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Microscopio directo para experimentos de Patch-clamp
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Profundice mas en su muestra

El microscopio Eclipse FN1 le permitira llevar sus
aplicaciones electrofisiolégicas a nuevos horizontes

= El objetivo Plan 100x W (AN 1.1, WD 2.5mm) es el
primer objetivo de inmersion en agua con anillo
de correccion. Este anillo corrige la aberracion
esférica permitiendo compensar la variacion
de temperatura fisiolégica y del espesor de la
muestra. Asimismo mantiene una excelente
tranmision en el infrarrojo.

* El nuevo objetivo de larga distancia de trabajo
CFI75 LWD 16x W permite visualizar el area
total de la muestra. En combinacion
con el médulo de magnificacién
es posible, de forma fécil, .
cambiar a altos aumentos &
y alta resolucion sin s .
cambiar el objetivo.

* El disefio del microscopio y de los objetivos,
mas finos y delgados, permite tener mas
espacio para el manejo de los electrodos.

* Todos los objetivos dedicados a patch-clamp
estan libres de aberracion cromatica desde el

Y- visible hasta la region del IR.

* Virtualmente desprovisto de ruido eléctrico y
con manejo libre de vibraciones.
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Ejemplo de sistema: configuracién con equipe de manipulacian Narishige
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C/ Aragoneses 13, Poligono Industrial de Alcobendas

28108 Alcobendas (Madrid)
Tel.: 502 20 30 80 - Fax; 902 20 30 81
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de distribucion. Alternativamente, consultar los arti-
culos de los nimeros anteriores en la pagina web
http://www.seccff.org.

Los articulos podran contener resultados ya publi-
cados, siendo entonces responsabilidad exclusiva
de los autores obtener los permisos correspondien-
tes de las revistas o libros donde hayan sido publi-
cados originalmente. Debido a la pretension divul-
gativa, cada autor podra organizar el texto en la
forma que crea mas oportuna, si bien se sugiere
una division en secciones que facilite su lectura.

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

b.Bibliografia. Las referencias, muy selecciona-
das, se insertaran en el cuerpo del texto entre
paréntesis (ejemplo: Chacon y Mairena, 1999). La
relacion completa de referencias bibliograficas
debera incluirse al final del texto, por orden alfabé-
tico y cronoldgico, de acuerdo a los formatos mas
habituales. Ejemplo: Gémez J, Belmonte J (1910)
Deciphering bullfighting. J Taurom 57: 200-235.

c.Pies de figuras. Deberdn incluirse a continua-
cion de la bibliografia y en paginas aparte.
d.Figuras. Su nimero no debera ser superior a 2-
3 por articulo, y el tamafio maximo aceptado sera
el de una hoja impresa (DIN-A4). No se publicaran
imagenes en color. En el caso de figuras previamen-
te publicadas, si fuere necesario, debera acompa-
flarse autorizacién para su reproduccién en
Fisiologia.

éQué beneficios reporta ser miembro de la
SECF?

La finalidad de la SECF es el cultivo y el fomento de
todo lo que pueda contribuir al desarrollo de las
Ciencias Fisioldgicas en Espafia, sin caracter lucra-
tivo (articulo 2 de los estatutos). En consecuencia,
ser miembro de la SECF reporta una serie de bene-
ficios a todas aquellas personas que desarrollen
actividades relacionadas con la Fisiologia, entre los
que cabe incluir:

<Descuentos en las cuotas de inscripcion del
Congreso.

=Ayudas para la organizacion de actividades cien-
tificas.

*Becas para la asistencia a Congresos Nacionales
o Internacionales.

=Acceso on-line libre a la revista Acta Physiologica.

=Recibir 2 nimeros/afio de la revista “Fisiologia”,
editada por la SECF.

=Recibir informacion periédica sobre congresos,
ayudas y otras actividades nacionales y/o inter-
nacionales relacionadas con la Fisiologia.

=Recibir los Boletines de la FEPS en version elec-
tronica.

=Acceso a materiales de libre disposicion colgados
por miembros de la SECF.

=Acceso a y distribucion de informacion en la pagi-
na web de la Sociedad sobre docencia, grupos de
investigacion y noticias de Ultima hora, entre
otras.
éComo hacerse socio de la SECF?

Hacerse socio de la SECF es tan simple como relle-
nar un formulario al que puede accederse a través
de la pagina web de la Sociedad Espariola de Ciencias
de Fisiologia (http://www.seccff.org/altasocio.php).
Las solicitudes recibidas seran evaluadas por la
Comision de Admision y la aprobacion definitiva de
los nuevos socios tendra lugar en la Asamblea
General de la SECF, que se celebrara durante el
Congreso bianual de la Sociedad.
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EMCCD Camera

Did you ever dream of having really a 1k x 1k ultra
high sensitive camera? Neither the distorted images
form the image intensifiers nor the thumbnail sized

images from the Electron Multiplying Cameras?

“Dr. G, I. Mashanov, MRC Natl. Inst. Med. Res. UK
(“GMview" Image Processor), rec. with C8100-71."

Es )
C9100-02

Megapixel Resolution
High Gain
Very Low Read out Noise
High Speed (More than 30 MHz Pixel Clock)
High Quantum Efficiency

Additional features of these on-Chip Gain Cameras:
Resistance against Overexposure

High Image Repetition Rates

Backthinned 512 x 512 Type available

Applications:

@ Single Molecule Fluorescence

@ Intracellular Imaging

@ High Speed Fluorescence Imaging
® Intravital Microscopy

Hamamatsu Photonics France S.A.R.L.

Spain-Portugal
Tel.: +34 (0) 93 582 44 30, Fax: +34 (0) 93 582 44 31

e-mail: spain@hamamatsu.com, www.hamamatsu.es
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XXXIV CONGRESO DE LA
SOCIEDAD ESPANOLA DE
CIENCIAS FISIOLOGICAS.

Valladolid Julio de 2007.
Estimados colegas,

La Sociedad Espafiola de Ciencias Fisioldgicas (SECF)
celebra su XXXIV Congreso en Valladolid, del 3 al 7
de julio de 2007. Después del éxito cosechado en los
anteriores congresos de la SECF, esperamos que el
préximo Congreso de Valladolid proporcione el mejor
foro para la presentacion, discusion e intercambio de
conocimientos recientes en el area de la Fisiologia, y
que los resultados presentados puedan generar nue-
vas ideas, colaboraciones y proyectos de investiga-
cion. En los Ultimos afios, nuestro Congreso ha
aumentado su cardacter internacional, utilizandose el
inglés como idioma oficial del mismo, al desarrollar-

Society, y Carlos Romero (Mayo College of Medicine),
quien recibird el premio Juan Negrin 2007. Ademas
de las habituales conferencias plenarias, comunica-
ciones orales y en forma de poster, se desarrollaran
12 simposios en los que se abarcara gran parte de
las lineas de investigacion en Fisiologia, incluyendo
también aspectos metodoldgicos, como las nuevas
técnicas de imagen y el desarrollo de patentes y la
propiedad intelectual.

El Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular
y Fisiologia, el Instituto de Biologia y Genética
Molecular (IBGM, CSIC) y la Facultad de Medicina de
la Universidad de Valladolid, que este afio celebra su
600 aniversario, acogen con gran ilusion el reto de
organizar este Congreso en el que, ademas de inter-
cambiar nuevas ideas y conocimientos, esperamos
podais disfrutar de una ciudad histérica como
Valladolid con su rico patrimonio monumental, cultu-
ral, enoldgico y gastrondmico.

Desde aqui, queremos invitar cordialmente a todos

los miembros de la SECF y otros colegas interesados
del ambito de la Biomedicina a acudir al Proximo
Congreso de la SECF que se celebrara el proximo
julio en Valladolid.

se en estrecha colaboraciéon con otras sociedades
europeas de la FEPS (Federacion Europea de
Sociedades de Fisiologia), particularmente con la
Physiological Society. EI XXXIV Congreso también se
desarrollara en colaboracion con la Physiological
Society. El congreso espera reunir entre 400 y 500
participantes, incluyendo a Ole H. Petersen (Liverpool
University), actual presidente de la Physiological

VY . L
EMCCD: CAMARAS ULTRARRAPIDAS Y ALTA SENSIBILIDAD

BN

En aquellas aplicaciones con intensidades luminicas muy
bajas y que requieran amplio rango dinamico (microscopia
de fluorescencia, biotecnologia, astronomia... ) ofrecemos
la solucion ideal proporcionando camaras de alta
sensibilidad ( deteccidn de foton Unico ) a elevadas
frecuencias de imagen ( hasta 35 MHz ).

Constancio Gonzalez

Presidente del XXXIV Congreso de la SECF
Valladolid, 31 de octubre de 2006.

Andor Technology presenta su nueva camara iXON con
la innovadora tecnologia EMCCD ( Electron Multiplying
Charge Coupled Device ) basada en una multiplicacion
de electrones que intensifica la senal recibida en el CCD
con ganancias desde 1 hasta 1000 manteniendo el ruido
de lectura inapreciable. Con sellado hermeético en vacio,
alta eficiencia cuantica ( >90% ) v refrigeracion
termoeléctrica ( -100°C ) permitiendo largos tiempos de
exposicion con corriente oscura insignificante.

info@iberlaser.com
www.iberlaser.com
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TECNOLOGIASANITARIAYCIENTIFICA

GRUPO TAPER, S.A. se funda en junio de 1989 mediante la agregacion de seis
empresas que contaban con una experiencia de mas de 25 afios en la distribucién
de productos sanitarios y cientificos.

G 2N PAC RALL

EDIC ENDOSCOPIA

"TECNOLOGIASANITARIAYCIENTIFICA

s
DA CASTDEL MEDICO

VANGUARC'S EN TECNOLOGIA SAN TARLA
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Desde el ario 2004, las actividades de las compafias que formaban el Grupo (Endoscopia
Medica, Pacisa y Giralt, La Casa del Medico y Dissa) han sido absorbidas e integradas en
un unica empresa denominada Grupo Taper, S.A. Dentro de |a estrategia de expansion del
grupo, ha extendido sus actividades a Portugal, mediante |a adquisicion de tres empresas,
lo que situa a GRUPO TAPER, S.A. entre |as primeras companias de distribucion de productos
sanitarios y cientificos de la peninsula ibérica, con un equipo de mas de 140 profesionales y
unos fondos propios de 24 millones de Euros.

Avda. Industria, 49 = Edificio Fresno. 22 pl. - Pol. Ind. = 28108 ALCOBENDAS (Madrid)
Teléfono: 916 596 520 - Fax: 916 610 084 / e-mail: informacion@grupotaper.com

www.GRUPOTAPER.com
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ACTUALIZACION

Un numero creciente de evidencias experimentales ha demostrado que los aspectos clave del desarrollo y fun-
cion del eje reproductor tales como la pubertad, el control hormonal de la ovulacion, la modulacion de la secre-
cion de gonadotropinas o la regulacion de la reproduccion por sefiales metabolicas y nutricionales, dependen
de las neuronas KiSS-1 hipotalamicas, que operan como auténticos integradores de los diversos factores que

regulan la reproduccion.

'‘Nuevas’ Sefales en Reproduccion:
Papel Esencial del Sistema KiSS-1/GPR54.

Manuel Tena-Sempere.
RESUMEN

A pesar de constituir un area muy dinamica dentro de la
Endocrinologia Experimental y Clinica, existia la impresion
generalizada de que las bases fundamentales de los mecanis-
mos de control neuroendocrino de la funcidén reproductora
habian quedado ya bien definidas en las Ultimas décadas. Este
‘placido’ panorama ha sufrido recientemente (desde finales de
2003) una auténtica convulsion con la identificacion del papel
absolutamente esencial del sistema KiSS-1/GPR54 en el control
del desarrollo y funcion de sistema reproductor. De hecho, en
los dos ultimos afios, un nimero creciente de evidencias expe-
rimentales han sustanciado el papel clave de este ‘nuevo’ sis-
tema en la regulacion de aspectos tan relevantes de la funcion
reproductora como la pubertad, el control feedback de la
secrecion de gonadotropinas, la liberacion pre-ovulatoria de la
hormona luteinizante (LH) y el control metabdlico de la repro-
duccion. Por todo ello, se ha propuesto (probablemente sin
exceso) que la identificacion de la faceta reproductora del sis-
tema KiSS-1/GPR54 representa el hallazgo mas relevante en la
Fisiologia de la Reproduccion desde la caracterizacion y aisla-
miento, a inicio de los afios 70, de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH). En esta puesta al dia, se resume de
modo somero algunos de los aspectos mas destacados de este
apasionante sistema fisioldgico.

INTRODUCCI('?N: CONTROL NEUROENDOCRINO DE LA
REPRODUCCION

La reproduccion, definida por la capacidad de generar game-
tos viables, posibilitar su fertilizacion, y sustentar la gestacion
y eventual lactancia, es la funcion bioldgica clave que asegura
la supervivencia de las diversas especies. En mamiferos, los
sistemas de control de la funcidn reproductora son altamente
sofisticados y presentan distintos niveles de organizacion fun-
cional, englobando desde sefiales neuroendocrinas y hormo-
nas sistémicas a factores producidos localmente. Desde el
punto de vista neuroendocrino, la regulacion de la capacidad
reproductora es llevada a cabo por el eje endocrino de la
reproduccion o gonadotrdpico. El elemento jerarquico clave en
este sistema es el decapéptido hipotalamico GnRH (hormona
liberadora de gonadotropinas), que estimula potentemente la
sintesis y liberacion hipofisaria de las gonadotropinas, LH y
FSH (hormona foliculo-estimulante). Estas, a su vez, actlan
sobre receptores especificos a nivel gonadal, siendo esenciales
tanto para la correcta produccion de gametos maduros a par-
tir de la pubertad (gametogénesis), como para la secrecion de
esteroides y otras hormonas gonadales (hormonogénesis)
(Tena-Sempere & Huhtaniemi, 2003).Las hormonas gonadales,
por su parte, participan en la regulacion funcional del eje
gonadotropo mediante circuitos feedback negativos y positi-
vos. A pesar de que estos elementos basicos del sistema neu-
roendocrino de la reproduccidn son bien conocidos desde hace
décadas, es ésta un area especialmente dinamica de la

Endocrinologia (tanto Clinica como Experimental), con nume-
rosos estudios publicados en afos recientes en facetas tan
diversas como sefializacion intracelular y mecanismos molecu-
lares de accion, interaccion con otros sistemas endocrinos y
posible disrupcion por factores ambientales con actividad hor-
monal, entre otras.

Dada su posicion jerarquica clave, numerosisimos reguladores
del eje reproductor actdan primariamente sobre el generador
hipotalamico de pulsos GnRH (Tena-Sempere & Huhtaniemi,
2003). Asi, el sistema GnRH es considerado como el elemento
integrador clave de moduladores centrales y periféricos del sis-
tema reproductor, y la via final comun para la transferencia de
sefiales a niveles ‘inferiores’ de este eje (hipdfisis-gonadas)
(Herbison & Pape, 2001). Un aspecto interesante del sistema
GnRH es que su desarrollo y la adquisicion de su capacidad
secretora son muy anteriores a su plena activacion en la
pubertad. De otra parte, la expresion hipotalamica de GnRH
parece considerablemente estable incluso en situaciones defi-
nidas por cambios muy sustanciales de la funcion del eje gona-
dotropo en el periodo adulto, tales como la gonadectomia o la
subnutricion. Todo ello sugiere que son los cambios en los sis-
temas reguladores (centrales y/o periféricos) de su secrecion
los que determinan el estado de quiescencia o activacion del
generador de pulsos GnRH, y por extension, del eje reproduc-
tor. Por todo ello, una buena parte de los esfuerzos investiga-
dores acometidos en este area en los Ultimos afios se ha enca-
minado a elucidar los sistemas y circuitos implicados en el con-
trol (activador e inhibidor) de la secrecion de GnRH.

SISTEMA KISS-1/GPR54:
IDENTIFICACION Y PRIMERAS FUNCIONES
CONOCIDAS

El sistema KiSS-1/GPR54 es un sistema ligando-receptor, ini-
cialmente identificado en el contexto de la biologia del cancer.
Asi, KiSS-1 fue clonado en 1996 como un gen supresor de
metastasis cuya expresion aparecia suprimida en lineas celula-
res de melanoma con alta capacidad invasiva (Lee & Welch,
1997). El producto del gen KiSS-1 es una proteina precursora
de 145 amino acidos que por procesamiento proteolitico resul-
ta en la generacion de la metastina (54 amino acidos) y otros
péptidos de menor tamario, tales como kisspeptina-14, kiss-
peptina-13 y kisspeptina-10, que forman la familia de las kiss-
peptinas (Ohtaki y cols., 2001; Kotani y cols., 2001). Por su
parte, el GPR54 se identificd en 1999 como un receptor huér-
fano acoplado a proteinas G con siete dominios transmembra-
na y cierto grado de similitud con los receptores de Galanina
(GalR1 45%, GalR2 44% y GalR3 45%) (Lee y cols., 1999). En
términos funcionales, estudios en sistemas celulares heterdlo-
gos demostraron que este receptor emplea la ruta de los inosi-
toles fosfato y calcio intracelular, resultando su activacién en la
produccion de acido araquiddnico vy la fosforilacion de kinasas
intracelulares, tales como ERK 1/2 y p38 kinasa (Kotani y cols.,
2001). La demostracion de que la metastina y otras kisspepti-



nas son los ligandos enddgenos de GPR54 se produjo final-
mente en 2001, momento en que se comprobd que la region
de 10 aminoacidos del extremo C-terminal (kisspeptina-10) es
suficiente para producir una maxima activacion de GPR54.
Como se ha indicado, las primeras funciones bioldgicas asigna-
das al sistema KiSS-1/GPR54 se relacionaron con su papel en
la supresion de metastasis (de ahi el nombre de metastina).
Asi, diversos estudios experimentales demostraron la posible
funcion anti-metastética de KiSS-1 en diversos tumores tales
como melanoma, cancer de mama, cancer de tiroides y cancer
de pancreas, entre otros (Colledge, 2004). No obstante, la
relevancia y/o el potencial uso terapéutico de las acciones anti-
metastaticas de las kisspeptinas no se han esclarecido hasta la
fecha. Junto a sus posibles efectos anti-tumorales, los analisis
de expresion de KiSS-1 y GPR54 en tejidos humanos y de roe-
dores permitieron identificar posibles sitios adicionales de loca-
lizacion de éstos, tales como la placenta y diversas areas del
sistema nervioso central (KiSS-1 y GPR54), asi como la hipfi-
sis, la médula espinal y el pancreas (GPR54) (Kotani y cols.,
2001). Estas observaciones, unidas a las caracteristicas estruc-
turales de la proteina KiSS-1 (sugestivas de la generacion de
factores secretados), hicieron prever la posible implicacion de
este sistema en funciones bioldgicas adicionales, tales como el
control de la secrecién de oxitocina y la fisiologia placentaria.
Este ultimo fendmeno es especialmente interesante dadas las
similitudes entre la nidacion placentaria y la invasion tumoral.
Sin embargo, la importancia funcional del sistema KiSS-1 en el
control de la invasion del trofoblasto es alin objeto de intenso
debate.
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Kisspeptina-10

Figura 1: Efecto de la administracion intracerebroventricular de dosis crecientes
de kisspeptina-10 (Kp-10) sobre la secrecion de LH en ratas peripuberales. Las
respuestas hormonales se monitorizaron a los 15 min tras la administracion de
un rango de dosis de Kp-10 (5 nmol, 1 nmol, 500 pmol, 100 pmol, 10 pmol, 1
pmoly 100 fmol). La dosis eficaz 50 (ED50) para Kp-10 en términos de respues-
ta de LH es aproximadamente 2 nmol. Tomado de Navarro y cols. 2005b, con
modificaciones.

SISTEMA KISS-1 Y CONTROL DE LA REPRODUCCION:
NACE UNA ‘ESTRELLA’

La existencia de una asociacion entre el sistema KiSS-1/GPR54
y el control de la funcion reproductora fue puesta de manifies-
to a finales de 2003, mediante la demostracion de diversas
deleciones y mutaciones inactivantes del gen GPR54 en
pacientes con hipogonadismo hipogonadotrdpico idiopatico
(IHH) (de Roux y cols.,, 2003; Seminara y cols., 2003).
Simultaneamente, se demostré que los ratones genéticamente

modificados con inactivacion de GPR54 presentan un fenotipo
de hipogonadismo similar al observado en humanos (Seminara
y cols., 2003). El analisis combinado de los modelos humano y
murino demostré una profunda hipoplasia de los genitales
internos y externos en los individuos con inactivacion de
GPR54, asi como muy bajos niveles circulantes de esteroides
sexuales y gonadotropinas (de Roux y cols., 2003; Seminara y
cols., 2003). Por el contrario, la respuesta hipofisaria a GnRH
estaba conservada en ausencia de GPR54, al igual que el con-
tenido hipotalamico de este neuropéptido. Estas observaciones
demostraron que la ausencia funcional de GPR54 no altera sus-
tancialmente el proceso normal de migracién de las neuronas
GnRH desde la placoda olfatoria al hipotalamo en etapas tem-
pranas del desarrollo, ni acarrea un defecto primario en los
mecanismos de secrecion de gonadotropinas a nivel hipofisa-
rio. Por el contrario, estos datos sugieren que la inactivacion de
GPR54 conlleva un fallo primario en los sistemas reguladores
de la secrecion de GnRH hipotalamico, poniendo de manifies-
to un papel previamente insospechado, y absolutamente esen-
cial, del sistema KiSS-1 en el control central del eje reproduc-
tor.

Estas observaciones experimentales atrajeron inmediatamente
la atencién de numerosos grupos de investigacion (incluido el
nuestro), que se ‘embarcaron’ en la caracterizacion del papel
fisioldgico del sistema KiSS-1/GPR54 en el control de la repro-
duccidn. Las evidencias experimentales acumuladas en los Ulti-
mos dos afios han confirmado plenamente la funcion crucial de
KiSS-1, apuntada ya en los primeros estudios genéticos.
Ejemplificaremos a continuacion la importancia del sistema
KiSS-1 mediante la revision somera de su papel en aspectos
tan relevantes de la funcion reproductora como la pubertad, el
control feedback negativo de la secrecion de gonadotropinas,
la liberacién pre-ovulatoria de LH y el control metabdlico del
eje gonadotropo.

SISTEMA KISS-1 Y PUBERTAD

La demostracion de ausencia de desarrollo puberal en huma-
nos y ratones portadores de mutaciones inactivantes del
GPR54 sugirieron ya un papel relevante de éste en el control
de la pubertad (Seminara y cols., 2003). Los estudios experi-
mentales realizados posteriormente han permitido sustanciar
la funcion clave del sistema KiSS-1/GPR54 en la activacion del
eje gonadotropo asociada a la pubertad. Asi, los primeros ana-
lisis de expresion en el hipotalamo de ratas macho y hembra a
lo largo del desarrollo postnatal ya demostraron que los nive-
les de mRNA de KiSS-1 y GPR54 son relativamente bajos en el
periodo prepuberal y aumentan coincidiendo con la llegada de
la pubertad (Navarro y cols. 2004a). Observaciones similares
se han obtenido en primates, confirmando que el incremento
de la sefializacion KiSS-1/GPR54 es clave en el desencadena-
miento de la pubertad (Shahab y cols., 2005). Mas aun, la
administracion cronica de kisspeptina-10 en ratas prepuberales
fue capaz de desencadenar pubertad precoz, estimada por un
avance significativo en la edad de apertura vaginal y una ele-
vacion muy significativa del peso de Utero y los niveles circu-
lantes de LH, FSH y estradiol (Navarro y cols.,, 2004b).
Adicionalmente, estudios en roedores han demostrado un
incremento en la sensibilidad a las acciones estimuladoras de
kisspeptinas en torno a la pubertad (Castellano y cols., 2006a).
Todo ello sugiere que la activacion peripuberal del sistema
hipotalamico KiSS-1/GPR54 es un proceso altamente regulado,
fundamental para el desencadenamiento de la pubertad en
mamiferos.

SISTEMA KISS-1 Y CONTROL DE GONADOTROPINAS:
FEED-BACK NEGATIVO

Uno de los aspectos mas destacados de las acciones de las
kisspeptinas sobre el eje gonadotropo es su extraordinaria
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Figura 2: Modelo tentativo del papel del sistema KiSS-1 en el eje neuroendocri-
no de la reproduccion. Las neuronas hipotalamicas KiSS-1 operarian como inte-
gradores de numerosos reguladores centrales y periféricos, que incluyen los
esteroides gonadales (Estradiol: E2; Testosterona: T), la hormona de origen adi-
poso, leptina, que por esta via participaria en funciones tan relevantes como el
control feed-back negativo y positivo de la secrecion de GnRH/LH y la modula-
cion de la funcion gonadal por sefiales metabdlicas y nutricionales. Tomado de
Tena-Sempere, 2006, con modificaciones.

potencia a la hora de inducir la liberacién de LH y FSH. De
hecho, la capacidad de kisspeptina-10 y metastina de estimu-
lar fuertemente la secrecién de gonadotropinas fue una de las
primeras facetas del sistema KiSS-1 caracterizada en detalle
tras la identificacion inicial del hipogonadismo asociado a inac-
tivacion de GPR54. Asi, en el plazo de aproximadamente un
afo desde la publicacién de los trabajos de Roux y Seminara
(2003), diversos grupos demostraron de modo independiente
la capacidad de las kisspeptinas de inducir la secrecién de LH
en diversas especies, tales como rata, raton, oveja, mono vy,
mas recientemente, humanos (revisado en Tena-Sempere,
2006). La evaluacién comparativa de éstos y otros resultados
previos (sobre la capacidad de diversos reguladores de estimu-
lar la secrecién de gonadotropinas) permite afirmar que las
kisspeptinas son el mas potente estimulador del sistema
GnRH/LH conocido hasta la fecha.

Una prueba adicional de la importancia fisiolgica del sistema
KiSS-1 en el control de la secrecion de gonadotropinas fue
aportada por los estudios de expresion hipotaldmica del gen
KiSS-1 tras la eliminacion de sefiales gonadales inhibitorias
mediante gonadectomia. En este modelo se produce, como es
bien sabido, una drastica elevacion de los niveles circulantes
de LH y FSH, que se asocia a un aumento muy significativo en
la expresion hipotalamica de KiSS-1 (y en menor medida de
GPR54) en ratas macho y hembra. Esta elevacién post-gona-
dectomia en los niveles hipotalamicos de KiSS-1 y circulantes
de LH y FSH pudo ser bloqueada por el reemplazamiento hor-
monal con andrégenos o estrégenos (Navarro y cols., 2004a).
Estas observaciones iniciales han sido recientemente amplia-
das mediante analisis de hibridacién in situ, que mostraron un
incremento muy significativo del mRNA de KiSS-1 en el nlcleo
arcuato hipotaldmico de ratones macho y hembra tras la gona-
dectomia, fendmeno que fue igualmente revertido por la admi-
nistracion sustitutiva de testosterona y estradiol (Smith y cols.,
2005a; 2005b). Asi, la estrecha correlacion entre los niveles

circulantes de gonadotropinas y la expresion de KiSS-1 en
nucleo arcuato sugiere que éste es un elemento clave en la
regulacion feedback negativa de la secrecién de LH y FSH por
esteroides gonadales (Tena-Sempere, 2005).

SISTEMA KISS-1 Y LIBERACION PRE-OVULATORIA DE
LH: FEED-BACK POSITIVO

La extraordinaria potencia de KiSS-1 en la induccion de la
secrecion de LH hizo pensar desde un inicio en su posible
implicacion en la generacion de la liberacién de la secrecion
pre-ovulatoria de gonadotropinas caracteristica del ciclo repro-
ductor femenino. De hecho, recientemente se ha demostrado
que la inmunoneutralizacion de la metastina previene la apari-
cién del pico pre-ovulatorio en la rata ciclica (Kinoshita y cols.,
2005). Sin embargo, estas observaciones no parecian corres-
ponderse bien con el conocido papel de los estrogenos en la
induccion de feedback positivo, ya que, como se apunto en el
parrafo previo, el estradiol suprime la expresion de KiSS-1 en
el nucleo arcuato. Esta aparente contradiccion ha sido recien-
temente resuelta al demostrarse mediante estudios de hibrida-
cion in situ la existencia de una segunda poblacion de neuro-
nas KiSS-1 hipotaldamicas en la regidn anteroventral del nticleo
periventricular (AVPV) en las que la gonadectomia reduce los
niveles de expresion de KiSS-1, mientras que la administracion
de estradiol los aumenta (Smith y cols., 2005a; 2005b). Este
patrdn de respuesta es diametralmente opuesto al descrito
previamente en el arcuato.

De hecho, el AVPV es un area hipotaldmica que habia sido pre-
viamente implicada en el control feedback positivo de gonado-
tropinas por el estradiol. El patron de respuesta de las neuro-
nas KiSS-1 a cambios en los niveles circulantes de estrogenos
en el AVPV hace plausible que esta subpoblacion neuronal par-
ticipe en el desencadena-miento de la liberacion pre-ovulatoria
de gonadotropinas. En esta misma linea, datos experimentales
muy recientes demuestran que en la rata se produce una acti-
vacion de las neuronas KiSS-1 selectivamente en el AVPV, que
no en el arcuato, en la tarde del proestro, coincidiendo con el
pico pre-ovulatorio de LH (Smith y cols., 2006a). De este
modo, el sofisticado sistema KiSS-1 participaria en la media-
cion de las acciones feed-back negativas (via arcuato) y posi-
tivas (via AVPV) de los esteroides sexuales sobre la secrecion
de gonadotropinas, aunque los mecanismos moleculares que
subyacen a esta accion diferencial ain no han sido aclarados.

SISTEMA KISS-1Y CONTROL METABOLICO
DE LA FUNCION REPRODUCTORA

Ademas de su papel relevante en la pubertad y el control de la
secrecion de gonadotropinas, un nimero creciente de eviden-
cias experimentales indica que el sistema hipotalamico KiSS-1
estd igualmente implicado en el control de la funcién reproduc-
tora por sefiales metabdlicas y nutricionales. En este sentido,
es bien conocida la existencia de una estrecha relacion entre
la magnitud de los depodsitos energéticos del organismo y su
capacidad reproductora, que se apoya en complejos circuitos
de integracion neuroendocrina en los que participan, entre
otras, la hormona leptina. Las primeras evidencias acerca de la
participacion de KiSS-1 en este fendmeno proceden de estu-
dios de expresion hipotalamica de KiSS-1 en modelos de sub-
nutricion o ayuno. Asi, el ayuno produce una disminucion de
los niveles de mRNA de KiSS-1, que se asocia a un incremen-
to moderado de los niveles de GPR54, lo que sugiere un cier-
to estado de sensibilizacion por disminucion del tono KiSS-1
enddgeno (Castellano y cols., 2005). Por otra parte, la admi-
nistracion repetida de kisspeptina a ratas subnutridas fue
capaz de revertir (hasta en un 60% de los casos) la ausencia
de apertura vaginal y de inducir (en un 100% de los casos)
potentes respuestas de secrecion de gonadotropinas y
estradiol en ratas hembras peripuberales sometidas a una res-



triccion caldrica del 30% (Castellano y cols., 2005). Estos datos
sugieren que el mecanismo por el que un estado de insuficien-
cia energética suprime la funcion reproductora implica, al
menos en parte, una inhibicion central del sistema KiSS-1.

Una situacion similar ha sido recientemente descrita por nues-
tro grupo en un modelo de alteracién metabolica (diabetes
experimental inducida por streptozotocina) asociado a hipogo-
nadismo, en el que se produce una disminucion de la expre-
sion central de KiSS-1 unida a una inhibicién de la secrecion de
LH y testosterona, que puede ser revertida por la administra-
cion exdgena de kisspeptina (Castellano y cols., 2006b). La
hormona de origen adiposo leptina parece jugar un papel muy
destacado en los mecanismos por los que se lleva a cabo el
control metabdlico/nutricional del sistema KiSS-1 hipotalamico,
como lo sugieren el hecho de que las neuronas KiSS-1 poseen
receptores a leptina (Smith y cols., 2006b), y que la adminis-
tracion central de leptina sea suficiente para normalizar los
niveles relativos de expresion de KiSS-1 en ratas diabéticas
hipoleptinémicas (Castellano y cols., 2006b). Estas observacio-
nes, muy recientes, ponen de manifiesto la existencia de una
conexion leptina-kisspeptina en el control del eje reproductor,
contribuyendo a esclarecer los mecanismos neuroendocrinos
por los que se lleva a cabo las acciones reproductoras de la
leptina, bien conocidas desde hace mds una década. Es de
resaltar que las kisspeptinas no parecen ejercer un efecto
regulador directo sobre la ingesta de alimentos a corto y largo
plazo (Castellano y cols., 2005), lo que sugiere que, a diferen-
cia de otras sefiales implicadas en el control conjunto del
balance energético y la funcion reproductora, el sistema KiSS-
1 es un regulador altamente selectivo del eje reproductor.

CONCLUSIONES

A pesar de su reciente identificacion, en los Ultimos 3 afios el
sistema KiSS-1 ha concitado un extraordinario interés en diver-
sas areas de la Endocrinologia, siendo hoy reconocido unani-
memente como un elemento esencial en el control de la fun-
cion reproductora. De hecho, como se ha indicado en epigra-
fes previos, aspectos clave del desarrollo y funcion del eje
reproductor, tales como la pubertad, el control hormonal de la
ovulacion, la modulacion de la secrecion de gonadotropinas o
la regulacion de la reproduccion por sefiales metabdlicas y
nutricionales ‘pasan’ por las neuronas KiSS-1 hipotaldmicas,
que operarian como auténticos integradores de los diversos
factores que regulan la reproduccion. En la hipétesis mas pro-
vocadora, las neuronas GnRH actuarian meramente como ele-
mento efector de este sistema dinamico de integracion, lo que
cambiaria sustancialmente nuestra forma de entender los
mecanismos neuroendocrinos de control de la reproduccion. A
buen seguro, ésta y otras cuestiones acerca de la fisiologia del
sistema KiSS-1 seran resueltas en los proximos afos. En cual-
quier caso, la historia cientifica de las kisspeptinas es especial-
mente ilustrativa, ya que en ella se ejemplifica, entre otras, la
importancia de la integracion de diversas disciplinas cientificas
(el gen KiSS-1 se identificd en el contexto de la biologia tumo-
ral) y la relevancia de la interaccion entre estudios clinicos y
experimentales (el hipogonadismo en pacientes con inactiva-
cion de GPR54 permitid iniciar estudios experimentales en
otras especies). Sea como fuere, la identificacion de KiSS-1
(cuyo nombre es una coincidencia afortunada, teniendo en
cuenta que se acufié afios antes de conocer su implicacion
reproductora) se considera ya el hallazgo mas relevante en la
Fisiologia de la Reproduccion desde el aislamiento del GnRH
hace aproximadamente 35 afos. Afortunadamente, alin queda
mucho trabajo por hacer.
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Las evidencias mas recientes sugieren que ni la glucosa elevada ni los acidos grasos elevados en solitario son
daiiinos para la célula B, ya que en ambos casos la célula activa mecanismos adaptativos y detoxificadores. En
este sentido, el concepto de glucolipotoxicidad esta emergiendo, ya que es el tinico que explica los efectos toxi-
cos sinergisticos que ambos nutrientes ejercen conjuntamente sobre la disfuncion de la célula p.

Glucolipotoxicidad: Perspectivas en Diabetes Tipo 2.

Enrique Roche Collado

SUMARIO

Las células p pancredticas poseen un sistema acoplado de res-
puesta a estimulos que requiere el metabolismo de los nutrien-
tes para inducir procesos eléctricos, metabdlicos y de trafico de
membranas que desencadenarian la secrecion de insulina. La
glucosa es el principal secretagogo de la célula p y a través de
su metabolismo genera sefales intracelulares que estan conec-
tadas al proceso exocitético. Los acidos grasos pueden actuar
potenciando la accién de la glucosa.

Por el contrario, las elevadas concentraciones circulantes de
glucosa y acidos grasos (tipicas de la patologia diabética) dan
lugar a una disfuncion en la célula p-pancreatica caracterizada
por un patrén alterado de la secrecion de insulina estimulada
por glucosa y cambios fenotipicos adicionales resultantes de
un desorden poligénico inicial. En este proceso, las moléculas
de sefalizacion generadas por los nutrientes a lo largo del
tiempo se convierten en metabolitos téxicos que producen dis-
funcion y muerte celular. En este contexto, el término toxicidad
a los nutrientes implica alteraciones celulares irreversibles cau-
sadas por la exposicion cronica a altas concentraciones de glu-
cosa y acidos grasos. Las recientes investigaciones que se
citan en esta revision, han permitido la diseccién molecular de
este proceso y su relacion con la diabetes tipo 2.

INTRODUCION

La hiperglucemia fue considerada en una primera instancia
como el evento promotor que desembocaba en efectos deleté-
reos sobre la célula B, lo que permitié acufiar el concepto de
glucotoxicidad. Sin embargo, los estudios posteriores realiza-
dos en humanos y modelos animales y la alta asociacion con
la obesidad, reconsideraron a la diabetes tipo 2 como una
patologia de desorden lipidico, dando lugar a un nuevo con-
cepto: lipotoxicidad. Sin embargo, las evidencias mas recientes
sugieren que ni la glucosa elevada ni los acidos grasos eleva-
dos en solitario, sean dafiinos para la célula B, ya que en
ambos casos la célula activa mecanismos adaptativos y deto-
xificadores. En este sentido, el concepto de glucolipotoxicidad
esta emergiendo ya que es el Unico que explica los efectos
tdxicos sinergisticos que ambos nutrientes ejercen conjunta-
mente sobre la disfuncién de la célula p (Roduit y cols, 2000).
La fase de adaptacidn-detoxificacion implica cambios funciona-
les que aseguran una adecuada secrecidon para una demanda
extracelular en exceso, que se evidencia por un desplazamien-
to hacia la izquierda de la curva de secrecion y otros cambios
funcionales (Roche y cols, 1997). Los eventos moleculares, asi
como los cambios génicos que operan durante esta fase, no
han sido totalmente caracterizados. En muchos casos, y
dependiendo del sistema experimental, estos cambios eran
atribuidos al proceso tdxico final mas que a la respuesta adap-
tativa-detoxificadora. Esto implica ademas que durante la fase
de adaptacion existe una reversibilidad, es decir, es posible
reestablecer la funcionalidad normal en la célula p normalizan-
do las concentraciones circulantes de nutrientes. Esto significa
también que existe un punto sin retorno que una vez traspa-
sado no permite el reestablecimiento de la funcién celular,
incluso en las condiciones extracelulares mas favorables.

Por lo tanto, la hiperglucemia y la hiperlipidemia conjuntas

convierten de forma progresiva a la célula p en insensible en
términos de secrecion de insulina estimulada por glucosa, y
esta alteracion esta relacionada con el tipo de nutriente, con-
centracion extracelular y tiempo de exposicion. La adaptacion
degenera hacia un proceso de muerte celular que todavia no
ha sido bien caracterizado dada la variedad de sistemas expe-
rimentales utilizados. Asi por ejemplo, en cultivos celulares, en
los que se puede trabajar con concentraciones muy elevadas
de nutrientes, la toxicidad se desarrolla de una forma muy
rapida (dias). Sin embargo, en humanos los eventos postpran-
diales descontrolados como resultado de una intolerancia a la
glucosa, nunca llegan a los niveles con los que se trabaja en
sistemas celulares, pero pueden desencadenar toxicidad a los
nutrientes durante periodos mas largos de tiempo (afios)
(Robertson y cols, 2004). Como se ha comentado, el tipo de
nutriente es también un punto a tener en cuenta, sobre todo
en el caso de los acidos grasos, en los que el efecto lipotdxico
se ha atribuido sobre todo a los acidos grasos saturados mas
que a los monoinsaturados (Maedler y cols, 2001, 2003)
(Welters y cols, 2004).

En el contexto de la célula g, el concepto de glucolipotoxicidad
implica que tanto la glucosa como los acidos grasos son impor-
tantes moduladores de la expresion de determinados progra-
mas génicos. Ademas, la glucosa debe influir sobre el metabo-
lismo lipidico y viceversa, ya que de hecho muchos de los efec-
tos deletéreos atribuidos a la glucosa son en parte el resulta-
do de la lipotoxicidad (Segall y cols, 1999). Esta conexion entre
el metabolismo glucidico vy lipidico se puede llevar a cabo a tra-
vés de reacciones de anaplerosis y cataplerosis que permiten
la salida de citrato del ciclo de Krebs mitocondrial y su incor-
poracion a la ruta lipogénica citosdlica (Farfari y cols, 2000).
Sin embargo, esta no es la Unica conexion funcional existente
entre ambos metabolismos, por ejemplo, ciertos intermedia-
rios de la ruta glucolitica pueden ser utilizados como sustratos
para la sintesis de triglicéridos y diacilgliceroles (Prentki y cols,
2002).

Aunque el proceso de adaptacion de la célula g a altas concen-
traciones de glucosa y acidos grasos por separado es operati-
VO, No evita sin embargo que, si éstas perduran en el tiempo,
se desarrollen procesos de glucotoxicidad y lipotoxicidad
(Maestre y cols, 2003). Lo que ocurre es que estos eventos no
son atribuibles exclusivamente a la diabetes tipo 2.

GLUCOADAPTACION-GLUCOTOXICIDAD-
GLUCOAPOPTOSIS

Durante muchos afios, la concentracion elevada de glucosa ha
sido reconocida como el factor desencadenante no sélo de la
disfuncién a nivel de la célula p pancredtica, sino ademas de
las complicaciones asociadas a la diabetes tipo 2. A ello han
contribuido mucho los estudios realizados en modelos anima-
les de hiperglucemia crénica, como los animales pancreatecto-
mizados, el roedor Psammomys obesus y los sistemas de célu-
las cultivadas.

La fase de glucoadaptacion incluye la activacion de ciertos pro-
gramas génicos y un incremento en el metabolismo, que con-
duciria a un aumento de la sensibilidad a la glucosa y a una
secrecion de insulina aumentada a concentraciones estimula-
doras de glucosa (Roche y cols, 1997). Si las concentraciones



elevadas de glucosa persisten, el proceso degenera hacia la
glucotoxicidad, donde la célula no es capaz de recuperar su
funcién normal, presentando un metabolismo alterado y una
pérdida de expresion del gen de la insulina. Finalmente, la ulti-
ma fase culmina con la activacion de los programas de suicidio
celular (glucoapoptosis) en la que participarian procesos de
desequilibrio oxidativo y de lipotoxicidad (Roche y cols, 1998).
Desde un punto de vista molecular, la adaptacion de la célula
B a la hiperglucemia implica la activacién de importantes rutas
metabdlicas, tales como la glucolisis, anaplerosis-cataplerosis y
lipogénesis, a través de la modulacién de la expresion de cier-
tos genes y el control de diversas actividades enzimaticas
(Roche y cols, 1997, 1998). Durante esta fase se produce la
acumulacion de los principales depdsitos energéticos: glucdge-
no y triglicéridos (Roche y cols 1997, 1998). El flujo glucolitico
aumentado debido a un incremento en ciertas actividades
enzimaticas, da como resultado una mayor utilizacion y oxida-
cién de la glucosa acompaiadas de incrementos en los niveles
de nucledtidos reducidos, que al reoxidarse en la mitocondria
incrementan la produccion de ATP. La anaplerosis a través de
la piruvato carboxilasa, mas que a través de la glutamato des-
hidrogenada, podria contribuir a incrementar el metabolismo
mitocondrial.

Bajo estas condiciones, parte del esqueleto carbonado de la
glucosa puede abandonar la mitocondria e incorporarse a la
ruta lipogénica, en la cual la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y a
la &cido graso sintetasa (FAS) estan inducidas (Roche y cols,
1998). En esta situacion, la oxidacion de los acidos grasos esta
inhibida como resultado de un incremento en los niveles de
malonil-CoA, el producto de la reaccién catalizada por la ACC.
El malonil-CoA es el inhibidor fisioldgico de la carnitina-palmi-
toil transferasa I (CPT-I), la enzima que cataliza el paso limi-
tante en la p-oxidacion mitocondrial. En estas circunstancias,
el malonil-CoA es derivado hacia procesos biosintéticos gracias
a la actividad incrementada de la FAS, un enzima cuya expre-
sion es débil en células B cultivadas en condiciones de normo-
glucemia. En este punto, las evidencias experimentales que
sugieren como continlia el proceso estan menos desarrolladas,
pero se ha postulado la sintesis de formas lipidicas complejas
que activarian a ciertas isoformas de la proteina kinasa C o aci-
larian a proteinas de la maquinaria secretora (Prentki y cols,
2001, 2002).

Todos estos cambios van acompanados de un aumento en la
expresion del gen de la insulina, una secrecion aumentada de
la hormona y una elevada actividad proliferativa, que se evi-
dencia sobre todo en los sistemas de células cultivadas (Roche
y cols, 1997). Para ello es necesaria la induccion de genes de
respuesta temprana, en la que muchos de ellos codifican fac-
tores de transcripcion, que juegan un papel clave en la regula-
cion del ciclo celular. En esta linea, estudios recientes realiza-
dos en células MIN-6 cultivadas en condiciones de hipergluce-
mia revelan que el 80% de los genes activados por glucosa,
son activados también por KCl (Ohsugi y cols, 2004), sugirien-
do que el incremento en el Ca2+ intracelular actda de segundo
mensajero en los procesos tempranos inducidos por este
nutriente, como ya se sugirié previamente (Susini y cols,
1998). Ademas, en el mismo analisis se indica que el 71% de
los genes activados por glucosa, lo son también por insulina,
sugiriendo un interesante efecto auto-paracrino, que podria
jugar un papel clave en los mecanismos de reparacion celular
(Ohsugi y cols, 2004). Incubaciones durante periodos mas lar-
gos de tiempo en condiciones de hiperglucemia indican un
efecto de la glucosa sobre genes que codifican enzimas del
metabolismo intermediario, proteinas de rutas de sefializacion,
factores de transcripcion y componentes del aparato exocitoti-
co (Bougnéres, 2002).

Si la situacion de hiperglucemia persiste a lo largo del tiempo,
el metabolismo de la célula B se ve severamente afectado con
una disminucion en la produccién de ATP, la oxidacion de la
glucosa, la actividad de la piruvato deshidrogenada y un incre-

mento en la expresion de la proteina desacopladora-2 (UCP-2).
En estas condiciones, intermediarios del metabolismo de la
glucosa se pueden acumular y activar rutas alternativas rela-
cionadas con el desequilibrio oxidativo. Estos incluyen la auto-
xidacién del gliceraldehido como resultado de la inhibicién de
la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada, la biosintesis de
diacilglicerol a partir de la dihidroxiacetona, lo que permitiria la
activacion de determinadas isoformas de la PKC y un flujo
metabdlico incrementado hacia la mitocondria, lo que favore-
ceria la formacion de radicales libres del oxigeno. La ruta de
las hexosaminas también se activa en estas condiciones indu-
ciendo la glicosilacién de proteinas y el desequilibrio oxidativo
(Robertson y cols, 2004).

Ademas, se produce la activacion de numerosos genes, que
normalmente no se encuentran activados en la célula f madu-
ra. Estos genes codifican proteinas de estrés, enzimas del
metabolismo del lactato y de la mitocondria y la glucosa-6-fos-
fatasa (Jonas y cols, 1999). Finalmente, la excesiva concentra-
cién de glucosa puede inducir lipotoxicidad, ya que al incre-
mentar los niveles de malonil-CoA se favorecerian los procesos
de esterificacion lipidica y de deposicién de triglicéridos (Roche
y cols, 1998).

Todo esto viene acompafiado de una inhibicion de la expresién
del gen de la insulina y errores en el procesamiento de la hor-
mona. El proceso culmina con la activacién de programas de
apoptosis en los que el Ca2+ intracelular juega un papel clave,
ya que la inhibicion farmacoldgica de su entrada en el citosol
reduce considerablemente el proceso de muerte celular pro-
gramada. Un resumen del proceso queda esquematizado en la
Figura 1.
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Figura 1.- Principales eventos moleculares y celulares que ocurren en la progre-
sion de la célula p pancredtica desde la glucoadaptacion hasta la glucoapopto-
sis, pasando por la glucotoxicidad. Se trata de un esquema hipotético que trata
de recoger los principales eventos descritos por la literatura. Es importante indi-
car que esta transicion es un proceso progresivo y continuo, en el que las fron-
teras entre las distintas fases no existen en la realidad. La flecha discontinua en
la parte superior indica que, en algiin momento, el proceso es reversible y la
célula B pude recuperar su funcion. Ver texto para mas detalles. Abreviaturas y
simbolos utilizados: ACC: acetil-CoA carboxilasa, Dq ox: desequilibrio oxidativo,
FAS: &cido graso sintetasa, G-6-Pasa: glucosa-6-fosfatasa, lip: lipidos, mit: mito-
condrial, Ox G: oxidacion de la glucosa, PDH: piruvato deshidrogenasa, PKC: pro-
teina quinasa C, TG: triglicéridos, UCP: proteina desacopladora-2, 1: proceso o
actividad enzimatica incrementados, | : proceso o actividad enzimatica disminui-
dos.

LIPOADAPTACION-LIPOTOXICIDAD-LIPOAPOPTOSIS

Los lipidos son nutrientes clave modulando la funcién de la
célula p pancreatica. Una exposicidon aguda a concentraciones
elevadas de acidos grasos potencia la secrecién de insulina
estimulada por glucosa, lo que sugiere que estos compuestos
generarian factores de acoplamiento intracelulares todavia por
caracterizar. Se ha postulado que algunos de ellos podrian
regular determinadas isoformas de la PKC, modular la activi-
dad de canales de Ca2+ vy la acilacion de proteinas que partici-
parian en el trafico de membranas y en el proceso exocitdtico
(Yaney y Corkey, 2003). Al igual que con la glucosa, una expo-
sicion prolongada a altas concentraciones de acidos grasos
resulta en una secrecion de insulina alterada y una disfuncion
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de la célula p. La curva de secrecion también muestra el tipico
desplazamiento hacia la izquierda anteriormente sefialado para
la hiperglucemia, con una secreciéon aumentada a bajas con-
centraciones de glucosa y una pérdida de la sensibilidad a con-
centraciones estimuladoras del azlcar.

Al igual que se describid en el caso de la glucosa, el proceso
lipotéxico viene precedido de una fase de lipoadaptacion,
caracterizada por la induccién de programas génicos especifi-
cos y mecanismos de detoxificacion encaminados a eliminar el
exceso de metabolitos lipidicos. En estas condiciones se indu-
ce la expresion temprana del gen que codifica la CPT-I, el enzi-
ma clave en la B-oxidacion mitocondrial, y la acil-CoA oxidasa
(ACO), el enzima limitante en la p-oxidacion peroxisomal
(Assimacopoulos-Jeannet y cols, 1997). Al mismo tiempo, se
induce el gen que codifica la UCP-2 para desacoplar la produc-
cion mitocondrial de ATP (Lameloise y cols, 2001). Ademas, la
expresion de la ACC se ve disminuida y con ella, la sintesis de
malonil-CoA. Esta remodelacion metabdlica va principalmente
encaminada a detoxificar el exceso de lipidos mediante la acti-
vacion de las rutas lipoliticas y la inhibicion de la lipogénesis.
Sin embargo, estos sistemas detoxificadores funcionando
durante largos periodos de tiempo pueden a la larga resultar
dafiinos para la célula B. Por ejemplo, la activacién del meta-
bolismo mitocondrial podria favorecer la produccion de sustan-
cias reactivas del oxigeno y la ACO genera H,0, como produc-
to de la reaccion que cataliza. Todo esto va unido a los bajos
niveles de enzimas antioxidantes que se expresan en la célula
B, favoreciendo la formacion de desequilibrio oxidativo.

Estas condiciones, que desembocan en la lipotoxicidad, se
caracterizan porque las células presentan un patrén secretor
alterado, una apertura permanente del canal de potasio
dependiente de ATP, baja produccion de ATP por la induccion
de la UCP-2 y una expresion reducida del gen de la insulina.
En este punto, la naturaleza del acido graso es clave. Asi se ha
descrito que los acidos grasos saturados (por ejemplo palmita-
to) son los que verdaderamente ejercen el efecto lipotdxico,
mientras que los monoinsaturados (por ejemplo palmitoleato,
oleato) tendrian un efecto protector. La explicacion de esta
observacion parece que tendria que ver con la facilidad con la
que el oleato podria acumularse en forma de triglicéridos,
mientras que el palmitato tenderia a formar derivados mas
toxicos como por ejemplo las palmitoil-carnitinas.

Sin embargo, si las concentraciones elevadas de acidos grasos
persisten, se entra en un proceso de disfuncion mitocondrial,
en el que todo tipo de acido graso es igualmente toxico
(Maestre y cols, 2003). Ademas, el proceso culmina con la lipo-
apoptosis en la que nuevamente la mitocondria juega un papel
preponderante. Se ha propuesto también la participacion de la
ruta de las ceramidas, pero ésta seria solo relevante en el caso
de los acidos grasos saturados. En estas circunstancias, prote-
inas localizadas en el interior de la mitocondria, como el cito-
cromo c y el factor inductor de apoptosis (AIF), son liberadas
al citosol (Maestre y cols, 2003). Ademas la superficie mitocon-
drial se enriquece en proteinas proapoptoticas, como Bax, con-
juntamente con alteraciones en el potencial de membrana
mitocondrial. El proceso culmina con la activacion de caspasas,
condensacion de la cromatina, fragmentacion del ADN y des-
encadenamiento de la apoptosis (Maestre y cols, 2003). Los
acidos grasos pueden ademas inducir el gen de respuesta tem-
prana nur-77, para el que se ha descrito su participacion en la
apoptosis a través de su migracion desde el nicleo a la mito-
condria, aunque este aspecto no ha sido todavia analizado en
la célula . Conjuntamente, se ha descrito que la deposicion de
amiloide podria contribuir a desarrollar este proceso apoptoti-
co. Un resumen del proceso queda reflejado en la Figura 2.

GLUCOLIPOTOXICIDAD

Sin embargo, la patologia diabética se caracteriza por tener
simultdneamente elevadas las concentraciones circulantes de
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Figura 2.- Principales eventos moleculares y celulares que ocurren en la progre-
sion de la célula p pancreética desde la lipoadaptacion hasta la lipoapoptosis,
pasando por la lipotoxicidad. Se trata de un esquema hipotético que trata de
recoger los principales eventos descritos por la literatura. Al igual que en el caso
anterior, esta transicion es un proceso progresivo y continuo, en el que las fron-
teras entre las distintas fases no existen en la realidad. La flecha discontinua en
la parte superior indica que, en algiin momento, el proceso es reversible y la
célula B pude recuperar su funcion. Ver texto para mas detalles. Abreviaturas y
simbolos utilizados: ACO: acil-CoA oxidasa, Canal Kxp: canal de potasio depen-
diente de ATP, CPT-I: carnitin-palmitoil transferasa-1, lip: lipidos, mit: mitocon-
drial, NO: 6xido nitrico, PKC: proteina quinasa C, prot: proteinas, TG: triglicéri-
dos, UCP: proteina desacopladora-2, t: proceso o actividad enzimdtica incre-
mentados, |: proceso o actividad enzimatica disminuidos.

glucosa y acidos grasos. Esto hace que los procesos de adap-
tacion y detoxificacién funcionen defectuosamente en estas
condiciones. Asi, por ejemplo, la p-oxidacién se ve reducida, a
pesar de la induccion de la CPT-I, por los elevados niveles de
malonil-CoA como resultado de las elevadas concentraciones
de glucosa. Ademas la alta glucosa disminuye los niveles de
expresion del factor de transcripcion PPAR-o. (receptor nuclear
activado por proliferadores peroxisomales), que es clave para
la induccion de la ACO y de la UCP-2 por los acidos grasos. En
otras palabras, la elevada glucosa evita que los mecanismos de
lipodetoxificacion actien éptimamente (Roduit y cols, 2000).
En este sentido, seria muy importante poder determinar los
programas de expresion de genes que son activados y reprimi-
dos en estas condiciones de glucolipotoxicidad con la idea de
poder disefiar estrategias moleculares especificas con utilidad
terapéutica en la diabetes tipo 2. Con esta idea, y aprovechan-
do la tecnologia de las micromatrices de ADN, nuestro grupo,
en colaboracion con el del Dr Marc Prentki (Universidad de
Montreal), realizd un andlisis del perfil de expresion génica de
células INS832/13 cultivadas en condiciones de glucolipotoxici-
dad (20 mM glucosa + 0.3 mM palmitato).

Aunque se observaron cambios en mas de 800 genes, es inte-
resante sefialar alteraciones importantes en el nivel de expre-
sién de factores de transcripcion, en genes codificadores de
enzimas implicadas en procesos metabdlicos, proteinas de la
ruta de biosintesis de insulina, factores del ciclo celular y en
componentes de la maquinaria exocitotica y de sefalizacion
por incretinas y factores de crecimiento.

En resumen, los datos obtenidos proporcionan una valiosa
informacién para continuar las investigaciones en las bases
moleculares de la glucolipotoxicidad y algunos de los genes
detectados podrian constituir dianas para futuras estrategias
terapéuticas en diabetes tipo 2. Aln con todo, investigaciones
complementarias en modelos mas fisioldgicos, como modelos
animales de diabetes o células p humanas purificadas proce-
dentes de donantes cadavéricos, serian necesarias para validar
estos resultados preliminares.
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La motilidad gastrointestinal depende de una serie de mecanismos de control regulados por el sistema nervio-
so entérico (SNE). Otro elemento fundamental para el control del sistema gastrointestinal son las células mus-
culares lisas, que presentan sus propios elementos de regulacion de la actividad contractil. Finalmente las redes
de Células Intersticiales de Cajal (ICC) conforman el marcapasos intestinal y pueden constituir una interfase
entre las motoneuronas del SNE y las células musculares lisas. En esta revision se describe los mecanismos
basicos de interaccion celular entre las motoneuronas, el fendmeno marcapasos y la excitabilidad de la célula

muscular lisa.

Actividad Motora Gastrointestinal:
Mecanismos Intrinsecos Reguladores. jordi Aleu y Marcel Jiménez

INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal desempefia el complejo proceso de
digestién de los alimentos dando nutrientes que, finalmente,
deben ser absorbidos. Para poder cumplir esta funcién tiene
que existir una buena coordinacién entre las funciones de
secrecién, absorcion y motilidad presentes a lo largo del trac-
to gastrointestinal. En los Ultimos 100 afos, la motilidad gas-
trointestinal ha sido objeto de un gran nimero de estudios. La
motilidad depende de una serie de mecanismos de control
que, en gran medida, estan situados a nivel de la pared intes-
tinal y que son regulados por el sistema nervioso entérico
(SNE), que se considera una divisién del sistema nervioso
auténomo. A nivel del SNE hay 80-100 millones de neuronas
que son responsables de la coordinacién intrinseca de la acti-
vidad motora de gran parte del tracto gastrointestinal.
Fendmenos como la peristalsis o la relajacidn esfinteriana son
mecanismos que dependen fundamentalmente de la interac-
cién entre los mecanismos de transduccién de la sefal a nivel
del epitelio, el SNE y las células musculares lisas. No es sor-
prendente que las neuropatias del SNE cursen con graves afec-
taciones de la motilidad, alterando seriamente la calidad de
vida de los pacientes. Ademas del SNE, existe otro elemento
fundamental para el control del sistema gastrointestinal: las
redes de Células Intersticiales de Cajal (ICC). Estas conforman
el marcapasos intestinal y pueden constituir una interfase
entre las motoneuronas del SNE y las células musculares lisas.

Finalmente, estan las células musculares lisas, quienes presen-
tan sus propios elementos de regulacién de la actividad con-
tractil. En este breve resumen nos centraremos en los meca-
nismos basicos de interaccién celular entre las motoneuronas,
el fendmeno marcapasos y la excitabilidad de la célula muscu-
lar lisa basandonos en la experiencia de nuestro laboratorio.

VIA MOTORA

La despolarizacién de las neuronas entéricas se produce por la
apertura de los canales de sodio dependientes de voltaje. Ello
conlleva la entrada de calcio a los terminales nerviosos y la
posterior liberacion de neurotransmisores. Entre los canales de
calcio descritos hasta ahora, el subtipo N (neural) aparece
como predominante. Esto se ha demostrado en experimentos
realizados en intestino de cerdo y perro mediante el empleo de
Q-conotoxina GVIA (bloqueante especifico de canales de cal-
cio de tipo N; Borderies et al.,, 1997). Sin embargo, este prin-
cipio puede que no sea de aplicacion universal puesto que, al
menos en el intestino de rata, la presencia de Q-conotoxina
GVIA no produce un bloqueo completo de la liberacién de neu-
rotransmisores, lo que sugiere o bien la participacion de otros
subtipos de canales de calcio o el ineficiente bloqueo de los
canales de calcio de tipo N por parte de esta toxina en estas
especies (Borderies et al., 1996).

Una vez liberados, los neurotransmisores interaccionan con los
receptores especificos localizados en las células musculares lo
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Figura 1.- Registro de ondas lentas y de potenciales de unidn inhibitorios (1JP)
en ileon de cerdo mediante electrodos intracelulares. Los IJPs son inducidos por
estimulacion eléctrica de campo a voltajes de estimulacion creciente.

que conlleva unos cambios intracelulares que pueden modifi-
car el potencial de reposo. Estos cambios pueden ser o bien
potenciales de union excitatorios (EJP), causando la despolari-
zacion y posterior contraccidn de las células musculares, o bien
potenciales de union inhibitorios (1JP) (figura 1), provocando la
hiperpolarizacion de las células musculares que conllevaria una
relajacion de las mismas.

Neurotransmisores excitatorios

Los principales neurotransmisores excitatorios en el sistema
nervioso entérico son la Acetilcolina y la sustancia P. Estos
inducen la contraccién muscular a través de la union al recep-
tor y la posterior despolarizacién de la membrana plasmatica a
valores de potencial situados por encima del valor umbral de la
apertura de canales de calcio (potencial de unién excitatorio)
y/o mediante la liberacion directa de iones de calcio localiza-
dos en los almacenes intracelulares. En la célula muscular lisa,
ambos mecanismos coexisten y se interrelacionan: la entrada
de calcio a la célula produce la liberacion de calcio del reticulo
sarcoplasmatico, fendmeno conocido como “calcium inducing
calcium release”

Neurotransmisores inhibitorios

Hoy en dia se asume que la neurotransmision inhibitoria es
mucho mas compleja de lo que se pensaba hace unos afios y
depende de una serie de neurotransmisores relacionados entre
si, obedeciendo a un fendmeno complejo de cotransmision
donde NO, ATP (Pluja et al., 1999) y otros neurotransmisores
como el VIP/PACAP pueden ser coliberados por las motoneu-
ronas inhibitorias. Finalmente, se acaba de afadir a esta lista
de neurotransmisores inhibitorios al CO y al H,S (Wu y Wang,
2005; Teague et al., 2002).

Desde la aparicion de los transmisores enddgenos nitrérgicos,
se ha considerado al 6xido nitrico como el principal neurotrans-
misor responsable de las respuestas inhibitorias en el tracto
gastrointestinal (Bult et al., 1990). La formacion de GMPc pro-
voca la posterior activacion de canales de potasio, producien-
do hiperpolarizacion de la célula muscular y alejando a la célu-
la del voltaje de apertura de los canales de calcio de tipo L. La
falta de neuronas nitrérgicas es responsable de alteraciones
graves de la motilidad intestinal, como por ejemplo la acalasia
esofagica (Mearin et al., 1993). Sin embargo, inhibidores de la
sintasa del 6xido nitrico no bloquean los potenciales de unién
inhibitorios; por tanto, dicha neurotransmisién no es Unica-
mente nitrérgica.

Otro neurotransmisor responsable de la neurotransmision inhi-
bitoria es el ATP (Burnstock et al., 1970). Recientemente se
han desarrollado antagonistas selectivos para algunos de los
distintos subtipos de los receptores purinérgicos. Datos de

nuestro laboratorio, junto con estudios inmunohistoquimicos,
sugieren que los receptores P,Y, serian los responsables de la
hiperpolarizacion de la célula muscular lisa en el tracto gas-
trointestinal humano (Gallego et al., 2006).

Finalmente, es interesante tener en cuenta el papel, todavia
hoy en dia desconocido, del H,S. Datos preliminares de nues-
tro laboratorio sugieren que el H,S podria relajar el colon
humano y de rata a través de canales de potasio sensibles a
ATP y de canales de potasio de baja conductancia activados
por calcio.

MECANISMOS MARCAPASOS Y ONDAS
LENTAS INTESTINALES

El musculo liso del intestino muestra despolarizaciones ciclicas
denominadas ondas lentas (figura 1a y b). Los primeros regis-
tros de estas ondas se realizaron en 1922 con electrodos extra-
celulares (Alvarez y Mahoney, 1922), y en 1954 mediante
registro intracelular (Bilbring, 1954). Las ondas lentas presen-
tan una frecuencia constante cuyo valor varia en las diferentes
areas del tracto gastrointestinal. Durante la fase de meseta de
las ondas lentas se alcanza el umbral de activacion de los cana-
les de calcio de las células musculares, lo que ocasiona su
apertura y se produce una contraccion de la célula. En dicho
caso, cada onda lenta origina una contraccion, siendo las fre-
cuencias de la actividad espontanea mecanica y eléctrica equi-
valentes.

El origen de las ondas lentas se debe a la presencia de una red
de células especializadas. Santiago Ramon y Cajal realizo su
primera descripcion en el plexo de Auerbach del sapo (Ramon
y Cajal, 1892), lo que propicié que, en su honor, se denomina-
sen Células Intersticiales de Cajal. Dichas células fueron consi-
deradas neuronas intersticiales hasta que Jacques Taxi las dife-
rencio de las neuronas mediante el uso de microscopia Optica
y electronica (Taxi, 1965). En 1982 se establecid la relacion
entre las ICCs y la actividad marcapasos intestinal (Thuneberg,
1982).

Las ICCs tienen varias localizaciones: cercanas al plexo mien-
térico, al plexo submucoso, al plexo muscular profundo del
intestino delgado, o bien intramusculares. En el intestino del-
gado, el marcapasos se localiza a nivel del plexo mientérico,
aunque no se puede descartar una implicacion de las ICCs del
plexo muscular profundo (Jiménez et al., 1996). En el colon, el
principal marcapasos estd localizado a nivel de la red de ICCs
cercanas al plexo submucoso, aunque bajo nuestro punto de
vista existe un doble marcapasos que se correlaciona con la
distribucion de las ICCs cercanas al plexo submucoso y mien-
térico (Pluja et al., 2001). Todavia no se ha establecido la loca-
lizacion del marcapasos en el colon humano.

La principal particularidad de las ICCs es que estas células tie-
nen capacidad de despolarizacion ciclica. EIl mecanismo es
todavia hoy poco conocido, aunque se sospecha que intervie-
ne la liberacion de calcio del reticulo mediante la activacion del
receptor IP;. El incremento de calcio provocaria la activacion
de canales de cloruro activados por calcio, o bien la activacion
de un canal catidnico no selectivo, mediante un complejo
mecanismo intracelular en el que intervendria la liberacion de
calcio por parte de las mitocondrias (Sanders et al., 2006).
Las ICCs pueden jugar, ademas, un papel crucial en la neuro-
transmision. En varias areas del tracto gastrointestinal, tanto la
neurotransmision excitatoria como la inhibitoria esta desaco-
plada en ratones mutantes para el gen c-Kit carentes de ICCs
intramusculares (Burns et al, 1996; Ward et al, 2000). Ademas,
los terminales nerviosos estan cerca de las ICCs intramuscula-
res, que se conectan a su vez con las células musculares a tra-
vés de uniones gap (Daniel y Posey-Daniel, 1984). Sin embar-
go, no creemos que deba descartarse la posibilidad de una
comunicacion directa entre motoneurona y célula muscular



lisa, sobre todo en relacion a la neurotransmision purinérgica.
CELULAS MUSCULARES

El acontecimiento iniciador de la contraccion de la célula mus-
cular lisa es el aumento de la concentracion de calcio citoplas-
matico (figura 2). Uno de los elementos fundamentales para
entender la contractilidad de la célula muscular lisa es el canal
de calcio de tipo L (entre otros elementos i.e. liberacion de cal-
cio de los depdsitos intracelulares). Si la célula muscular lisa
alcanza un potencial superior a -40mV, bien sea por el marca-
pasos, por la activacion de motoneuronas excitatorias o por la
inhibicion del tono neural inhibitorio, los canales de calcio se
abren y se produce la contraccion muscular. Por el contrario,
cuando la célula muscular se aleja del potencial de apertura de
los canales de calcio (hiperpolarizacion), se produce la relaja-
cion.

Estudios previos demuestran la independencia del canal de cal-
cio de tipo L en el fendmeno marcapasos, puesto que en pre-
sencia de inhibidores de canales de calcio las ondas lentas se
mantienen (Jimenez et al., 1999). Sin embargo, parece ser que
en el colon humano, el mecanismo marcapasos es mucho mas
dependiente de los canales de calcio de tipo L puesto que al
utilizar diversos antagonistas (nifedipina, verapamil, etc.), las
ondas lentas desaparecen. Ademas estudios preliminares de
nuestro laboratorio demuestran que el estiramiento incremen-
ta la fuerza de contraccion de las células musculares sin modi-
ficar el fendbmeno marcapasos. Hay que tener en cuenta que
farmacos selectivos que inhiben los canales de calcio de tipo L
en la rata, como el bromuro de Otilonio, son farmacos suscep-
tibles de ser utilizados como espasmoliticos en enfermedades
intestinales como el sindrome del intestino irritable (Martin et
al. 2004).

15 20 25 30
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Figura 2.- Registro de fluorescencia de una célula muscular lisa de colon huma-
no cargada con la sonda fluorescente sensible a Ca2* Fluo4. Obsérvese la ampli-
tud de la sefial cuando dicha célula es estimulada con la aplicacion extracelular
de potasio de 75mM. A la derecha se presentan las imagenes de la misma célu-
la cargada con la sonda Fluo4 y adquiridas mediante microscopia de fluorescen-
cia: A antes del estimulo; B justo tras el estimulo; C al final del estimulo. Se apre-
cia el incremento de la concentracién de calcio citoplasmatico asi como el cam-
bio de longitud de la célula.

Ademas de los canales de calcio de tipo L, se han identificado
una serie de canales idnicos (canales de potasio y canales acti-
vados por estiramiento) que estarian regulando el potencial de
membrana y la actividad contractil de la célula muscular.

Los canales de potasio juegan un papel importante en la regu-
lacién de la excitabilidad del sincitio. Una célula de musculo liso
gastrointestinal puede expresar diversas familias de canales de
potasio y varios miembros de la misma familia. Se ha descrito

la presencia de canales de potasio activados por calcio, cana-
les de potasio sensibles a ATP y canales de potasio de rectifi-
cacion tardia.

Los canales de potasio sensibles a calcio de baja conductancia
(SK) han sido caracterizados en estas células como voltaje-
independientes, dependientes de calcio y con una conductan-
cia de 5,3pS. Estos canales transducirian las fluctuaciones de
la concentracién intracelular de calcio en cambios en el poten-
cial de membrana y podrian, por tanto, regular la excitabilidad
de la membrana y, lo mas importante, la probabilidad de aper-
tura de los canales de calcio dependientes de voltaje (Vogalis,
2000). La activacion del receptor purinérgico P,Y; provocaria la
liberacion de calcio de los almacenes (receptores IPs), y el
incremento de calcio activaria los canales SK provocando una
hiperpolarizacién transitoria responsable del 1JP (Gallego et al.,
2006). En este sentido, una parte importante del 1JP es sensi-
ble a apamina.

Los canales de potasio sensibles a ATP son miembros de la
familia de canales de potasio que rectifican hacia adentro. Son
voltaje-independientes y son inhibidos por el ATP citoplasmati-
co. Estos canales tendrian un papel tonico en el mantenimien-
to del tono muscular en el colon (Pluja et al., 1998). Una de las
hipdtesis que actualmente barajamos es que estos canales
sean en parte responsables de la hiperpolarizacion debida a
H,S.

Los canales de potasio de rectificacion tardia influirian en los
valores del potencial de membrana de reposo, del umbral del
potencial de accion y en la geometria de las ondas lentas
(Vogalis, 2000).

Por Ultimo, se ha descrito en las células lisas del tracto gas-
trointestinal canales de calcio, de cloruro y de potasio activa-
dos por estiramiento y/o volumen que estarian implicados en
la regulacion de la célula muscular. El canal de calcio activado
permitiria a las células musculares lisas actuar como mecano-
transductores y participar en la regulacion del tono muscular y
de la motilidad intestinal (Farrugia et al. 1999). El canal de clo-
ruro activado por volumen estaria implicado en el control de la
contraccion bajo condiciones de estrés (Dick et al., 1998),
mientras que el canal de potasio activado por tension estabili-
zaria el potencial de membrana durante los cambios en la lon-
gitud de la célula (Koh et al., 2001).
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La diferente longevidad entre sexos, es decir, el hecho de que las hembras vivan alrededor de un 10% mas que
los machos en numerosas especies, incluyendo la especie humana, ofrece una oportunidad uUnica de estudiar
aspectos fundamentales del envejecimiento. La ovariectomia elimina las diferencias entre machos y hembras,
y la reposicion con estrégenos revierte los efectos de la ovariectomia. Nuestra apuesta para el futuro es encon-
trar moléculas que posean los efectos beneficiosos del estradiol, sin sus efectos colaterales. En este sentido,
hemos probado que los fitoestrogenos son una buena aproximacion.

Diferente Longevidad entre Machos y Hembras: Los

Estrogenos Activan Genes de Longevidad.
José Vifna, Consuelo Borras, Juan Gambini, Juan Sastre y Federico V. Pallardo

SUMARIO

Las hembras viven mas que los machos en numerosas espe-
cies, incluyendo los humanos. Este fendmeno natural puede
explicarse a la luz de la teoria mitocondrial del envejecimiento.
Las mitocondrias de las ratas hembra producen la mitad de
radicales libres que las de los machos, y ademas, tienen mayo-
res niveles de glutation reducido. Ello es debido a que las hem-
bras se comportan como dobles transgénicos que sobreexpre-
san enzimas antioxidantes. Los estrdgenos se unen a recepto-
res estrogénicos, que desencadenan la activacion de la casca-
da de las MAP kinasas y NFkB, que induce la expresion de enzi-
mas antioxidantes. Asimismo, la expresion del 16S rRNA, que
decrece significativamente con la edad, es cuatro veces mayor
en las hembras que en los machos de la misma edad cronolé-
gica, indicando que éstas tienen una menor edad bioldgica. Por
el contrario, el dano oxidativo al DNA mitocondrial es cuatro
veces mayor en los machos que en las hembras. La ovariecto-
mia elimina las diferencias entre machos y hembras, y la repo-
sicion con estrogenos revierte los efectos de la ovariectomia.
Nuestra apuesta para el futuro es encontrar moléculas que
posean los efectos beneficiosos del estradiol, sin sus efectos
colaterales. En este sentido, hemos probado que los fitoestro-
genos son una buena aproximacion, pues satisfacen los efec-
tos beneficiosos sin efectos colaterales.

INTRODUCCION: ESTRES OXIDATIVO MITOCONDRIAL
Y ENVEJECIMIENTO

Denham Harman propuso en 1956 y, de modo mas elaborado
en 1972, que los radicales libres (Harman, 1956; Harman,
1972), especialmente aquellos de origen mitocondrial (Miquel,

& Lsares | |mnrs Aachn llembrn

P o Mn-S0D
i priiet
20 5 TRMA (ref) 5 BMA el
182k 252 byl
L ] 1 &
g L
4 T
t 2 | |
[-E n| T 1
Alaihin (I
Warhin Ilembrs

Figura 1.- Las hembras expresan méas genes antioxidantes que los machos
La expresién de los genes de GPx y Mn-SOD se determind mediante RT-PCR
en higado de ratas machos y hembras de 6 meses.

1980), estan estrechamente relacionados con el proceso del
envejecimiento (Beckman y Ames, 1998; Barja, 1999;
Weindruch, 1997; Boveris, 1999; Navarro y Boveris, 2004).

El envejecimiento es progresivo, lo cual supone que las causas
que lo originan deben presentarse durante toda la vida, tanto
en jovenes como en viejos (Barja, 2002).

¢Cual es la conexion entre el envejecimiento y el estrés oxida-
tivo? La tasa de envejecimiento se correlaciona con la tasa de
produccion mitocondrial de H,0,. Todas las investigaciones
realizadas hasta la actualidad demuestran que la tasa de pro-
duccién de H,0, de mitocondrias procedentes de tejidos pos-
tmitdticos (que son los relevantes en el envejecimiento) es
menor en las especies mas longevas, en comparacion con las
que viven menos (Ku, 1993; Barja, 1994).
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Figura 2.- El efecto antioxidante del estradiol estd mediado por MAP kinasas y
NFKB. El estradiol disminuye los niveles de perdxidos en células; esto no ocurre
en presencia de UO126 (inhibidor de MAP kinasas) o de PDTC (inhibidor de
NFkB)

Ello ocurre en todas las especies homeotermas mas longevas,
independientemente de sus tasas de consumo de oxigeno, que
son menores en mamiferos (de mayor tamafio) y mayores en
pajaros (de menor tamafio). Se asume normalmente que en
animales homeotermos, mayores tasas de consumo de oxige-
no se asocian a menor longevidad. Sin embargo, hay una
excepcion, los pajaros poseen una tasa de consumo de oxige-
no en reposo y en condiciones basales elevada, y a su vez son
una especie longeva. Barja y colaboradores (Barja, 1994) estu-
diaron este problema y concluyeron que lo que ocurria era que
las mitocondrias de los pajaros muestran una tasa de produc-
cién de H,0,/0, un orden de magnitud menor que las mitocon-
drias de las ratas. No obstante, esta hipdtesis ha sido discuti-
da en varias ocasiones, pues se ha observado que las mitocon-
drias de corazdn de paloma poseen una tasa de produccion de
H,0, similar a las de corazdn de rata (Boveris y Chance, 1973;
Cadenas y Boveris, 1980).

Nuestro grupo observé que el envejecimiento conlleva un
aumento de la oxidacion del glutatién mitocondrial (GSH), el
cofactor de la glutatién peroxidasa, la cual cataliza la reaccion
de detoxificacion del H,0,. La oxidacién del glutation mitocon-
drial contribuye a los niveles totales de glutation oxidado que
se observan en la célula durante el envejecimiento (Asensi,
1994). Cabe destacar que fuimos capaces de realizar esta
observacién gracias a que desarrollamos un método para
determinar los niveles de GSSG en muestras bioldgicas, evitan-
do la autooxidacion del glutation reducido (GSH)(Asensi,
1994).

Existe ademas otro marcador mitocondrial estrechamente rela-
cionado con el envejecimiento, los niveles de 8-oxo-deoxigua-
nosina (8-oxo-dG) como indicador del dafio oxidativo al DNA
mitocondrial. Los niveles de 8-oxo-dG aumentan con el enve-
jecimiento, y este aumento se correlaciona ademas con un
aumento del GSSG (Asensi, 1994). La oxidacion del glutatién y
del DNA mitocondrial asociada al envejecimiento puede preve-
nirse mediante la administracion de vitaminas antioxidantes (C
y E) (Asensi, 1994) y también mediante el tratamiento con un
extracto de Ginkgo biloba, rico en polifenoles (Sastre, 1998).
Demostramos que las mitocondrias de los animales viejos
estan dafiadas. Tanto en mitocondrias aisladas como en célula
entera pudimos observar que éstas eran disfuncionales y que
este hecho se relacionaba con una elevada tasa de produccion
de oxidantes y un contenido elevado de productos de la oxida-
cion (Navarro y Boveris, 2004; Sastre, 1996; Hagen, 1997). La
menor actividad de los complejos de la cadena de transporte
electronico mitocondrial se acomparia, ademas, de un mayor
nivel de dafio oxidativo al DNA mitocondrial (Shigenaga y
Ames, 1991; Lezza, 1994).

Mas del 97% del O, utilizado por las células aerdbicas se con-
sume en las mitocondrias, y el 1% de ese O, no llega a la cito-
cromo oxidasa para formar agua, sino que se escapa en forma
de especies parcialmente reducidas del oxigeno, en concreto
en forma de ion superoxido (O2) (Boveris, 1999; Sastre, 1998;

Sastre, 1996; Chance, 1979). Este superdxido se convierte por
medio de la enzima Mn-superdxido dismutasa (Mn-SOD) en
H,0,. La continua generacion mitocondrial de O,- y H,0, a lo
largo de la vida de la célula genera un “estrés oxidativo croni-
co” que incluye dafio oxidativo al DNA mitocondrial, a protei-
nas y a lipidos (Navarro y Boveris, 2004; Sastre, 1998; Sastre,
1996; Shigenaga, 1991; de la Asuncién, 1996; Benzi y Moretti,
1995) y que es fundamental en el envejecimiento celular.

LAS MITOCONDRIAS DE LAS HEMBRAS PRODUCEN LA
MITAD DE ESPECIES OXIDANTES QUE LAS DE LOS
MACHOS.

La tasa de produccion de especies oxidantes es menor en las
mitocondrias aisladas de las hembras en comparacion con las
de los machos. Medimos la tasa de produccion mitocondrial de
H,0,y encontramos que las mitocondrias de las ratas hembras
producian aproximadamente la mitad de H,0O, que las de los
machos. Ello ocurrié tanto en mitocondrias hepaticas como
cerebrales, y tanto en ratas como en ratones (Borras, 2003).
Es mas, fuimos capaces de separar mitocondrias cerebrales de
las neuronas y de la glia, y comprobamos que las primeras,
cuya tasa de regeneracion es escasa, produjeron una cantidad
de especies oxidantes considerablemente mayor que las
segundas. Ello es una prueba mas que apoya la idea de que
las células post-mitdticas (con escasa tasa de regeneracion)
sufren un mayor dafio oxidativo con el envejecimiento que
aquellas cuya tasa de renovacion es elevada.

Para determinar si las hormonas sexuales, como los estroge-
nos, estaban implicadas en las diferencias de estrés oxidativo
observadas, determinamos el efecto de la ovariectomia y de la
terapia hormonal con estrogenos sobre la produccion de H,0,.
La ovariectomia causé el aumento de la produccion mitocon-
drial de perodxidos en higado y en cerebro, siendo en este caso
comparables a los obtenidos en las mitocondrias de los
machos, es decir alrededor de un 60% mas que los producidos
por las mitocondrias de las hembras control. La terapia de sus-
titucion con estrégenos devolvid a las hembras ovariectomiza-
das una produccion de perdxidos similar a la de las hembras
control (Borras, 2003; Vifia, 2005).

LAS MITOCONDRIAS DE LAS RATAS HEMBRA ESTAN
MENOS DANADAS QUE LAS DE LAS RATAS MACHO.

Las mitocondrias de las hembras tienen unos menores niveles
de dafio oxidativo en moléculas clave como el DNA mitocon-
drial (DNAmt) o el glutation, en comparacién con las de los
machos (Borras 2003; Vifa, 2003). El DNAmt es un componen-
te fundamental en las mitocondrias (Wallace, 1994), y como ya
se ha mencionado, su oxidacion esta directamente relacionada
con el envejecimiento (Shigenaga, 2001; de la Asuncidén, 1996;
Richter, 1988). La cantidad del marcador de dafio oxidativo al
DNA, 8-ox0-dG es alrededor de 4 veces mayor en el DNAmt de
los machos que en el de las hembras (Borras, 2003; Vina,
2003). Esta diferencia es la mas notable observada en una
situacion fisioldgica, y ello indica que la mayor produccién de
H,0, (crdnica y continua), que esta directamente relacionada
con una mayor tasa de produccion de dafio por radicales libres
en los machos, resulta en un marcado dafo oxidativo en su
DNAmt y en lesiones mutagénicas en el DNA (Kasai, 1986).

Centrandonos ahora en el glutation, que es el tiol de bajo eso
molecular mas abundante en las células (Jocelyn y Kamminga,
1974), su concentracion es similar a la de glucosa (Vifia,
1978). Los niveles de GSH mitocondrial son el doble en las
hembras en comparacion con los machos. Los niveles intrace-
lulares de su forma oxidada, GSSG, se consideran un biomar-
cador de envejecimiento (Hazelton y Lang, 1984), y nosotros
observamos que los niveles de GSSG mitocondrial se relacio-
nan con el dafno asociado al envejecimiento (Sastre, 2000).
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LOS ESTROGENOS INDUCEN LA EXPRESION MITOCON-
DRIAL DE LAS DEFENSAS ANTIOXIDANTES

Con el fin de tratar de dilucidar por qué las hembras tienen un
menor estrés oxidativo mitocondrial que los machos, estudia-
mos las posibles diferencias de expresion y actividad de enzi-
mas antioxidantes mitocondriales en funcién del género.
Puesto que las concentraciones basales de O,-- y H,0O, depen-
den de su tasa de produccion y su tasa de utilizacion, determi-
namos la actividad mitocondrial y la expresion de las enzimas
Mn-SOD vy glutation peroxidasa (GPx) (Boveris y Cadenas,
2000). Ambas, la expresion (Figura 1) y la actividad enzimati-
ca de las dos enzimas fue aproximadamente el doble en las
hembras en comparacion con los machos. El hecho de que las
hembras tenian una actividad GPx superior a la de los machos
ya fue descrito en los afos 60 (34), pero nunca se habia rela-
cionado con la diferente longevidad entre géneros. Hace unos
afos, Orr y Sohal (Orr y Sohal, 1994) observaron que las mos-
cas Drosophila que sobreexpresaban bien la SOD o la catalasa
(pues no tienen GPx) no tenian una longevidad mayor. Sin
embargo, cuando se sobreexpresaban ambas conjuntamente,
si experimentaban un aumento en su longevidad. Nosotros
hemos encontrado que las hembras sobreexpresan ambas
enzimas antioxidantes mitocondriales, la Mn-SOD vy la GPx, y
como a continuacién veremos, los estrégenos son los respon-
sables de tal induccion.

CASCADAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN EL
EFECTO ANTIOXIDANTE DEL ESTRADIOL

La capacidad antioxidante del estradiol in vitro ha sido amplia-
mente demostrada (Ruiz-Larrea, 1997). Sin embargo, a con-
centraciones fisioldgicas, no es posible que puedan actuar
como tal, especialmente por su baja concentracion en plasma.
Un simple calculo nos lo muestra: las dosis que se recomien-
dan de estradiol en la terapia hormonal sustitutiva son de 50
Wg/dia, las de vitamina E de 500 mg/dia. Ello supone, que el
estradiol deberia ser 10.000 veces mas potente que la vitami-
na E como antioxidante quimico, lo cual no se justifica a la luz
de su estructura quimica.

Sin embargo, estudios in vivo indican que los estrégenos pose-
en un potente efecto antioxidante: la produccion mitocondrial
de H,0, aumenta significativamente tras la ovariectomia (mas
del 50%) y la reposicion hormonal con estrogenos de las ratas
ovariectomizadas revierte completamente este incremento
(para mas detalle, consultar Lezza et al.). Por tanto, esta claro
que los estrédgenos no actiian como antioxidantes quimicos in
vivo, sino que ejercen su accion antioxidante mediante la
induccion de genes antioxidantes y enzimas antioxidantes.
Para corroborar esta hipdtesis, cambiamos a un modelo in vitro
y utilizamos cultivos de células de glandula mamaria, ricas en
receptores estrogénicos, las MCF-7.

Al incubar estas células con estradiol a concentraciones fisiold-
gicas, observamos una disminucion de los niveles de H,0,. Al
co-incubarlas con estradiol y tamoxifeno (un modulador de
receptores de estrégenos que en este tejido actia como anta-
gonista) los niveles de H,0, celulares aumentaban hasta ser
similares a los niveles control. Ello indica que los receptores
estrogénicos estan implicados en el efecto antioxidante del
estradiol. Este efecto nos llevo a estudiar el mecanismo por el
cual el estradiol induce la expresion de las enzimas antioxidan-
tes mencionadas anteriormente. Un efecto gendmico directo
no podia ser la causa, puesto que ni la Mn-SOD ni la GPx tie-
nen elementos de respuesta a estrégenos en la secuencia de
su promotor. Por tanto pensamos que las cascadas de sefiali-
zacion celular debian estar implicadas. Medimos la activacion
de las MAP kinasas p44/p42 (ERK1/ERK2) y observamos que el
estradiol la aumentaba. Utilizando un inhibidor de la fosforila-
cion de estas MAP kinasas, el UO126, demostramos que el
efecto antioxidante del estradiol estaba mediado por las mis-

mas, puesto que al medir los niveles de H,0, en células trata-
das conjuntamente con estradiol y UO126, los niveles de perd-
xidos no se modificaban respecto el control. El siguiente paso
I6gico en el mecanismo que proponemos era medir la activa-
cion del factor de transcripcion nuclear kappa B (NFkB), pues-
to que las MAP kinasas son capaces de activarlo, y ademas
nuestras dos enzimas tienen elementos de respuesta a NFkB
en la secuencia de su promotor. El estradiol activa NFKB y éste
media su efecto antioxidante, como se puede comprobar en la
Figura 2, que muestra los niveles de H,0, cuando coincubamos
el estradiol con un inhibidor de la activacién de NFkB.
Finalmente, el estradiol induce la expresion de la Mn-SOD vy de
la GPx y evidencia cdmo las vias de sefalizacion de las MAP
kinasas y NFkB estan implicadas en este efecto.

Por tanto, el mecanismo antioxidante del estradiol es el
siguiente: estradiol se une a receptores estrogénicos que acti-
van la via de las MAP kinasas, las cuales inducen la transloca-
cion de NFkB al nucleo, el cual se une a los promotores de las
enzimas antioxidantes Mn-SOD y GPx aumentando su expre-
sién. Estas viajan a la mitocondria donde ejercen su efecto
antioxidante haciendo disminuir los niveles de perdxidos
(Borras, 2005).

LOS FITOESTROGENOS POSEEN LOS EFECTOS BENEFI-
CIOSOS DE LOS ESTROGENOS AL AUMENTAR LAS
DEFENSAS ANTIOXIDANTES MITOCONDRIALES

El efecto del estradiol sobre la regulacion de genes antioxidan-
tes relacionados con la longevidad supone que su administra-
cion podria ser beneficiosa para aumentar la longevidad, espe-
cialmente en varones, que podrian alcanzar asi una longevidad
similar a la de las mujeres.

Sin embargo, ha sido ampliamente demostrado que la adminis-
tracion de estrégenos en la terapia hormonal sustitutiva puede
tener serios efectos colaterales. Los fitoestrégenos constituyen
una excelente alternativa. Sus efectos beneficiosos han sido

LAS HEMBRAS VIVEN MAS QUE LDS MACHDS

DE LOS EFE

Figura 3.- Mecanismo propuesto para explicar la mayor longevidad de las hem-
bras frente a los machos.

Abreviaturas utilizadas: MT: mitocondria; THS: Terapia hormonal sustitutiva;
ROS: Especies reactivas de oxigeno

documentados en numerosas ocasiones (Munro, 2003; Mahn,
2005), sin haberse encontrado efectos indeseables. Asi pues,
nosotros probamos el efecto de 0.5_M de genisteina, el fitoes-
trégeno mas abundante de la soja (Park, 2005), sobre los nive-
les de H,0, en células MCF-7. Esta concentracién de genistei-

na se considera nutricionalmente relevante, pues es la concen-



tracion plasmatica que se encuentra en personas que consu-
men soja en su dieta habitual, es decir, en el este asiatico. El
resto de la poblacion que no consume soja tan habitualmente
posee unos niveles plasmaticos muy por debajo de éstos.

La genisteina a tal concentracion disminuye los niveles de H,0,
en células MCF-7, y al igual que el estradiol, lo hace mediante
la activacion de receptores estrogénicos. Confirmamos que el
mecanismo es el mismo que utiliza el estradiol: la genisteina
se une a receptores estrogénicos, activa las vias de sefializa-
cion de las MAP kinasas y de NFkB, e induce la expresion de la
enzima antioxidante Mn-SOD (Borras, 2006).

PERSPECTIVAS

Encontrar buenos modelos de envejecimiento es crucial en
gerontologia. La diferente longevidad entre sexos, es decir, el
hecho de que las hembras vivan alrededor de un 10% mas que
los machos en numerosas especies, incluyendo la especie
humana, ofrece una oportunidad Unica de estudiar aspectos
fundamentales del envejecimiento.

En el contexto de la teoria mitocondrial del envejecimiento,
nuestro grupo ha encontrado que la producciéon mitocondrial
de oxidantes es aproximadamente el doble en machos que en
hembras. Demostramos que estas diferencias se deben a los
estrogenos, que actlan mediante la activacion de receptores
estrogénicos, MAP kinasas, NFkB e induccién de la expresion
de enzimas antioxidantes. La figura 3 resume el mecanismo
propuesto para explicar las diferencias de longevidad entre
machos y hembras.

La administracion de estrdgenos en la menopausia posee pro-
blemas clinicos y ademas, obviamente, no se puede adminis-
trar a los hombres. Los fitoestrogenos ofrecen una alternativa
interesante: ejercen los mismos efectos antioxidantes que el
estradiol, por el mismo mecanismo, sin poseer los efectos
feminizantes del estradiol. Asi pues, plantearse el empleo de
estos compuestos para aumentar la longevidad de los machos
hasta compararse con la de las hembras, es un hecho que
deberia considerarse seriamente.
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OPINION

Es en la falta de acicate, en la pérdida del deseo de imitacion y en el poco reconocimiento social
donde reside nuestra cronica carencia de vocaciones cientificas. El cientifico ya no es admirado
como lo fuera y en eso tenemos nosotros una buena parte de culpa. Seria importante mostrarles
a los adolescentes y a los jovenes cientificos los lugares donde la ciencia nace y también el valor
del coraje para vencer la dificultad a los cientificos en agraz.
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SALVEMOS EL LABORATORIO CHILENO DE MONTEMAR.

Ricardo Borges

No conozco personalmente al Dr. Mario Luxoro (foto 1) aunque
la impresién que me produjo la primera visita al laboratorio de
Montemar hace unos afios espoleara mi interés por acercarme
a su figura y a la de una larga serie de cientificos de primer
orden que se dieron cita en aquel rincon del Pacifico hace
cuarenta y tantos afios (Bacigalupo y Kukuljan, 1997).

Cuando la Dra. Ana M2 Cardenas (Universidad de Valparaiso,
Chile) me condujo a aquella modesta edificacion, sita a esca-
sos metros de los rompientes cercanos a las playas de Refiaca,
no imaginaba que tras aquellas humildes paredes se alber-
garan los laboratorios responsables de uno de los mayores
hitos cientificos acaecidos en la historia de la América del Sur.
Alli, y a lo largo de casi tres décadas, se realizaron contribu-
ciones cientificas de primer orden en el ambito de la electrofi-

Foto 1. Mario Luxoro extrayendo el axén de un calamar.

siologia utilizando las poderosas armas que el océano les
brindaba: los axones gigantes de las jibias (Dosidicus Jigas,
foto 2) y la unidn neuromuscular de los picorocos
(Megabalanus psittacus, un marisco similar a una claca de gran
tamafio). Aunque en realidad no es asi, las armas principales
que poseian fueron unas inteligencias preclaras y la tenacidad
ilimitada para hacer frente a la mayor de las adversidades.

Cuando en una conversacién con los colegas alguien se queja
de su precariedad de medios, inconscientemente mis pen-
samientos me llevan hacia el olor a humedad de aquellas
habitaciones donde las mesas antivibratorias, los estiradores
de electrodos, los amplificadores y hasta los micromanipu-
ladores fueron construidos por Luxoro y los suyos en aquel
lugar tan apartado del mundo. Conozco muy bien lo que para
un cientifico significa el aislamiento, y lo he sufrido. Nada que
ver con lo que fue para ellos trabajar alli. Y sin embargo, la cal-
idad de la produccién cientifica y el poder de convocatoria que
el laboratorio de Montemar llegé a reunir puede hoy dia levan-
tar mas de una envidia, la mia sin ir mas lejos.

Fue a principios de los sesenta cuando Mario Luxoro empled
parte del dinero de un proyecto que habia traido de Estados
Unidos para comprar una modesta casa de pescadores. Con el

Foto 2. Jibias gigantes en Montemar

tiempo, una vieja bobina de cable dio origen a la mesa del
comedor, unas tablas y unos cristales de dudoso origen permi-
tieron agrandar el segundo piso. Utilizaron el reverso de un
cartel de trafico para convertirlo en la pantalla de proyeccién
de la sala de seminarios. Cuando las autoridades académicas
hostiles intentaron boicotearles cortando el suministro eléctri-
co del edificio, obtuvieron la luz "prestada" gracias a cables
conectados a un poste del alumbrado publico. Porque durante
los siguientes afios la casa alojé varios laboratorios, sirvid dor-



mitorio, cocina y comedor a varias decenas de cientificos de
Chile y del mundo.

Todavia hoy, casi diez afios después de que alli se hicieran los
ultimos experimentos, la impresion que se lleva el visitante es
que los investigadores acaban de salir a comer. Ello se debe a
que José Soto, quien durante afios salid a diario al Pacifico a
pescar jibias, sigue viviendo alli y conservando el lugar.
Sobrecoge ver los axones pegados en el techo adonde los tira-
ba Mitzy Canessa para celebrar un buen registro o ver el taller
de mecédnica donde Francisco "Pancho" Bezanilla y Julio
Vergara construian piezas para sus microscopios. O el taller de
electrénica donde Ramoén Latorre y Cecilia Hidalgo construian
un amplificador de fijacion de voltaje (en aquellos afios no
eran comerciales). La biblioteca sigue estando rodeada de
libros y de revistas cientificas y en el aula de seminarios se
percibe todavia el ambiente de discusion de Ichigi Tasaki con
Clay Armstrong y de Sigmund Fischer con Peter Baker. Sobre
la escalera aln esta la trampilla que conduce al desvan en
donde mas de uno hubo de ocultarse durante la larga noche
de la dictadura de Pinochet.

Fue en Montemar desde donde Rojas y Luxoro demostraron la
naturaleza proteica de las estructuras que trasegaban iones,
hoy conocidos como canales (foto 3). A aquel pionero trabajo
en Nature (Rojas y Luxoro, 1963), le siguieron otros en esa
revista y en Science (Tasaki y Luxoro, 1964; Tasaki et al,
1965), Journal of General Physiology (Luxoro y Yanez, 1968;
Armstrong et al, 1973), Journal of Physiology (Bacigalupo et al,
1979), etc... ante la general indiferencia del pais en el que
vivian y la furia del mar cuando un tsunami les destrozo el lab-
oratorio. Paul Ehrlich decia que el cientifico necesitaba las cua-
tro G: Geschick, Geduld, Geld und Glick (habilidad, paciencia,
dinero y suerte) yo afadiria talento. Excepto de dinero,
Montemar andaba sobrado de todo lo demas (Latorre, 2006).
Cuando Luxoro y Rojas volvieron a Santiago para hacer la

Foto 3. Eduardo "Guayo" Rojas en los afios 60 ante su "set-up"

reforma universitaria, dejaron en Refiaca a una segunda gen-
eracion de cientificos con una soberbia formacién basica y se
les brindd la oportunidad de demostrarlo. La revista Nature
recibié un trabajo desde las playas de Montemar, era la obra
prima de dos jovenes doctorandos (Latorre e Hidalgo, 1969).
Causa envidia observar como en los paises del norte se dota
de importancia a la historia de la ciencia y a los lugares donde
ésta se forjo. Hoy se pueden visitar los laboratorios de Kelvin
o de Cavendish en Gran Bretafia. En los paises latinos de mas
al sur hemos reconocido el valor del arte y se pueden visitar
las casas y los estudios de Dali, de Manrique o de Lorca, tam-
bién en Chile las casas de Neruda o de Gabriela Mistral. La
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Foto 4. El edificio del laboratorio de Montemar visto desde la playa

ciencia nunca ha reivindicado ese lugar en nuestra sociedad.
En Espafia, los laboratorios de Cajal y de Negrin perecieron
bajo el impacto de las bombas de la Guerra Civil.

Hace un par de afios supe que el Rectorado de la Universidad
de Chile habia decidido vender el laboratorio de Montemar y su
entorno a una promotora para construir apartamentos. La zona
es ahora un enclave turistico. El dinero resultante de una venta
como esa no enjugara las deudas que tiene cualquier universi-
dad. Por eso hemos comenzado a luchar (Borges et al, 2006)
y a hacer fuerza dentro de Chile (Duery, 2006) hasta lograr
que, de momento, la operacion de venta se aplace al menos
un ano.

éPara qué puede servir el laboratorio de Montemar?
Los principales usos serian los de museo, lugar de reuniones
cientificas y, por qué no, poder seguir funcionando como labo-
ratorio.

Durante el afio el clima es, en general, placido, pero las playas
estan vacias. El alojamiento en todas las playas al norte de
Valparaiso es de calidad y, durante toda la temporada baja,
muy barato. Montemar es entonces el lugar idoneo como sede
de cursos y seminarios cientificos. Hay paz frente al Pacifico y
el lugar esta a sdlo dos horas de Santiago.

Durante el verano, las playas se llenan de veraneantes;
entonces el lugar podria funcionar como museo. La municipal-
idad de Refiaca no ofrece muchas actividades para hacer fuera
del pasear por las playas. El laboratorio podria ser visitado
como tantos otros lugares de interés. Con unos videos y unos
pocos paneles se explicaria la labor que se llevaba a cabo en
aquellos laboratorios y por la que los electrofisidlogos chilenos
fueron y son reconocidos en todo el mundo.

Finalmente, los axones del calamar o las uniones heuromuscu-
lares de los picorocos tienen aln mucho que ensefiarnos. No
habia muchos lugares en el mundo en donde hacerlo en los
afos sesenta y no los hay ahora. Montemar sigue siendo un
lugar muy atractivo porque los laboratorios no "pertenecen" a
nadie en particular. Los cientificos pueden seguir acudiendo al
lugar cada afio.

El edificio consta de dos plantas (foto 4). En la de abajo, estan
los cuatro laboratorios, el taller, la unidad de cultivos y los
acuarios. Las obras de remozado no son caras. Nuestra idea es
reacondicionar dos laboratorios tal y como estaban con los
equipos de la época y dejar otros dos preparados para seguir
siendo laboratorios activos de investigacion en electrofisiologia
marina. La planta superior aloja hoy los dormitorios, los bafios,
la cocina, los despachos y el aula de seminarios. Se puede, sin
demasiado esfuerzo, redistribuirla para hacer una gran sala
mixta de seminarios y de proyecciones.

La enseilianza de Montemar
Es en la falta de acicate, en la pérdida del deseo de imitacion
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y en el poco reconocimiento social donde reside nuestra créni-
ca carencia de vocaciones cientificas. El cientifico ya no es
admirado como lo fuera y en eso tenemos nosotros una buena
parte de culpa. Seria importante mostrarles a los adolescentes
y a los jovenes cientificos los lugares donde la ciencia nace y
también el valor del coraje para vencer la dificultad a los cien-
tificos en agraz.

Cuando le preguntan a Ramon Latorre por qué fue aquel lab-
oratorio tan importante para el desarrollo de la Biofisica en
Chile, él siempre responde: "porque los seniors hacian muy
buena ciencia y dejaban a los jovenes hacer lo que quisieran”
y prosigue siguiendo a Prutz en que "la creatividad en la cien-
cia, como en el arte, no pueden ser organizadas"

En Espafia llevariamos a nuestros estudiantes a sitios como
Montemar si los tuviésemos. En toda la América del Sur
quedan pocos lugares como ése y ya es hora también de que
los cientificos reivindiquemos nuestra contribucion histdrica a
la humanidad. La ciencia es universal y es por ello que
Montemar también es nuestro. Ni Chile ni nosotros podemos
permitirnos el lujo de perder uno de los baluartes de la cien-
cia.

Envia tu carta de apoyo a: rlatorre@cecs.cl
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LA VENTANA DEL FISIOLOGO.

ARN Interferente: un Mecanismo Primitivo de Defensa Frente a los Virus que puede
servir para Curar Enfermedades. José Miguel Lopez Novoa

La regulacion de la sintesis de proteinas en las células eucar-
ioticas ocurre en varios niveles: a) transcripcional, en el que el
ADN se transcribe a ARN mensajero (ARNm); b) procesamien-
to del ARN; c) traduccién a proteinas, y d) procesamiento post-
transduccional, sorting y degradacién de estas proteinas.
Hasta ahora, el nivel que habia atraido menos atencién por
parte de los cientificos era el del procesamiento del ARN,
hasta que se descubrié el fendmeno del ARN interferente
(ARNi). El ARNi consiste en trozos de ARN de doble cadena de
aproximadamente 21 nucledtidos cada una, que se unen a un
complejo enzimatico denominado complejo silenciador induci-
do por ARN (CSIA). En este complejo, el ARNi proporciona la
especificidad para el ARNm con secuencias complementarias al
ARNi, lo que le permite unirse a él. El CSIA contiene una
endonucleasa que rompe el ARNm especifico en pequefios
fragmentos que son entonces degradados por las ARNasas
convencionales. El resultado final es una degradacién especifi-
ca del ARNm complementario del ARNi, con la consecuente
disminucion de la expresion de la proteina correspondiente.

Pero ¢cudles son las funciones de ese mecanismo? Se cree que
el ARNi sirve para defender a las células eucariotas de la infec-
cién por virus que contienen ARN. En relacién con esto,
algunos virus patdgenos, como el de la gripe, son capaces de
eliminar la respuesta basada en el ARNi, evitando con ello
parte de la defensa celular. También sirve para regular ciertas
funciones especificas de las células en el desarrollo, anulando
especificamente la expresion de ciertos genes de forma post-
transcripcional.

”

El ARNi lo hemos utilizado experimentalmente para “silenciar
de forma especifica el ARNm de genes cuya funcién queremos
estudiar. Este método, elegido por la revista Science como la
tecnologia del afo 2002, es mucho mas eficaz que otros uti-
lizados hasta la fecha, como la transfeccion de ARN antisenti-
do. Pero, ademas, existen unas claras perspectivas terapéuti-
cas para el ARNi. Por ejemplo, la degeneracion macular, la
primera causa de ceguera en el mundo desarrollado, esta cau-
sada por aumento de la expresion del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) por parte de ciertas células de la
coroides, lo que estimula el crecimiento descontrolado de
vasos sanguineos en el plexo coroidal (angiogénesis). El ARNi
administrado al ojo es captado por estas células, disminuyen-
do la producciéon de VEGF y reduciendo de esta forma la
angiogénesis.

Aunque los resultados preliminares del uso del ARNi en varias
enfermedades experimentales son prometedores, todavia han
de pasar bastantes afios antes de asegurar su utilidad clinica.
No obstante, estamos ante un sugerente camino cientifico por
el que pueden discurrir futuras investigaciones.
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areas de aplicacion

especificaciones

distribuidor oficial

fluorescencia inducida por laser
microscopia de alta resolucion
microscopia de luminiscencia
microscopia de electrones

fluorescencia espectroscopica [NIR: Infrarrojo
Cercano) bioluminiscencia

quimioluminiscencia

procesamiento de imagen con niveles de luz bajos
procesamiento de imagen de biomarcadores [GFP:
Proteina Verde Fluorescente)

espectroscopia en tiempo resuelto

analisis de spray

hidrodinamica

electroforesis

espectroscopia de absorcion y luminiscencia

procesamiento de tintes potencialmente sensibles
(Neurociencia)

vision nocturna

seguridad

astronomia

andlisis de procesos de combustion
procesamiento geles inyeccion de carburantes

excelente resolucion (2048 x 2048 pixeles)
rango dinamico de 14 bits

grabacion rapida de imagen - 160MB/s
memoria de imagen en camara [RAM hasta 4GB)
bajo nivel de ruido: 12e™ rms a 10MHz
refrigeracion termoeléctrica de -50°C vs.
temperatura ambiente

interfaces estandar (IEEE 1394, camera link,
ethernet)

maging
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