Kung, 2005). Un modelo alternativo de activacion directa pro-
pone que los canales estan unidos al citoesqueleto o a la matriz
extracelular y que la tension entre esas uniones controlan la
apertura del canal (Fig. 1B). Sin embargo, no esta claro si las
uniones estan acopladas directamente a los dominios del canal
0 si estan modulando las fuerzas que lo rodean. Este modelo
surge de los estudios biofisicos realizados en células pilosas de
los sistemas auditivos y vestibular (LeMasurier y Gillespie,
2005). Ademas, estudios genéticos en mutantes mecanosenso-
res en Drosophila y Caenorhabditis elegans han permitido iden-
tificar una gran cantidad de candidatos moleculares que enca-
jan en este modelo (Syntichaki y Tavernarakis, 2004).

Una tercera posibilidad es que cambios en el contenido de los
lipidos especificos en la membrana, como fosfatidilcolinas, liso-
fosfatidilcolinas o acido araquidonico y sus metabolitos, puedan
alterar la estructura de la membrana que rodea al canal, indu-
ciendo un desajuste energético y la activacion del mismo
(Pedersen y Nilius, 2007; Fig. 1C). Una cuarta posibilidad se
basa en que el estimulo mecénico o el estrés osmatico puedan
disparar cascadas de sefializacidn intracelular en las que inter-
vendrian por ejemplo, el metabolismo de los lipidos, lo cual
podria afectar a la activacion del canal o a la insercion o sepa-
racion del canal de la membrana. La estimulacion mecénica o
el estrés osmotico también provoca numerosos cambios en los
procesos de fosforilacion y defosforilacion de proteinas, y se ha
demostrado que algunos de ellos tienen un papel muy impor-
tante en la regulacion osmética y mecénica a través del tras-
porte de proteinas (Fig. 1D). Sin embargo, en ocasiones pare-
ce dificil diferenciar entre alguno de estos mecanismos. La dis-
tension de la membrana celular que provoca un choque osmo-

mecanosensoras por Katz, (1950). Los canales ionicos

convierten la fuerza mecanica ejercida sobre la mem-

brana celular en sefiales eléctricas o bioquimicas que

participan en procesos fisiologicos tales como el control

de la turgencia celular en bacterias y el tacto y audi-

cién en mamiferos (Hamill y Martinac, 2001; Garcia-
Anoveros y Corey, 1997). Desde que los canales meca-

nosensibles se descubrieron en el musculo esquelético
embrionario de pollo y en el musculo de rana, los cana-

les mecanosensibles se han encontrado en muchos

tipos celulares (Martinac, 2001). De hecho, las células
que traducen estimulos mecanicos en sefiales eléctri-

cas son los receptores sensoriales mas comunes en los

vertebrados.

A pesar de los pequefios avances en la identificacion de

las moléculas que inician la sensacién mecanica, los

Identidad molecular Familia Organismo Estimulo
TREK TRAAK Canales de K* 2p Mamiferos Mecanico
ASCI DEG/ENaC Mamiferos Mecanico (tacto)
MEC-4/MEC 10 DEG/ENaC C. elegans Mecanico (tacto)
TRPC1 TRPC Mamiferos/Xenopus Mecanico
TRPC6 TRPC Mamiferos Mecénico y osmético
TRPV1 TRPV Mamiferos Osmético
TRPV2 TRPV Mamiferos Mecanico y osmotico
TRPV4 TRPV Mamiferos Osmodtico (5,6"-EET)
TRPM3 TRPM Mamiferos Osmético
TRPM4 TRPM Mamiferos Mecénico
TRPM7 TRPM Mamiferos Mecénico
TRPA1 TRPA Mamiferos Mecanico y osmético
TRPN1 (NOMPC) TRPN Drosophila/peces y anfibios Mecanico (tacto)
TRPP2 TRPP Mamiferos Mecénico
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tico se puede asociar a la estimulacion mecanica (mecanismo
1) o a interacciones con el citoesqueleto (Pedersen y cols.,
2001; mecanismo 2). Cambios en el volumen celular también
pueden iniciar mecanismos de sefalizacién que implican el
metabolismo de componentes de la membrana, los cuales pue-
den regular proteinas de membrana y alterar la curvatura de la
membrana (Pedersen y Nilius, 2007).

Por otro lado, existe cierta controversia entre autores para
establecer los criterios de activacion mecanica, diferenciando
entre canales activados mecanicamente y que actian como
sensores, y canales sensibles a la estimulaciéon mecanica que
se activan por segundos mensajeros. Para que un canal sea
considerado un sensor mecanico, la latencia de la corriente
evocada por el estimulo deberia ser mas rapida que la que se
produce en los procesos activados por segundos mensajeros,
normalmente menos de 5 ms. La cinética de la activacion del
canal debe depender de la amplitud del estimulo, es decir, a
mayor intensidad del estimulo, menor latencia. Y como tercer
requisito, deberia existir una correlaciéon mecanica entre el
canal y el estimulo, es decir, que alguna parte del canal o de
alguna subunidad asociada acoplada al sitio de activacion del
canal se tiene que mover en respuesta al estimulo y este movi-
miento debe ser detectable (Christensen y Corey, 2007).
Finalmente, y a pesar de los diferentes criterios de evaluacion
de los estimulos mecanicos y los modos de activacién, parece
claro que la sensibilidad de las moléculas a los estimulos meca-
nicos o cambios osmoéticos o de volumen estan relacionados de
una forma compleja a pesar de ser entidades moleculares dife-
rentes desde el punto de vista biofisico.

Transductores moleculares de estimulos mecanicos

En los Ultimos afios se ha conseguido avanzar hacia la identi-
ficacion de las moléculas implicadas en la deteccion de los esti-
mulos mecanicos. Esto ha sido posible por la utilizaciéon de téc-
nicas genéticas, gendmicas y electrofisioldgicas tanto en verte-
brados como en invertebrados (Tabla 1).

Canales de potasio

En la década de los noventa se identificaron y se caracteriza-
ron electrofisiolégicamente como canales mecanosensibles
varios miembros de la familia de los canales de potasio de
doble poro. Estos canales fundamentalmente dan lugar a
corrientes de fuga y su funcion principal es mantener el poten-
cial de membrana en reposo. TREK-1 y TRAAK pertenecen a
una subfamilia de estos canales que se activan de forma rever-
sible en respuesta al estiramiento de la membrana (Patel y
cols., 1998). Los canales TREK son polimodales y se activan
por diferentes estimulos tanto fisicos, como el estiramiento, los
cambios osmdticos, la acidosis intracelular, el calor y el voltaje
(Maingret y cols., 2002), como por estimulos quimicos, como
acidos grasos poliinsaturados, lisofosfolipidos, lipidos cargados
negativamente como PIP2 o el acido fosfatidico, sustancias
que modifican la curvatura de la membrana y anestésicos vola-
tiles (Patel y cols., 1998; Chemin y cols., 2005). Este canal se
expresa en varios tejidos, pero es particularmente abundante
en cerebro y corazon. La polimodalidad de este canal indica
que a nivel del sistema nervioso puede tener un papel impor-
tante desde el punto de vista fisioldgico (electrogénesis), pato-
fisioldgico (isquemia) y farmacoldgico (anestesia) (Martinac,
2004).

TRAAK es similar a TREK en que se activa por acido araquido-
nico, por la aplicacién de sustancias anfipaticas que modifican
la curvatura de la membrana y por cambios en la tension de la
membrana plasmatica. Este canal se expresa en cerebro,
médula espinal y retina, lo cual sugiere que su funcién puede
ir mas alld de la mecanotransduccién (Martinac, 2004).

Canales DEG/ENaC
Posiblemente, el primer grupo de canales idnicos que se ha

implicado en la sensacién mecanica en eucariotas sea la super-
familia de los canales DEG/ENAC, que engloba a los canales de
sodio implicados en el transporte epitelial y sensibles a amilo-
ride (ENaCs), a las degenerinas (DEGS), a los canales sensibles
a acidos que se expresan en neuronas de vertebrados (ASICs)
y a los PPKs en Drosophila. Las evidencias de que algunos de
estos canales idnicos se pudieran activar por estimulacion
mecanica, se obtuvieron de un cribado de mutaciones en C.
elegans insensibles a la deteccién del tacto de muy bajo
umbral (Chalfie y Sulston, 1981; Syntichaki y Tavernarakis,
2004; Goodman, 2006). La utilizacion de técnicas electrofisio-
l6gicas y de imagen mostraron que el canal transductor del
tacto en C. elegans es un complejo formado por las subunida-
des MEC-4 y MEC-10 y de dos subunidades accesorias MEC-2
y MEC-6 de los canales de Na* DEG/ENaC (Sukharev y Corey,
2004; Martinac, 2004; Goodman, 2006).

Los estudios realizados con algunas moléculas relacionadas
con las proteinas MEC (SLP3 y ASIC3) indican que éstas tam-
bién estarian implicadas en la deteccién del tacto en mamife-
ros (Wetzel y cols., 2007), aunque los resultados con los dobles
mutantes para ASIC2 y ASIC3 en raton indican que estos cana-
les no contribuyen a la mecanotransduccién (Drew y cols.,
2004).

Canales TRPS

Los canales TRP (Transient Receptor Potential) son los Unicos
sensores celulares que responden a una gran variedad de
sefales, tanto extra como intracelulares, incluyendo la estimu-
lacién mecanica y el estrés osmético. Los mas de 20 canales
de la familia de canales TRP se engloban en 7 subfamilias
basandose en la homologia de su secuencia: TRPC (candnica),
TRPV (vaniloide), TRPM (melastatina), TRPA (ankirina), TRPN
(NOMPC), TRPP (policisteina) y TRPML (mucolipina). La mayo-
ria de los canales TRPs se activan por estimulos fisicos y qui-
micos a través de diferentes mecanismos moleculares
(Venkatachalam y Montell, 2007). La primera evidencia que
implica a un canal TRP en la transduccién sensorial mecanica
proviene de la mutacion del gen osm-9 en C. elegans, el cual
codifica para canales de la familia TRPV. Los gusanos con
mutaciones en este canal no reaccionaban ni a valores altos
de osmolaridad ni al tacto (Colbert y cols., 1997).

De entre todos los canales TRP, se han encontrado varias sub-
familias que responden a diferentes formas de estrés mecani-
co, incluyendo el estrés provocado por el cambio fisico del
medio en el que se encuentra la célula (viscosidad y flujo) y el
aumento de la tensidn de la membrana provocado por estira-
miento.

Entre la subfamilia de los canales TRPC, TRPC1 y TRPC6 se
activan por el estiramiento de la membrana inducido de forma
mecanica u osmotica (Maroto y cols., 2005; Spassova y cols.,
2006). Ambos canales de expresan en células de musculo liso,
por lo que podrian ser importantes en el control del tono vas-
cular. Sin embargo, un trabajo reciente cuestiona la funciona-
lidad de estos canales como mecanosensores por varias razo-
nes. La primera es que, la amplitud de las corrientes en res-
puesta el estimulo no aumenta con la sobre-expresion de la
proteina. Por otro lado, los ratones knock-out de estos canales
no presentan un fenotipo diferente, y por ultimo, existen res-
puestas basales a el estimulo mecénico en las lineas celulares
utilizadas, por lo que sera necesario realizar otros estudios
para determinar la mecanosensibilidad de estos canales en
células del musculo liso.

Varios canales TRPV son sensibles al estimulo mecanico o a
volumen/cambio osmético. TRPV1 es necesario para la res-
puesta de las neuronas osmosensoras del drgano vasculoso de
la ldmina terminal (OVLT), el primer osmosensor en el cere-
bro (Ciura y Bourque, 2006) y para el control del reflejo de la
miccion en la vejiga (Birder y cols., 2002).

TRPV2 se activa por estiramiento de la membrana, funcionan-
do como un mecanosensor en las células del musculo liso vas-



cular y por estimulacion hipoosmética (Beech y cols., 2004). Se
ha sugerido que la activacion mecanica de este canal esta rela-
cionada con la degeneracién del musculo cardiaco causada por
la disrupcion del complejo distrofina-glicoproteina (Iwata y
cols., 2003); sin embargo, el mecanismo de activacion no se ha
establecido.

TRPV4 fue el primer canal descrito como un canal cationico
permeable a calcio y activado por volumen (Strotmann y cols.,
2000). Posteriormente se ha demostrado que la activacion de
este canal por hinchamiento celular estd mediada por el meta-
bolito del acido araquiddnico (5,6-EET) (Vriens y cols., 2004).
Se ha demostrado la participacién del canal TRPV4 en la regu-
lacion del volumen celular. La activacion de TRPV4 inducida por
hinchamiento celular no se produce en las células epiteliales de
las vias respiratorias afectadas con fibrosis quistica, por lo que
se sugiere que este canal pudiera ser Gtil como diana farmaco-
l6gica en el tratamiento de esta enfermedad (Arniges y cols.,
2004). Ademas, el canal TRPV4 contribuye a la activacion de
los mecanorrceptores cutaneos de alto umbral (Alessandri-
Haber y cols., 2004) y a la regulacién hipotalamica (Liedtke,
2007).

En la subfamilia de canales TRPM, existen algunas variantes
del canal TRPM3 que se estimulan por hinchamiento celular
provocado por hipotonicidad (Grimm y cols., 2003) y el canal
TRPM4 se ha descrito como un canal sensible a estiramiento
mecanico implicado en el control de la despolarizacién induci-
da por presion en células del musculo liso, y en la vasocons-
triccion miogénica en las arterias cerebrales y en las células del
musculo liso vascular (Dietrich y cols., 2006). Sin embargo, los
mecanismos de activacién para estos dos canales se descono-
cen, de momento.

El canal TRPM7 se ha considerado un candidato a ser mecano-
trasductor en varios tipos celulares, ya que se activa directa-
mente por estiramiento de la membrana (Numata y cols.,
2007).

El canal TRPA1 ha estado considerado como un canal mecano-
sensible necesario para la audicion en mamiferos (Corey y
cols., 2004). Sin embargo, en ratones knock-out para este
canal no se observo ninguna deficiencia en el sistema auditivo
(Kwan y cols., 2006). A pesar de ello, el canal TRPA1 podria
estar implicado en otras funciones fisioldgicas (Corey, 2006;
Zhang y cols., 2008).

TRPN1 (originalmente llamado NOMPC) es necesario para la
sensibilidad al tacto de las cerdas en Drosophila (Walker y
cols., 2000) y en las células pilosas del sistema auditivo en
peces y anfibios (Sidi y cols., 2003) aunque no se encuentra en
el genoma de reptiles, pajaros y mamiferos.

Finalmente, el canal TRPP2 (proteina relacionada con el sin-
drome de rifién poliquistico) estd implicado en la mecanotrans-
duccién en las células ciliadas en el rifion (Palmer y cols.,
2001).

Mecanotransduccién y dolor

Las terminales nerviosas sensoriales responden a los estimulos
mecanicos y parecen ser esenciales para el tacto, la propiocep-
cién y la sensacion dolorosa. Las neuronas sensoriales se acti-
van en funcién de la intensidad del estimulo aplicado sobre sus
terminales. Las terminales sensibles al tacto o al desplaza-
miento se corresponden con los mecanorreceptores de bajo
umbral. El estimulo mecéanico que causa dolor puede ser un
estimulo intenso, como un pinchazo en la piel, una lesion trau-
matica o incluso una ligera presion en situaciones de neuropa-
tias. En el primer caso, son las neuronas nociceptivas las que
detectan el estimulo mecanico intenso y su activacién da lugar
al dolor mecanico agudo. En el caso del dolor neuropatico,
parece ser que se produce una reorganizacion de las conexio-
nes sinapticas en la médula espinal y, en ese caso, una acti-
vacion de los mecanorreceptores de bajo umbral daria lugar a
la sensacion dolorosa. Una cuestion sin resolver es saber qué
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Figura 1.

Posibles mecanismos de activacién mecanica. A. Cualquier canal de la membra-
na plasmatica esta expuesto a fuerzas laterales o tensién, producidas por modi-
ficaciones en la bicapa lipidica (indicadas por las flechas) que puede causar la
activacion del canal. B. Activacion del canal a través de la interaccion con ele-
mentos intracelulares del citoesqueleto o estructuras de la matriz extracelular.
Esta interaccion puede ser directa (B) o a través de proteinas asociadas al canal
(C). D. Activacion del canal a través de una sefal secundaria producida por la
activacion de otra proteina que actla de sensor.(Para mas detalles ver texto;
Figura modificada de Christensen and Corey, 2007).

es lo que determina el umbral de los mecanorreceptores, es
decir, que unos respondan a estimulos inocuos y otros a esti-
mulos nocivos. Se plantean varias hipdtesis: puede ser que los
cambios en el umbral de los mecanorreceptores reflejen la
activacion de diferentes sensores, que se produzca una modu-
lacién diferente del mismo sensor o que existan diferencias en
su densidad o entre las interacciones entre el sensor y las
estructuras que rodean a los receptores.

El tamafio de la terminal nerviosa es demasiado pequefio (y
existen problemas técnicos para poder caracterizar sus propie-
dades biofisicas). Sin embargo, los registros en fibras nervio-
sas han permitido establecer una clasificacién de los mecano-
rreceptores en funcion de su velocidad de conduccidn.
Ademas, el registro electrofisioldgico realizado en el soma de
las neuronas sensoriales se extrapola a lo que ocurriria en la
terminal nerviosa, permitiendo asi el estudio de los posibles
canales idnicos implicados. Asi, el tacto esta mediado principal-
mente por fibras nerviosas AB, que son fibras mecanicas de
bajo umbral cuya respuesta al estimulo puede ser de adapta-
cion rapida (RA) o adaptacion lenta (SA). La percepcién dolo-
rosa se inicia por la activacién de fibras C de alto umbral y
fibras Ad que pueden ser polimodales o sélo mecanicas (Lewin
y Moshourab, 2004).

La sensacion mecanica se atribuye principalmente a las neuro-
nas de los ganglios raquideos y trigéminos, y muchos labora-
torios han dedicado su trabajo a identificar las moléculas o
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canales idnicos responsables de la sensacion del tacto y dolor
en mamiferos. El canal TRPA1 era un candidato muy promete-
dor; sin embargo, en los estudios realizados en ratones knock-
out no se observd ninguna deficiencia en la sensibilidad al esti-
mulo doloroso, aunque si parece ser importante para la hiper-
sensibilidad al tacto y al calor en situaciones de inflamacion
(Bautista y cols., 2006). TRPV1 podria estar implicado en
hipersensibilidad mecanica, aunque los datos son muy contro-
vertidos (Cortright y cols., 2007) y como ya se ha mencionado,
TRPV4 parece tener una funcion en dolor inflamatorio
(Alessandri-Haber y cols., 2004).

Conclusiones

La identificacion, estructura y funcién de los canales mecani-
cos se ha desarrollado en los Ultimos afos; sin embargo este
conocimiento es limitado si lo comparamos con lo que sabe-
mos sobre los canales activados por ligando o voltaje. Para
todos los canales candidatos a ser mecanosensores es impor-
tante diferenciar entre los que se activan directamente por las
fuerzas mecanicas de los que se activan posteriormente a la
activacion de otro sensor y mas interesante seria saber como
la fuerza mecanica abre el canal idnico. La clonacién y el ana-
lisis genético de los genes mec en C. elegans, asi como los
estudios genéticos y funcionales de los canales TRP han con-
tribuido a un mayor entendimiento del papel de los canales
mecanicos en la fisiologia de la transduccion mecanica y en
algunas patologias sensoriales humanas. Por otro lado, el
hecho de que en la deteccidn de los estimulos mecénicos pare-
ce estar implicado un complejo mecanotransductor, hace que
estos estudios sean especialmente dificiles, por lo que todavia
sera necesario mucho trabajo para entender la mecanotrans-
duccidn.
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Fue tan so6lo hace una década cuando se observo que la mitocondria integra seiiales inductoras de muerte y/o
supervivencia a nivel de sus membranas. El predominio de seiiales perjudiciales origina un incremento en la
permeabilidad de sus membranas que permite la liberacion de proteinas solubles. Este proceso parece ser el
punto de no retorno en la cascada de seializacion apoptoética, lo que convierte a este campo en centro de la
busqueda de nuevas moléculas capaces modular dichos procesos.

Regulacion de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial en procesos de muerte celular.

Joaquin Jordan

Independientemente del tipo de muerte celular (apoptotica,
necrotica, autofagica o mitética), la permeabilizacion de las
membranas mitocondriales resulta ser un proceso decisivo que
delimita la frontera entre la supervivencia y el desenlace fatal
de la célula (Chipuk y cols., 2006; Jordan y cols., 2003). La
mitocondria, del griego mitos = hilo, hebra y chondros =
cartilago, posee una estructura con dos compartimentos bien
definidos (matriz y espacio intermembranal) delimitados por
dos membranas, la interna y la externa, con caracteristicas
morfoldgicas y funcionales muy diferentes. Durante décadas se
pensd que esta organela era tan solo la fuente energética
necesaria para el correcto funcionamiento celular. Mas tarde,
se observd que también desempena otras actividades esen-
ciales, entre las que destaca la regulacion de los niveles de
segundos mensajeros como el idn calcio (Ca**) y las especies
reactivas del oxigeno (ERO). Pero fue tan sélo hace una déca-
da cuando se observd que la mitocondria integra senales
inductoras de muerte y/o supervivencia a nivel de sus mem-
branas. El predominio de sefiales perjudiciales origina un incre-
mento en la permeabilidad de sus membranas que permite la
liberacion de proteinas solubles, mas de 70, de peso molecu-
lar inferior a 15 kDa, entre las que se encuentran el citocromo
¢, la pro-caspasa-9, la endonucleasa G, SMAC/DIABLO vy el fac-
tor inductor de apoptosis (AIF) (Patterson y cols., 2000). Este
proceso parece ser el punto de no retorno en la cascada de
sefializacion apoptotica ya que, una vez liberadas, estas protei-
nas reclutan y/o activan a otras rutas de sefializacion que con-
duciran de forma irreversible a la muerte de la célula. Asi,
mientras que el citocromo c entra a formar parte, como cofac-
tor, de un complejo multiprotéico denominado apoptosoma,
requerido para la activacion de la caspasa-9, el AIF desenca-
dena procesos de condensacion de la cromatina y frag-
mentacion del ADN de una forma independiente a la activacion
de miembros de la familia de caspasas.

Existe cierta controversia sobre los mecanismos implicados en
los procesos que median en dicha permeabilizacion, debido,
quizas, a que en muchos de los casos van a ser dependientes
del tipo celular y de la naturaleza del estimulo apoptético
(Kroemer y cols., 2007). En esta breve revision expondremos
los dos modelos propuestos para justificar dicha alteracion
(Figura 1).

Modelo 1. Formacion de un poro de permeabilidad
transitoria mitocondrial.

El poro de permeabilidad transitoria mitocondrial (PPTM) es un
complejo multiproteico en el que participan proteinas del cito-
plasma (la hexoquinasa), de la membrana externa mitocondr-
ial (el canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC)), de la
membrana interna (el transportador de nucledtidos de adeni-
na (ANT), y de la matriz mitocondrial (la ciclofilina D) (Figura
2) (Bernardi y cols., 1998; Johnson vy cols., 1999). Por todo
ello, este complejo soélo podra formarse en las zonas de union
de las membranas mitocondriales interna y externa, denomi-
nadas “zonas densas”. En condiciones fisioldgicas, los difer-
entes componentes del PPTM se encuentran separados desem-

pefiando cada proteina su funcion (Crompton, 2000). Cuando
un estimulo apoptdtico acontece, éstos se ensamblan dando
lugar a un poro que comunica el citoplasma con la matriz mito-
condrial. Este poro presenta un radio de 1.0 a 1.3 nm y su
apertura supone la permeabilizacion de las membranas mito-
condriales, lo que permite el paso de moléculas de un tamafo
inferior a los 15 kDa de una forma no selectiva y que, debido
a la diferencia osmodtica entre la matriz mitocondrial y el cito-
plasma, genera la entrada masiva de agua que origina la hin-
chazon de la organela (Hunter y cols., 1976). Esta hinchazdn
da lugar a una distension y distorsion de las crestas mitocon-
driales y, consiguientemente, a la ruptura de la membrana
externa mitocondrial. Dicho proceso es irreversible y conduce
a la liberacion de proteinas del espacio intermembrana al
citosol (Yang y cols., 1998; Petit y cols., 1998; Bernardi, 1999).

En la tabla I se resumen algunos de los factores que regulan
la formacion y apertura del PPTM; destacan el Ca**, las ERO y
determinados miembros de la familia de proteinas de Bcl-2.

En condiciones donde las concentraciones de Ca** citoplasmati-
co se encuentran elevadas de una forma sostenida, como
ocurre en los procesos neurodegenerativos producidos por
excitotoxicidad, la mitocondria mantiene activo el sistema de

Inductores: Inhibidores:
Bcl-2, Bcl-xL
Bax, Bid, Bad, Bak , Nur77, GD3, SOD, catalasa
Pi, Ceramida GSH, ATP, ADP
Acidos grasos T Adm
T [Ca*]c Mg*
T EROS Farmacos:
} pHi Ciclosporina A,
l Adm Ac. Bongkrekico,

Trifluoroperacina, Dibucaina,
Tamoxifeno.

Proteinas virales

captacion uniporte de Ca** debido a su baja afinidad, permi-
tiendo su entrada a la mitocondria. Sin embargo, se saturan los
sistemas responsables de la salida del cation, entre los que se
encuentra el antiporte 2Na*/Ca** y el antiporte Ca*/2H*. En
estas situaciones, la mitocondria no es capaz de incrementar
su [Ca*] indefinidamente y tiene lugar la formacion del PPTM
que permite la salida del Ca*. Se ha postulado que este pro-
ceso puede ser reversible y controlado en determinadas situa-
ciones. Sin embargo, en condiciones donde concurren incre-
mentos en estrés oxidativo y la presencia de sustratos como
fosfato, acetoacetato y oxalacetato, tendria lugar la formacion
del PPTM de forma irreversible.

Las ERO son capaces de inducir la apertura del PPTM (Atlante
y cols., 2000; Jordan y cols., 2002). La exposicion de mitocon-
drias a ERO provoca una disminucion de su contenido en resid-
uos tiol de la membrana y el colapso del potencial eléctrico
transmembranal mitocondrial (Apm) (Sakurai y cols., 2000),
hecho que es prevenido por la presencia de farmacos antioxi-
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dantes como la vitamina E o de glutation. Las ERO aumentan
también la sensibilidad del ANT por Ca2+. Ademas, aumentos
en los niveles de ERO son capaces de eliminar la especificidad
de ANT y modular positivamente su union a ciclofilina D para
que ésta entre a formar parte del PPTM.

En los Ultimos afos, el requerimiento de la formacién del PPTM
ha sido puesto en duda. Asi, se ha descrito la liberacién de
citocromo c vy la posterior activacion de caspasas sin una caida
detectable en el potencial de membrana mitocondrial y la rup-
tura mecanica de la membrana externa (Bossy-Wetzel vy cols.,
1998; Vander Heiden y cols., 1997). Es mas, se ha puesto de
manifiesto que alguno de sus componentes, como la ciclofilina
D y VDAC, no son necesarios para que tenga lugar el hin-
chamiento de la matriz mitocondrial (Baines y cols., 2005 y
2007).

Modelo 2. Insercion de proteinas en la membrana
externa mitocondrial

La familia del proto-oncogen Bcl-2 estd constituida por unos
veinticinco miembros reguladores clave del programa apoptéti-
co (Adams y Cory, 2001; Rong Yy cols., 2008; Dlugosz y cols.,
2006) que presentan hasta 4 regiones con una alta homologia
a Bcl-2 (regiones BH 1 a 4). Aquellos miembros que contienen
sélo la regidén BH3 presentan la caracteristica de ser proteinas
con actividad pro-apoptética y entre ellos, se encuentra la pro-
teina BAX (Bcl-2-associated X protein), Bak (Bcl-2-antago-
nist/killer), BIM y BID.

La forma en la que estas proteinas modulan los cambios en la
permeabilidad mitocondrial es todavia un enigma. Dejando a
un lado sus efectos sobre la formacion del PPTM, dichas pro-
teinas presentan una estructura que remeda a las toxinas de
algunas bacterias, como la difteria y las colicinas, con capaci-
dad para insertarse en membranas y formar poros que per-
miten la salida de ciertas proteinas.

Una caracteristica comun de las proteinas de esta familia es
que todas ellas poseen un dominio carboxilo terminal hidro-
fobo, el cual les permite insertarse en las membranas del
reticulo endoplasmico, la membrana externa mitocondrial y la
membrana nuclear externa (Akao y cols., 1994; Krajewski y
cols., 1993). La proteina BAX presenta este dominio ocupando
su surco hidrofébico, lo que hace que ésta resida inactiva en
citosol o anclada laxamente a la cara citosélica de membranas
de diversos organulos (Wolter y cols., 1997). Ante una sefal de
muerte celular, la proteina BAX se inserta en la membrana
externa mitocondrial en forma de homooligbmero. Para que

Figura 2. Estructura del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial.
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Figura 1. Modelos propuestos para la justificacion de los cambios de permeabil-
idad de la membrana externa mitocondrial.

este proceso tenga lugar, deben ocurrir tres etapas: primera,
la exposicion de un epitopo de 20 amino acidos del extremo
NH,-terminal que se encuentra ocluido e inactivo en BAX;
segunda, la unién a una proteina de la familia de Bcl-2 que
solo contiene la region BH3 que, tercera, causa la exposicion
del extremo C-terminal que contiene la secuencia de direc-
cionamiento mitocondrial y la de insercion en la membrana
(Cartron y cols., 2004). Este cambio conformacional ha sido
relacionado con alteraciones en el pH de su entorno, con cam-
bios en su estado red-ox y con su estado de fosforilacion.
Parece ser que esta Ultima es crucial, y asi se sabe que la
cinasa p38 de la familia de las cinasas activadas por mitégenos
(p38 MAPK) puede fosforilar a BAX en la serina 164. Por el con-
trario, la fosforilacion en la ser184 de BAX por la fosfatidil-inos-
itol-3 cinasa- y AKT/protein cinasa B, bloquea la traslocacion
de BAX hacia la mitocondria. Por Ultimo, la proteina HSP60
también participa en la regulacion de translocacion de BAX, al
formar complejos con BAX e inhibe su traslacion. En modelos
de muerte celular se han descrito disminuciones de los niveles
de esta chaperona que facilitaria el movimiento de BAX.

Otra proteina de la familia de Bcl-2 que migra a la mitocondria
durante los procesos de muerte celular es BID. Esta proteina
es activada por la caspasa-8 dando lugar a una forma trucada,
t-bid, que es capaz de migrar hasta mitocondria, alterando su
permeabilidad. Dicha migracion es considerada como el nexo
de unidn entre las cascadas de sefializacion apoptdticas medi-
adas por la caspasa-8 activada por sefales de receptores de
muerte celular en superficie que participan en la via extrinse-
ca. La forma t- BID es capaz de producir alteraciones en la per-
meabilidad de los liposomas y permitir la salida de su interior
del citocromo c.

Finalmente, algunos miembros de la familia de Bcl-2 han sido
propuestos como moduladores de la formacion de PPTM (mod-
elo 1). Un ejemplo lo constituye el Bcl-2, que inhibe la forma-
cién del PPTM, produciendo la estabilizacién de la membrana
mitocondrial, aumentado la capacidad amortiguadora de Ca* y
protegiendo al Agm frente a diversos estimulos. Dos son las
teorias postuladas para justificar dichos efectos: La primera se
basa en una interaccién directa con un residuo tiol de la
secuencia de ANT. Y la segunda en la capacidad de ocluir el
VDAC a través de su dominio BH4. La proteina Bcl-xL estimula
el cierre de VDAC, mientras que BAX y Bak promueven su
apertura.

Conclusion.

El hecho de que alteraciones en la permeabilidad de las mem-



branas mitocondriales constituya el punto de “no retorno” den-
tro de las cascadas de senalizacion de muerte celular, convierte
a este campo en centro de la bisqueda de nuevas moléculas
capaces modular dichos procesos. Un ejemplo lo constituye el
farmaco inmunosupresor ciclosporina A, que, al inhibir la
actividad isomerasa de la ciclofilina D, y asi, la formacion del
PPTM, es eficaz en la proteccion de las células frente a difer-
entes estimulos apoptdticos; o el disefio de nuevos farmacos
anti-tumorales que son capaces de generar cambios en la per-
meabilidad de las membranas, precipitando la muerte celular.
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La Cronobiologia es una ciencia que comienza a desarrollarse
a partir de los aflos 60, cuyo objetivo se centra en el estudio
de los ritmos bioldgicos, es decir, de los cambios periddicos, y
por tanto previsibles, en una variable bioldgica. Entre otros
temas, se ocupa de responder a las preguntas: épor qué
dormimos por la noche?, épor qué el nimero de linfocitos en
sangre venosa humana se duplica hacia las 2 de la madruga-
da?, épor qué una copa de vino produce mayores niveles de
alcoholemia por la mafiana que por la tarde?, o équé es lo que
desencadena la reproduccién de muchos animales en un peri-
odo concreto del afo?

Debido a su importancia para la supervivencia de las especies,
la seleccion natural ha favorecido que todos los organismos,
desde procariotas hasta humanos, posean relojes capaces de
generar oscilaciones con periodos de aproximadamente 24
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_La Yentana del
Fisiologo

horas (reloj circadiano). Aunque las bases moleculares del reloj
circadiano de vertebrados se fundamentan en mecanismos
basicos comunes, su organizacion anatdmica y funcional difiere
entre los grupos animales. En peces, anfibios, reptiles y aves,
el érgano pineal, que posee fotorreceptores directos, desem-
pefia funciones de marcapasos circadiano, con independencia
de que otras estructuras hipotaldmicas también la desem-
pefien. En mamiferos, el reloj o marcapasos circadiano princi-
pal se localiza en los ndcleos supraquiasmaticos de hipotalamo
(NSQ): dos pequeios nucleos de unos pocos miles de neu-
ronas, localizados a cada lado del tercer ventriculo y en posi-
cion dorsal con respecto al quiasma Optico. La generacion de
oscilaciones de periodo circadiano en la actividad nerviosa y
humoral de los NSQ parece ser el resultado de la actuacion de
relojes moleculares en cada una de las neuronas individuales
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de los mismos, aunque parece mas que probable la partici-
pacion de células gliales. Con su actividad ritmica, los NSQ son
los responsables de la coordinacién de la mayoria de los ritmos
circadianos de mamiferos. No obstante, para que estos ritmos
contintien sincronizados con los ciclos ambientales es necesario
que el marcapasos circadiano se ponga en hora periddica-
mente por la actuacion de determinados factores ambientales
(sincronizadores o zeitgebers) que oscilan ritmicamente, sien-
do el mas importante el ciclo luz-oscuridad. La informacion féti-
ca es recogida en la retina por unas células ganglionares espe-
cializadas o "cronoreceptores” y alcanza al NSQ a través del
tracto retinohipotaldamico.

Los NSQ difunden su sefal ritmica mediante sefiales nerviosas
0 mediante intermediarios humorales como la melatonina, o la
prokineticina 2. La melatonina es una hormona producida por
la gldndula pineal bajo el control directo de los NSQ, cuyas
propiedades antioxidantes la sitian en un primer plano de
actualidad. Su secrecién se eleva coincidiendo con el periodo
de oscuridad en todas las especies, ya sean diurnas o noctur-
nas y, por tanto, permite medir la duracién de la noche, es
decir, funciona como reloj y calendario endocrino.

Ademas, el sistema circadiano se compone de numerosos
osciladores secundarios (cortex cerebral, higado, rifidn...),
capaces de producir oscilaciones circadianas, que, en condi-
ciones normales se encuentran bajo el control de los NSQ.
¢Para qué necesita un animal disponer de un reloj de 24 horas?
La respuesta, aunque pueda sorprender es simple: para antic-
iparse a los cambios periddicos, y por tanto previsibles, del
ambiente. Los animales capaces de anticipar la llegada del
invierno podran iniciar la migracién con tiempo suficiente para
no morir helados, o podran programar la reproduccion para
que las crias nazcan en el momento mas adecuado, maxi-
mizando su supervivencia. La anticipacién también permite
optimizar los procesos fisioldgicos; asi, si un animal recibe la
comida todos los dias a la misma hora, al cabo de un tiempo,
su apetito y su fisiologia digestiva se sincronizaran a dicho
horario y todo su sistema enzimatico, hormonal y metabdlico
estard preparado para ingerir y asimilar los nutrientes de un
modo altamente efectivo. Para un animal en libertad, la
alteracion de su sistema circadiano aumentaria su nivel de
depredacion como consecuencia de un horario de actividad-
reposo inadecuado, disminuiria su eficiencia reproductiva por
falta de sincronia entre la fertilidad de los sexos y por la mayor
mortalidad de las crias.

Los sistemas bioldgicos sélo pueden ser funcionalmente efi-
caces si se mantiene el adecuado orden temporal entre las
diferentes variables. Imaginemos, por ejemplo, las alteraciones
que se generarian si las actividades de las enzimas lipoliticas y
lipogénicas de los hepatocitos aumentaran simultdneamente y
no de forma alterna, o que el ritmo en la generacién de
especies reactivas de oxigeno se encontrase en antifase con
respecto al de los sistemas antioxidantes, con el consiguiente
aumento del dafio oxidativo. La alteraciéon de este orden tem-
poral interno puede constituir un factor desencadenante de
diversas patologias, entre las que se encuentran ciertos tipos
de cancer, sindrome metabdlico, hipertension, etc.

La Cronobiologia introduce una nueva dimension en la Biologia
y la Medicina: el tiempo. Cuando integramos el tiempo en la
biologia observamos que la fisiologia, la bioquimica y la con-
ducta de cada ser vivo es diferente en funcién de la hora del
dia y del dia del afio en el que se estudie. Ademas, las oscila-
ciones en las variables bioldgicas constituyen en si mismas un
sistema de sefializacion cuyo lenguaje estamos comenzando a
comprender.

Desde el punto de vista de la investigacion basica, los experi-
mentos basados en la obtencion de una medida Unica son de
dudosa validez, ya que el valor en un momento dado no tiene
por qué ser el que se obtendra en otro momento del dia o de
la noche. La rata, probablemente el animal mas utilizado en
estudios experimentales en fisiologia, es un animal nocturno,

mientras que la mayoria de las pruebas y de los pardmetros
que cuantificamos se realizan durante el dia, ése obtendrian los
mismos resultados si el estudio se realizara durante la noche
en la fase de actividad del animal?

Desde el punto de vista clinico, resulta sorprendente constatar
que muchos médicos (encuestados por el Instituto Gallup por
encargo de la American Medical Association) desconocian que
algunas enfermedades comunes se agudizaban en determina-
dos momentos del dia, como ocurre con el asma durante la
noche, o que un paciente normotenso en la mafiana puede ser
hipertenso por la noche, o que los efectos de los medicamen-
tos no son los mismos dependiendo de la hora de adminis-
tracion. La utilizacién de pautas cronoterapéuticas, en las que
los farmacos se administran segln las horas en las que pro-
ducen menos efectos toxicos para el paciente, ha conseguido
mejorar en gran medida la eficacia de los tratamientos y
aumentar la dosis tolerada, lo que resulta especialmente
interesante cuando se aplica a enfermedades como el cancer,
en las que la supervivencia del individuo puede depender de la
dosis de farmaco que tolere.

En definitiva, la incorporacién de la dimension temporal en la
fisiologia ha de verse como una posibilidad de ampliar nuestro
conocimiento del funcionamiento de los sistemas, lo que sin
duda redundara en una mejora de las herramientas terapéuti-
cas y, por ende, de nuestra calidad de vida.

Madrid, J.A. Rol de Lama, M.A..(Editores).
Cronobiologia basica y clinica.
Editec@red. Madrid ISBN 84-934510-3-7.
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