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EDITORIAL

Estimado lector, es un placer para el comité organizador del XXIX Taller de
actualizacion Bioquimica, presentarle el vigésimo sexto volumen del libro Mensaje
Bioquimico, publicacion que anualmente edita y publica el Departamento de Bioquimica de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México. Dicha
publicacion, en honor a la verdad, no seria posible sin la generosa contribucién de los
ponentes del Taller de Actualizacidon Bioquimica, quienes preparan con gran esmero, una
revision especialmente elaborada para ser publicada a manera de memorias, de las
presentaciones desarrolladas durante el Taller. Asi, se trata de trabajos de actualizacion,
de gran calidad cientifica, y que nos permiten exclamar con orgullo a lo largo de mas de 25
anos, que constituyen la mejor coleccién de trabajos en el area de la bioquimica, publicada
en idioma espanol.

El presente volumen es especialmente significativo, no solo por la calidad de los
ponentes que aceptaron participar este afo en el taller, sino también porque se abre una
nueva etapa del Mensaje Bioquimico, ya que por primera vez, tendremos dos ediciones del
mismo, una impresa que se distribuye principalmente entre todos los asistentes del Taller
de Actualizacion Bioquimica, y una electronica, la cual se podra accesar libremente a
través de la pagina del Departamento de Bioquimica
(http://laguna.fmedic.unam.mx/mensajebioquimico). Esta ultima edicion, era ya una
necesidad apremiante en esta nueva era de globalizacion e internet, que nos permite dar la
difusidn que merecen, las excelentes revisiones que depositan en nuestras manos los
ponentes del Taller de Actualizacion Bioquimica, y nos brinda la oportunidad de lograr un
impacto mayor, no solo entre los asistentes al taller, sino potencialmente en toda la
comunidad hispanoamericana interesada en la Bioquimica, con la cual compartiremos
ahora, el fruto mas selecto de nuestra reunién, el “Mensaje Bioquimico.”

Por otra parte, es importante destacar también, la gran diversidad de temas que se
han abordado a lo largo de las diferentes ediciones del “Mensaje Bioquimico”, que van
desde la salud publica, la ingenieria de proteinas, la contaminacién ambiental, el origen de
la vida, etc. lo que no hace mas que enfatizar, el notable alcance que tiene la Bioquimica
moderna en nuestros dias. Asi, podemos afirmar también, casi con certeza, que
actualmente no existe area dentro de la amplia gama de las ciencias bioldgicas y médicas,
que no tengan que recurrir en su explicacion ultima, a las bases moleculares que
determinan los fendmenos naturales. Es por esto que, la Bioquimica actual (como madre
de la biologia molecular), ha terminado por convertirse en la herramienta basica con la cual
investigadores de areas muy disimbolas, han encontrado un mismo punto de
convergencia, a partir del cual, todo adquiere sentido.

El volumen XXVI del Mensaje Bioquimico no podia ser la excepcion, y en él se
abarca también una gran diversidad de temas. Asi, el Dr. Xavier Soberdén (Director del



Instituto de Biotecnologia), abre la reunidén, exponiendo con gran sencillez y claridad los
principios que gobiernan el plegamiento y evolucion de las proteinas, los avances en la
evolucion dirigida y la ingenieria de proteinas, y su aplicacion en el desarrollo de una
industria quimica mas limpia y benigna con el entorno.

Por otro lado, el Dr. Wilhelm Hansberg, del Instituto de Fisiologia Celular, nos
preparo una elegante y documentada revision sobre la Biologia de las especies de oxigeno
reactivas, la cual abarca desde los aspectos mas basicos de la fisicoquimica del oxigenoy
sus derivados, hasta sus mecanismos de reaccion con las moléculas bioldgicas,
incluyendo por supuesto, un apartado muy completo sobre los multiples sistemas
antioxidantes con que cuentan los seres vivos. La revision remata exponiendo el papel del
oxigeno en la proliferacion y diferenciacion celular, uno de los aspectos mas excitantes de
la biologia del oxigeno que se ha desarrollado en los ultimos afos.

El Dr. Alejandro Fernandez-Velasco, del Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina, prepard una muy atractiva revision sobre las patologias asociadas
al plegamiento anémalo de proteinas, ahora denominadas como plegopatias, entre las que
destacan, la fibrosis quistica, las encefalopatias espongiformes, y muy probablemente el
Alzheimer, entre otras. Este trabajo corresponde a una extension natural de las revision
previamente elaborada por Clorinda Arias y Xavier Mungarro sobre Alzheimer (Vol. XXV
del Mensaje Bioquimico). De esta forma, los autores revisan ahora los factores
termodinamicos y cinéticos que determinan el plegamiento de las proteinas, y analizan la
informacion disponible sobre las plegopatias mas notables, asi como los mecanismos de
que disponen las células para evitar la agregacion de proteinas.

La Dra. Nancy Carrasco por su parte, desde el Albert Einstein College of Medicine
en Nueva York, nos comparte una concisa revision del transportador de yodo, describiendo
los ultimos avances en la regulacion y caracterizacion a nivel molecular de este
transportador, y nos permite vislumbrar el impacto potencial de este transportador en el
tratamiento de algunos tipos de cancer mediante el empleo de pequefias dosis de yodo
radioactivo. El Dr. Julio Reyes Leyva, del Centro de Investigacién Biomédica de Oriente,
nos ilustra los ultimos avances en los mecanismos moleculares de la patogenia viral,
empleando como paradigma el rubulavirus porcino, una enfermedad viral emergente,
descrita por primera vez en 1980, en granjas porcinas de la Piedad, Michoacan. Asi,
mediante una detallada y cuidadosa revision, los autores nos sumergen en la frontera entre
la Bioquimica y la Inmunologia, simbiosis obligada para tratar de comprender la patogenia
viral.

El Dr. Salomon Bartnicki-Garcia, que es profesor emérito por la Universidad de
Rutger-- y actualmente se encuentra laborando en el CICESE, nos presenta un delicioso
y ameno relato sobre la morfogénesis en los hongos, en donde con una claridad poco
usual, nos contagia el tremendo placer que entrafia el quehacer cientifico.

Como obsequio final a nuestros lectores, se incluye en el presente volumen, el
trabajo expuesto por la Dra. Herminia Pasantes, investigador emérito por el Instituto de
Fisiologia Celular, quién generosamente acepté participar fuera de programa, en el pasado



XXVIII Taller de Actualizacion Bioquimica, presentando una conferencia realmente
sobresaliente, sobre la regulacion del volumen celular. El trabajo escrito por la Dra.
Pasantes, representa la respuesta a las numerosas solicitudes que pidieron incluir en el
Mensaje Bioquimico, su ponencia.

Estamos seguros que muchos de los trabajos aqui plasmados, se convertiran en
referencia obligada para todos los estudiantes de habla hispana, interesados en la
Bioquimica. Para los profesores, esperamos que estas revisiones, contribuyan a un mejor
desarrollo del trabajo en clase. Como editores del Mensaje Bioquimico, hemos hecho
nuestro mejor esfuerzo por lograr que este material tenga la mayor difusion posible y este
presentado en la forma mas adecuada y atractiva. El tremendo esfuerzo desarrollado por
los autores nos exigio, por nuestra parte, a desarrollar un esfuerzo editorial equivalente.

Por ultimo, queremos hacer patente nuestro agradecimiento a la Dra. Ana Maria
Lépez Colome (jefa del Departamento de Bioquimica) y el Dr. Alejandro Cravioto (Director
de la Facultad de Medicina), por el apoyo, que como ya es tradicion, nos han brindado afio
con ano, para la realizacion de éste Taller; y especialmente a Rafael Cauduro,
extraordinario pintor mexicano, maestro de la pintura hiperrealista contemporanea, quién
personalmente nos autorizé para utilizar una de sus obras, la que engalana la portada de
éste volumen, asi como los carteles promocionales de la semana de la educacion
Bioquimica 2002.

Agosto del 2002

Héctor Riveros Rosas
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Introduccioén

A partir del surgimiento de las técnicas de DNA recombinante, hace cerca de 30
afos, se inicid una revolucion en los enfoques utilizados para estudiar practicamente
todos los fendmenos bioldgicos. El estudio de las proteinas no fue la excepcion. La
posibilidad creciente de aislar, caracterizar y, especialmente, modificar genes, fue
dando origen a formas cada vez mas poderosas y sofisticadas de indagar la relacién
entre la secuencia, la estructura y la funcion de las proteinas. Asimismo, las
herramientas y el conocimiento sobre estos sistemas han potenciado en gran medida la
posibilidad de utilizarlos con fines tecnologicos. En este trabajo se presenta una vision
general sobre algunas de las principales areas de investigacion en proteinas y sobre
las posibilidades de su aplicacidon, especialmente en el campo de la biocatalisis.
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Ademas, se proveen ejemplos a partir de proyectos de investigacion propios de nuestro
laboratorio, con especial énfasis en ingenieria de proteinas, a partir del enfoque de
evolucion dirigida, como medio para lograr modificar las propiedades enzimaticas.

La investigacion contemporanea en proteinas: principales preguntas

Al hablar de ingenieria de proteinas, nos estamos refiriendo a la modificacién
racional y utilitaria de estas macromoléculas, centrales en todas las transacciones
biolégicas. Con gran intuicién, el quimico holandés Mulder fue quien dio nombre a
estas sustancias en 1838, utilizando la raiz griega "protos", que significa: primordial o
"de la mayor importancia”". No es de sorprender, entonces, que la investigacion
contemporanea alrededor de las proteinas se mantenga extremadamente activa.
Evidentemente, la capacidad de modificar un sistema esta directamente relacionada
con el conocimiento que tenemos de ese sistema. Por eso se inicia este articulo
revisando, de manera somera, algunas de las preguntas centrales que se formulan
actualmente en este campo.

La descripcion de la composicion quimica de las proteinas es, como sabemos,
muy sencilla: son polimeros lineales compuestos por 20 diferentes aminoacidos, cuya
secuencia determina su identidad quimica y, en ultima instancia su funcion. Sin
embargo, la funcion de las proteinas, su eficiencia y especificidad de interaccion,
dependen mas directamente de la conformacion que adoptan, es decir, que las
contorsiones espontaneas de la cadena lineal de aminoacidos, en lo que se conoce
como estructura terciaria o conformacion nativa. Una molécula tipica de proteina consta
de varios cientos de aminoacidos, por lo que resulta ser un complejisimo sistema con
varios miles de atomos. La determinacién experimental de la posicidn relativa de estos
atomos en el espacio requiri6 el desarrollo y adaptacion de las técnicas de
cristalografia de rayos X. La solucién de la primera estructura de proteina tomé a Max
Perutz mas de 20 afios. Hoy en dia la solucion de una estructura nueva puede ocurrir
en unos cuantos meses (0 hasta semanas, ver mas adelante), pero sigue
constituyendo un logro extraordinario, por ser técnicas de gran belleza que rinden
gran cantidad de informacion. Mas recientemente se ha incorporado la técnica de
Resonancia Magnética Nuclear (NMR) al arsenal de herramientas para la
determinacion de estructuras proteicas. Producto de los esfuerzos de cristalografos y
espectroscopistas, disponemos hoy en dia de mas de tres mil estructuras
tridimensionales independientes, con las que podemos realizar estudios comparativos y
derivar nociones generales sobre la arquitectura de estas biomoléculas, asi como
acercarnos desde otra perspectiva al estudio de la evolucion molecular. A pesar de
todo esto, las proteinas son sistemas moleculares tan complejos, que todo este
conocimiento no es suficiente para predecir, a partir de la secuencia de aminoacidos, la
estructura tridimensional.
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Plegamiento de proteinas.

La investigacién en este campo se refiere al proceso por el cual una proteina
naciente, o una desnaturalizada, adopta su conformacion nativa. Destacan dos grandes
aspectos o preguntas, que podriamos identificar con la termodinamica y la cinética,
respectivamente, del plegamiento de proteinas: 4, Cual es la naturaleza y la magnitud de
las interacciones no covalentes que determinan como se conforma una proteina?; ;En
qué orden o secuencia temporal se establecen estas interacciones, de tal manera que
las proteinas adquieran su conformacion nativa en tiempos compatibles con su funcion
biolégica?

Respecto a la primera pregunta, es claro que al aproximarnos a su solucién,
contaremos con la herramienta adecuada para analizar las estructuras determinadas
experimentalmente, asi como sus interacciones con otras proteinas y ligandos
pequenos. Adicionalmente, responder esta pregunta es una condicién necesaria para
poder predecir, con base en principios fundamentales, la conformacion nativa de una
proteina a partir de su secuencia. Asimismo, como se trata en otro de los capitulos de
este volumen, (véase Chanez-Cardenas et al., pp 73-97) el plegamiento de proteinas
subyace la causa de algunas importantes enfermedades.

La segunda pregunta surge de la observacion que hoy llamamos la paradoja de
Levinthal (1). Si consideramos que cada aminoacido puede adoptar 10 conformaciones
distintas (un calculo conservadorg, entonces para una proteina pequeia, de 100
aminodcidos, existen al menos 10'% diferentes conformaciones para agotar su espacio
conformacional. Este es un numero astrondmico de conformaciones, que una proteina
no puede “ visitar” en un tiempo equivalente a la edad del universo, pero la mayoria de
las proteinas se pliegan (adquieren su conformacion nativa) en intervalos que van
desde milisegundos hasta unos cuantos segundos. La busqueda de la solucion para
esta paradoja constituye el activo campo del plegamiento de proteinas. Forzosamente
deben existir vias de plegamiento o etapas en las que ciertas interacciones, que se
forman rapido, condicionan las etapas subsecuentes (2). Nuevamente, la comprension
de este proceso tiene grandes implicaciones y constituye una herramienta promisoria
(quiza indispensable) para lograr la prediccion de la estructura a partir de la secuencia,
atendiendo a principios fundamentales.

Entre estos principios, debemos observar la existencia de grupos donadores y
aceptores de puentes de hidrogeno en el enlace peptidico. Estos puentes de hidrogeno
deben quedar establecidos en la estructura nativa (ya que, por supuesto, estan
establecidos por interaccion con el agua en una estructura desplegada). La manera
mas sencilla de lograr esto es con la formacion de estructuras periodicas, como las alfa
hélices y las laminas beta. Ademas, existen aminoacidos hidréfobos e hidrofilicos,
grandes y chicos, capaces de formar puentes de hidrogeno e interacciones
electrostaticas. Entre todas las interacciones posibles para las cadenas laterales de los
aminoacidos, existe buena evidencia para suponer que la mas importante para
determinar la estructura proteica es la interaccién hidréfoba. Podemos imaginar a una
cadena polipeptidica como un largo collar que contiene en algunas de sus posiciones
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gotitas de aceite, y en otras, entidades solubles en agua. Al colocar tal filamento en
agua, las gotitas de aceite tenderian a colapsarse para formar gotas mas grandes,
contorsionando en consecuencia a la cadena. Las interacciones hidréfobas serian la
fuerza motriz de la contorsién, pero implicarian el ocultamiento de los enlaces
peptidicos, por lo que un colapso hidrofobo en el que se mantienen los puentes de
hidrégeno, por medio de estructuras secundarias, seria mas estable. Asimismo, las
interacciones en el interior de la proteina nativa contribuiran a su estabilidad en la
medida en que “‘embonen” Optimamente, es decir que dejen pocos espacios vacios.
Finalmente, la presencia de cadenas laterales que completan puentes de hidrégeno
que no se pudieron formar en la estructura secundaria, asi como otras que contribuyen
a la solubilidad (por ejemplo, quedando con carga electrostatica en la superficie), serian
otros factores importantes para obtener una estructura nativa especifica y estable.

La descripcion anterior se refiere a conceptos cualitativos bastante bien
aceptados en relacion con los parametros fisicoquimicos que intervienen en el
plegamiento de proteinas. Evidentemente, para poder utilizar estos conceptos en el
proceso de prediccion de la estructura se requiere contar con el componente
cuantitativo y preciso de las magnitudes de estos parametros, aunado a una capacidad
sélida de simular el proceso mismo de plegamiento. Por otro lado, se reconoce que la
energia libre asociada al plegamiento nativo de la mayoria de las proteinas es de una
magnitud relativamente modesta (menos de 15 Kcal/mol), pero que resulta de la
diferencia entre un gran niumero de componentes que contribuyen a desestabilizarla
(notablemente una disminucion drastica de la entropia de la cadena polipeptidica) y
otros que contribuyen a estabilizarla. Asi, la suma algebraica de numerosos términos
tiene el efecto de amplificar cualquier error sistematico y, en todo caso, de establecer
una situacion en la que la relacion entre el ruido y la sefial es poco favorable. En
cualquier caso, cabe destacar que la concepcidn del proceso de plegamiento, es decir,
la existencia y naturaleza del los intermediarios que determinan que éste se pueda dar
en un tiempo compatible con la vida celular, ha experimentado un progreso sostenido
durante las ultimas décadas. Por todo lo anterior, se puede anticipar que la solucion
rigurosa del problema del plegamiento de proteinas se encuentra aun muy distante, y
que habremos de conformarnos con descripciones cualitativas y modelos empiricos
durante un buen numero de afos. Como parte del esfuerzo de encontrar soluciones
rigurosas, hoy dia se encuentran en marcha dos proyectos ambiciosos para abordar el
problema, que consisten en la construccion de una supercomputadora (BlueGene) por
parte de la empresa IBM y, por otro lado, la creacion de un consorcio internacional para
coordinar los tiempos muertos de las computadoras personales conectadas a la red
Internet, para que procesen en forma distribuida simulaciones realistas del plegamiento
de proteinas (http://folding.stanford.edu/download.html).

Reconocimiento Molecular y Catalisis.

Las estructuras nativas de las proteinas determinan que la cadena polipeptidica
presente arreglos o constelaciones de residuos de aminoacido en posiciones definidas
en el espacio tridimensional. Mas aun, determinadas regiones de la superficie de una
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proteina pueden contener densidades de carga electrostatica influenciadas por la
estructura completa de la proteina (por ejemplo, por los macro-dipolos presentes en las
alfa hélices). Asimismo, la red de interacciones entre los diversos elementos de
estructura determinan una mayor o menor flexibilidad en algunos segmentos
especificos de la cadena polipeptidica. La superficie de una proteina globular, con sus
hendiduras y movimientos locales, constituye un tapiz en el que la naturaleza puede
dibujar innumerables patrones. Estos patrones especificos de entidades hidréfobas o
con carga electrostatica, donadoras o aceptoras de puentes de hidrogeno, permiten
establecer una complementaridad, en forma y propiedades, con moléculas grandes vy
pequefias, es decir, determinan la capacidad de reconocimiento molecular (3). Los
mismos principios que explican el plegamiento de las proteinas en sus estructuras
nativas son aplicables a las interacciones que definen el reconocimiento especifico de
otras moléculas.

La flexibilidad inherente a las proteinas constituye un reto importante para el
analisis del reconocimiento molecular, en la medida en que puede existir una
adecuacion inducida (induced fit), en la que la complementaridad de las formas entre
una proteina y su ligando no existe de antemano, sino que se establece al darse las
primeras interacciones.

En todo caso, los constantes avances en la comprensién, tanto por
determinaciones experimentales como por simulacion, de las interacciones moleculares
auguran una creciente capacidad para utilizar la informacion estructural de proteinas
para comprender también sus interacciones con otras sustancias y como elemento
clave para el disefio de farmacos con base en la molécula blanco.

Las proteinas desde el punto de vista evolutivo.

La informacién de los genes se expresa, primero, de una manera lineal, en la
secuencia de las proteinas, de acuerdo con el cdédigo genético, pero la funcién
codificada sélo surge de la estructura tridimensional que las proteinas adoptan. Mas
aun, incluso la estructura en si misma no revela directamente la funcién de la proteina,
por lo que el problema verdadero de deducir funcion a partir de secuencia es todavia
mas complicado.

Afortunadamente, por otra parte, los genes y sus productos son el resultado del
proceso evolutivo y, al igual que los organismos, guardan relaciones perfectamente
discernibles que revelan la existencia de sus ancestros comunes, incluso de manera
cuantificable.

A partir de la enormidad de la combinatoria de secuencias de aminoacidos, es
facil deducir que, por ejemplo, la probabilidad de obtener, por un proceso azaroso, dos
secuencias de 100 aminoacidos idénticas es despreciablemente pequefa. Por este
mismo principio, la probabilidad de que dos secuencias (no repetitivas) con un parecido
detectable, pero no idénticas, hayan surgido independientemente, resulta bajisima en
segmentos relativamente largos de proteinas (digamos, 100 aminoacidos) con mas de
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25% de los residuos idénticos (o bien, 75% de los residuos distintos). Esta nocion
puede no ser completamente intuitiva, pero subyace uno de los conceptos mas
poderosos en el analisis funcional de proteinas en la actualidad: la inferencia de la
funcién por homologia. Si contamos con la secuencia de una proteina, de la cual
desconocemos su funcion, el primer paso obligado es la inspeccion de las bases de
datos de secuencia, para detectar alguna otra secuencia con suficiente parecido. Si se
encuentra tal secuencia, de inmediato podemos inferir que la funcién de nuestra
proteina esta relacionada (incluso cercanamente) con la de la proteina homdloga
detectada. Se puede decir que hemos resuelto el problema de "predecir" la funcion, a
partir de la secuencia. Y, paraddjicamente, esta identificacion puede prescindir de la
estructura, puesto que tenemos conocimiento funcional de muchas proteinas de las
gue desconocemos la estructura.

En la actualidad, estos métodos para analizar la secuencia de proteinas
(deducida de la secuencia nucleotidica de los genes que las codifican), han cobrado
extraordinaria relevancia en el contexto de los proyectos gendmicos (4). A partir de la
propuesta y puesta en marcha del proyecto del genoma humano se han ido
completando, ademas, las secuencias completas de los genomas de otros muchos
organismos, y se dispone asi del catalogo completo de los genes que los constituyen.
Asimismo, se ha puesto en marcha la conceptualizacion e implementacion de un
programa de “gendmica estructural’, cuya meta es la solucion experimental de
suficientes proteinas para tener representada la vasta mayoria de las arquitecturas
fundamentales existentes en la naturaleza (que se estiman en alrededor de 2000-4000
plegamientos caracteristicos). Este proyecto implica resolver al menos 10,000 nuevas
estructuras dentro de un programa de seleccion cuidadosa de proteinas objetivo,
atendiendo a la probabilidad de que éstas representen plegamientos nuevos (5). El
enfoque gendmico conlleva el desarrollo de técnicas de procesamiento paralelo y
masivo de muestras, con lo que los tiempos promedio para la resolucion de cada
estructura han disminuido y se espera que disminuyan aun mas.

En conclusion, podemos observar con satisfaccion que la investigacion moderna
acerca de las proteinas se da con gran énfasis en un contexto clave: el de la evolucion,
que es el gran principio unificador en biologia.

Es indudablemente impresionante la sofisticacion, eficiencia y diversidad del
repertorio funcional de las proteinas. Pero es tal vez aun mas impresionante el
comprender que el proceso que dio origen a este repertorio, en el curso de miles de
millones de afios, es la seleccion natural. De manera similar al analisis del fenbmeno
evolutivo a nivel de poblaciones e individuos de diversas especies, los principios
basicos de la evolucion molecular se consideran razonablemente bien establecidos,
pero distamos mucho de una comprension cabal de los mecanismos especificos que
dan mayor sustento y capacidad predictiva a esta teoria.

Un componente bien establecido es el mecanismo de evolucion molecular por
duplicacién de los genes y posterior divergencia. Expresado de manera sucinta, este
mecanismo consiste en la duplicaciéon del gene que codifica para una determinada
proteina, liberando asi una copia de la presion selectiva para la funcidén original,



Soberén Mainero

aportada por la otra copia. A lo largo del tiempo, la copia adicional adquiere
modificaciones por diversos mecanismos y, ocasionalmente, resulta una variante cuya
actividad, diferente a la original, ofrece alguna ventaja al organismo portador. Existe
abundante evidencia, a partir del analisis de las secuencias de proteinas
contemporaneas, que demuestra la prevalencia de este mecanismo, particularmente en
las etapas mas recientes de la evolucion molecular. Este es un proceso natural, por
medio del cual pequefios cambios sobre una proteina que ya existe pueden generar
nuevas actividades.

Un analisis mas cuidadoso de las similitudes y diferencias, tanto en el nivel de
secuencia como en el estructural de las proteinas contemporaneas sugiere una
clasificacion jerarquica (Fig. 1): en el maximo grado de similitud se encuentran las
proteinas incuestionablemente homaologas (con un origen comun virtualmente seguro),
cuya funcion puede ser la misma (ortdlogas) o ligeramente diferente (paralogas)
(Notese que esta nomenclatura corresponde a un concepto basico en evolucion de
proteinas. La homologia se refiere al origen comun. No es correcto referirse a un
determinado grado de homologia: dos proteinas son homdlogas o no lo son. Si la
divergencia en secuencia a partir del ancestro comun tienen como consecuencia un
cambio en la funcion, hablamos de proteinas paralogas. Si su funcion es equivalente,
aun cuando difieran también en su secuencia, se les denomina ortélogas. Un ejemplo
bien conocido de un sistema asi es el de las globinas, que son proteinas
transportadoras de oxigeno. La hemoglobina de humano y la de pollo difieren en su
secuencia en cierto porcentaje, pero son, desde luego, homodlogas, y por tener la
misma funcion se denominan ortdlogas. La mioglobina, presente en el musculo, tiene
una funcion y propiedades diferentes, por lo que se le denomina paraloga a la
hemoglobina. Todo este sistema proviene de un ancestro comun; una globina
primitiva).

En este nivel jerarquico se utiliza el término familia y superfamilia. Existen
clasificaciones para grados menores de similitud, indetectable a nivel de secuencia, y
donde el origen comun no puede inferirse con seguridad, pero que se detecta con
facilidad en el nivel estructural (y, ocasionalmente, el funcional). Para este nivel
jerarquico se emplean términos diversos, que incluyen dominio, clase y arquitectura o
plegamiento. Se han desarrollado varias bases de datos que organizan y sistematizan
estas clasificaciones [SCOP, Profam, CATH; (6, 7)].

Las clasificaciones aludidas, y la teoria de evolucibn molecular que se va
configurando a partir de su analisis, son referentes de importancia critica para la
utilizacién biotecnolégica de las proteinas.

Analisis del “proteoma”.

También como resultado del desarrollo de los proyectos gendmicos, ha sido
posible disefiar nuevas y revolucionarias estrategias para el analisis de las proteinas
celulares a nivel de su actuacion concertada, es decir, de su comportamiento como
sistema. Aun cuando ha sido evidente, desde hace muchos afos, que la funcion
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biolégica resulta de la interaccion de diversas moléculas, incluyendo muchas proteinas,
no habia sido posible abordar directamente el estudio de estos circuitos. En la
actualidad, con base en el referente fundamental que representa el genoma
completamente secuenciado, se han ido disefando dispositivos experimentales (por
ejemplo, arreglos bidimensionales de muestras en un portaobjetos de microscopio), en
los que se analiza simultaneamente la interaccidn de cada una de miles de proteinas
con ligandos particulares (8). Este tipo de analisis, con una vision holistica o
sistematica, distinguira sin duda las modalidades mas poderosas de investigacion
bioldgica en los afios por venir.
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Figura 1. Vision esquematica de la evolucion de proteinas. En una concepcion similar a
la filogenia de especies, se representan las proteinas en un “arbol filogenético”. Las
lineas y figuras en la parte superior representan proteinas individuales cuyo parecido a
nivel de secuencia permite agruparlas en familias y superfamilias. Los esquemas de
diferente forma representan estructuras tridimensionales caracteristicas, que pueden
ser muy similares en proteinas en las que no hay similitud de  secuencia
estadisticamente significativa. Las lineas conectoras muestran que estos “dominios”
pueden observarse en combinacion con otros en proteinas de diferentes familias. El
analisis estructural y el que se centra en segmentos pequefios con secuencia
caracteristica (“firmas”) sugieren la existencia de moédulos estructurales, surgidos en
las etapas mas antiguas de la evolucidon molecular, que también pueden combinarse en
arquitecturas diferentes.
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La ingenieria de proteinas y la evoluciéon dirigida: aplicaciones en la
investigacion basica y la biotecnologia.

Como ya se menciond, se denomina “ingenieria de proteinas” al campo de
investigacion (y sus herramientas experimentales caracteristicas), en el que se
modifican uno o varios aminoacidos de una proteina natural, como medio para
modificar sus propiedades. La mayoria de las veces, estas modificaciones se
introducen al nivel del gene que codifica la proteina, por medio de técnicas de
ingenieria genética o DNA recombinante.

El problema fundamental.

En la medida en que existe un conocimiento certero y detallado del sistema
molecular, sera posible emitir hipotesis respecto a las consecuencias estructurales y
funcionales que tendran estas pequefas modificaciones. Sin embargo, como ya hemos
revisado antes, tal conocimiento no esta disponible en la actualidad. Es por eso que, en
primer lugar, muchos experimentos de “ingenieria de proteinas” en realidad estan
encaminados a averiguar mas acerca de las propias relaciones funcionales. Por otra
parte, y en vista de las dificultades que aun conlleva hacer un verdadero disefio
racional de proteinas, se ha recurrido a estrategias mas “humildes” que, notablemente,
no hacen otra cosa que imitar el proceso que, para empezar, dio origen a la diversidad
actual de proteinas, es decir el proceso evolutivo. Surge asi en los ultimos afos el
concepto de “evolucién dirigida” o “evolucion forzada” de proteinas. Este enfoque
consiste, en esencia, en técnicas de laboratorio que permiten la generacion de
diversidad molecular, por una parte, y la busqueda o seleccion de moléculas con los
atributos deseados en muestras de miles o millones de variantes diferentes. En otras
palabras, esta metodologia imita el proceso evolutivo a nivel de laboratorio,
enfocandose en el nivel molecular.

Un proceso de evolucion dirigida requiere una serie de pasos que incluyen: la
eleccion de la proteina que se usara como punto de partida, el disefio de un régimen
adecuado de mutagénesis (para generar variabilidad molecular) y la implementacion de
un sistema adecuado de busqueda o seleccion.

Es frecuente que los proyectos de ingenieria de proteinas tomen como punto de
partida una molécula especifica, previamente definida por los requerimientos del
proyecto o por razones histéricas. Por ejemplo, las proteasas presentes en los
detergentes bioldgicos que se han mejorado por medio o gracias a esta estrategia,
suelen ser las mismas que se habian utilizado anteriormente. Las razones para esto
son diversas, pero incluyen aspectos tales como factores de mercado y el conocimiento
previo que se ha acumulado sobre estos sistemas. Sin embargo, en la actualidad, al
elegir una proteina como punto de partida, el investigador encuentra un menu cada vez
mas amplio. Baste notar que las bases de datos incorporan la secuencia de varios
miles de proteinas cada semana, que la anotacion sobre las reacciones catalizadas por
las enzimas cuyos genes se reportan, y la referencia a informacion estructural, también
crece constantemente. En consecuencia, el repertorio de proteinas al que en principio
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se tiene acceso es verdaderamente vasto, pero se requiere analizar las bases de datos
con los programas mas poderosos y actuales, asi como incorporar la maxima cantidad
de conocimiento posible, para escoger el mejor punto de partida para un proceso de
ingenieria de proteinas. Se trata de incorporar no soélo el analisis de datos de
secuencia, estructura y literatura cientifica asociada, sino de las reacciones quimicas
que catalizan las enzimas, organizadas alrededor de las respectivas vias metabdlicas,
en una concepcidn interactiva entre bioinformatica y quimioinformatica. Los avances
anteriores, aunados a la maduracidon de los métodos de aislamiento y manipulacion de
genes, constituyen recursos de biodiversidad subutilizados para el progreso de la
biocatalisis. Asi, en los préximos afos, seria de esperarse un avance sin precedente en
la capacidad de reclutar actividades enzimaticas basicas de todo tipo de organismos,
incluyendo aquellos adaptados al calor (termdfilos), al frio (psicrofilos) o a condiciones
extremas de pH y salinidad, asi como otros con vias metabdlicas diversas y exoéticas
(quimio litétrofos y otras arqueobacterias y plantas tropicales, entre otros).

Evolucién dirigida en la investigacion basica. El barril (beta/alfa)s como ejemplo.

De cualquier manera, desde hace mas de dos décadas, se han utilizado las
técnicas de DNA recombinante para estudiar la relacion secuencia-estructura-funcién
en proteinas, sobre todo con el enfoque tradicional de la ingenieria de proteinas. Este
enfoque ha permitido un importante avance en nuestra comprension de una gran
diversidad de sistemas distintos, tales como los anticuerpos, diversos modelos
hormonales, asi como muchas enzimas que revisten interés en los mas variados
campos. Entre los sistemas enzimaticos mas estudiados se encuentran los que
incluyen dominios con la arquitectura denominada barril (B/a)s (0 bien barril TIM, por
ser la triosa fosfato isomerasa la enzima paradigmatica para este plegamiento), que es
la arquitectura mas abundante entre las enzimas conocidas (Fig. 2). La simplicidad
conceptual de este plegamiento representa varias ventajas y su estudio ha generado
algunos conceptos muy interesantes, de validez general. La literatura reciente consigna
ejemplos dignos de mencién en los que se ha abordado el problema con un enfoque de
evolucion dirigida (9).

Estas investigaciones han reforzado el concepto del origen comun de varios
linajes de barriles (B/a)s, por ejemplo, mediante la demostracién de la posibilidad de
modificar sus especificidades con tan sélo unos cuantos reemplazos de aminoacidos
(10), o bien por la observacion de que algunas de estas proteinas provienen de la
duplicacién de un “medio barril” (cada “medio barril” esta constituido por cuatro
unidades PB/o. en el que se detectan vestigios de su homologia con las otras cuatro
unidades) (11). Vale la pena destacar que la aparicién de la actividad que sustenta la
hipétesis emitida ha requerido, en estos casos, la introduccién de sustituciones al azar,
y la seleccidn de las variantes que presentaban la actividad deseada. En nuestro
laboratorio hemos trabajado con diversos modelos basados en este tema estructural y
empleando evolucion dirigida para estudiarlos.

10
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La triosa fosfato isomerasa (TIM) es una enzima esencial en la via de la
glucdlisis. Esta enzima esta presente en todos los organismos que se han estudiado y
el grado de identidad de secuencia es considerablemente alto, aun entre taxones tan
distantes como arqueobacterias y organismos superiores (mamiferos o plantas). Todas
las TIM cuya estructura ha sido determinada hasta la fecha son dimeros formados por
dos subunidades idénticas que tienen un plegamiento de barril (a/B)s, pero cuyos sitios
activos estan fuera de la interfase del dimero, por lo que surge la inquietud de saber si
esta proteina realmente requiere ser dimero para ser funcional.

Figura 2. La arquitectura de barril TIM, presente en la isomerasa fosforribosil
antranilato (PRA 1). Este tipo de arquitectura proteica se caracteriza por tener un barril
central de hebras tipo beta, rodeado por alfa hélices. Se presentan ocho elementos
beta/alfa (que se destacan con colores similares en cada unidad B/a, para mayor
claridad), que se acomodan uno despueés del otro hasta cerrar la estructura cilindrica.
Es notable que en todas las enzimas descritas con esta arquitectura el sitio activo se
encuentra en la misma zona, las asas que conectan la parte carboxilo terminal de las
hebras beta con los inicios de las alfa hélices.

11
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Ha habido numerosos intentos para obtener una TIM monomérica y aunque en
este sentido otros grupos han sido exitosos, las variantes monomeéricas creadas
pierden su actividad casi totalmente (12).

Decidimos partir de una de estas variantes monoméricas, la de Trypanosoma
brucei, (MonoTIM) (12), cuya actividad reportada es de un milésimo de la enzima
parental, para regenerar su actividad empleando técnicas de evolucion dirigida. Una
vez obtenida y validada una cepa de E. coli cuyo gene codificante para TIM (fpi) habia
sido eliminado (a nivel cromosomal), se procedi6 a la obtencién de variantes. Se
utilizaron dos estrategias para generar variabilidad: mutagénesis al azar de todo el
gene de MonoTIM vy variabilidad al azar dirigida al asa 2, con la posibilidad de
incrementarla en tamano por hasta dos residuos. Ambas estrategias convergieron en el
aislamiento de mutantes que contenian cambios en los residuos Ala 43 y Thr 44. En el
caso de Ala 43, las mutantes aisladas por ambas estrategias cambiaron a Pro. Mientras
que en el caso de la Thr 44, las mutantes aisladas de la estrategia de mutagénesis al
azar de todo el gene la cambiaron a Ala o Ser, en contraste a las seis diferentes clonas
seleccionadas de la mutagénesis de la asa 2, en las que invariablemente se encontré
Arg en esa posicion.

La caracterizacion cinética de las dos mutantes mas activas (una de cada uno de
los esquemas de generacion de variabilidad) mostré un incremento de 11 veces en la
kcat y una disminucion de 4 veces en Km en ambas mutantes, demostrando asi la
sensibilidad del método de seleccion. A pesar de que se continuaron las estrategias de
evolucion dirigida, llevando a cabo recombinacién in vitro (por la técnica de PCR
sexual o gene shuffling); [17] entre las clonas ganadoras, no se logré ningun aumento
en la eficiencia catalitica, lo que sugiere que se requiere de cambios mas drasticos que
los que se pueden lograr por mutagénesis al azar o PCR sexual.

Otro proyecto, concebido y conducido principalmente por los Drs. Enrique Morett
y Gloria Saab, del IBT, UNAM se enfoca a la obtencion de una actividad catalitica de
novo. Los analisis de secuencias de familias de proteinas homologas indican que la
gran mayoria de las proteinas han evolucionado de ancestros que tenian actividades
enzimaticas distintas. Sin embargo, no se ha demostrado experimentalmente que sea
posible modificar la actividad de una enzima mas alla de cambios sutiles de
especificidad de sustrato. En este proyecto propusieron que una limitante ha sido el no
contar con sistemas de seleccion lo suficientemente sensibles que permitan detectar
una actividad enzimatica muy baja, lo que se esperaria de una enzima modificada, para
que lleve a cabo una reaccioén distinta a la natural. Propusieron que la via de la sintesis
de tiamina podria ser un sistema adecuado para obtener de novo actividades
enzimaticas muy pobres, ya que los requerimientos celulares de esta vitamina son
excepcionalmente bajos, pero a la vez es indispensable para el crecimiento bacteriano.
Nuestro objetivo central ha sido demostrar que se puede lograr la migracion catalitica
(ver adelante) de una enzima por medio de evolucion dirigida en un sistema de
seleccion adecuado.

La tiamina sintetasa es una enzima que cataliza el acoplamiento de 4-amino-2-
metil-5-hidroximetilpirimidina pirofosfato (HMP-PP) con el 4-metil-5-hidroxietiltiazol
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fosfato para formar la tiamina fosfato. La secuencia y estructura tridimensional de esta
proteina son conocidas vy, al igual que la triosa fosfato isomerasa, también forma parte
de la familia de barriles TIM. Aunque el grado de identidad entre tiamina sintetasa y
triosa fosfato isomerasa es muy bajo, tienen en comun ademas de su plegamiento, un
sitio de union a fosfato que se encuentra en la misma asa 7, lo que alienta la posibilidad
de migrar un sitio catalitico al otro con una mutagénesis limitada dirigida, en primer
lugar hacia las asas beta/alfa y con un paso de seleccion y una posterior mutagénesis
al azar de todo el gene. Posteriormente se pueden incluso recombinar y someter a mas
ciclos de mutagénesis las claves que muestren algo de actividad.

Durante la primera fase de este proyecto se construyé y se validoé una cepa de
E. coli con delecién del gene que codifica para tiamina sintasa (thiE-) para llevar a cabo
la seleccidbn de mutantes con alguna actividad de esta enzima aunque ésta fuera
vestigial.

En una segunda fase, se utilizaron los bancos del gene de triosa fosfato
isomerasa monomérica (MonoTIM), por mutagénesis al azar, y por la introduccién del
asa 2 variable de la enzima. De este segundo banco, se han aislado clonas que
consistentemente han mostrado complementacién de la funcion de tiamino fosfato
sintetasa in vivo. Su caracterizacion a nivel de secuencia muestra que el asa
seleccionada es dos residuos mas grande que la de la enzima original. La purificacion
de estas variantes y su caracterizacion cinética estan en proceso, pero los resultados
preliminares permiten detectar actividad enzimatica in vitro.

Evolucion dirigida para biocatalisis. La tercera etapa de la biotecnologia.

En las secciones anteriores hemos revisado conceptos diversos alrededor de un
propésito fundamental: modificar los atributos de proteinas naturales con objetivos
especificos. Aunque indudablemente la naturaleza nos ha provisto ya con un gran
numero de enzimas utiles sin modificacion, resulta paradéjico que los millones de
proteinas naturales seguramente quedaran muy lejos de satisfacer, siquiera
medianamente bien, las necesidades humanas. La razén es simple: las proteinas
contemporaneas han evolucionado para cumplir funciones especificas dentro de las
células y sistemas bioldgicos a los que pertenecen. La implementacion de bioprocesos,
las transformaciones quimicas requeridas e, incluso, la administracion de proteinas
naturales en la practica médica, operan siempre en condiciones que se apartan de las
naturales.

Un importante campo de aplicacién de la ingenieria de proteinas es, desde
luego, el desarrollo de nuevos biocatalizadores, y existe una amplia gama de
oportunidades para aplicar técnicas de mejoramiento (13). Esto se puede observar
tanto en las aplicaciones en que las enzimas son aditivos en un proceso complejo (por
ejemplo, en detergentes biolégicos o en aditivos para la industria alimenticia, entre
otros), como en aquellas en que la enzima aislada es parte central de un bioproceso
(por ejemplo, con biocatalizadores empacados en columnas o en aquellos en que se
emplean solventes organicos, entre otros) y también en aquellas en que el
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biocatalizador se emplea dentro de una célula viva (biotransformaciones cuyo producto
se recupera de un caldo de fermentacion). Durante los ultimos 20 afios, la tendencia
que se observa en las empresas que comercializan biocatalizadores ha transitado
desde el empleo de enzimas en su estado natural, recuperadas también del organismo
que originalmente las producia, a una vasta mayoria de enzimas provenientes de
genes aislados y clonados en sistemas genéricos para sobreexpresion, hasta la
situacion actual, en la que la mayoria de los nuevos productos incorporan algun
componente de ingenieria de proteinas.

En el trayecto hacia el desarrollo de una industria quimica mas limpia (“quimica
verde”), los procesos biotecnoldgicos tienen un papel protagdnico, en razén de su
inherente potencial menos contaminante (14, 15). La posibilidad de tener menos
subproductos (especificidad) aunada a la de emplear soluciones acuosas, a
temperatura y presidon moderadas, permiten concebir procesos benignos con el entorno
que, debido a la fuerte presion social, se iran tornando cada vez mas costeables. Uno
de los elementos que concurre a la viabilidad para este transito es la velocidad con la
que pueden lograrse procesos utiles, a partir de su concepcion hasta su
implementacion industrial. La ingenieria de proteinas y particularmente la evolucion
dirigida, estan contribuyendo de manera definitiva a disminuir estos tiempos de
desarrollo.

En nuestro laboratorio hemos abordado y estamos abordando algunos proyectos
cuya razon de ser deriva de la ventaja que representan en procesos especificos, para
la produccion de compuestos quimicos utiles.

Uno de estos proyectos tiene como objetivo la obtencion de una version de
penicilino acilasa, independiente de protedlisis a través de permutacion circular (es
decir, la unién por un enlace peptidico de los extremos amino y carboxilo terminales
originales y la creacidon de nuevos extremos amino y carboxilo situados en algun punto
que anteriormente se encontraba en el interior de la secuencia) . La enzima penicilino
acilasa se emplea ampliamente en la produccidon de penicilinas semisintéticas, y es
producida como un precursor en el citoplasma de bacterias, el cual es posteriormente
procesado mediante la escisidn de un péptido sefial y un endopéptido, produciendo un
heterodimero activo en periplasma, constituido por una subunidad A de 209
aminoacidos y una subunidad B de 557 aminoacidos. El analisis de la estructura
tridimensional de la enzima (16) muestra que el extremo carboxilo terminal de la
subunidad B se encuentra a menos de 5 A de distancia del extremo amino terminal de
la subunidad A (Fig. 3). Con estos antecedentes se realizé un disefio para generar
variantes permutadas circularmente de la penicilino acilasa, con el fin de obtener
proteinas monoméricas que lleven a cabo catalisis sin tener que sufrir la escision del
endopéptido. Para obtener variantes permutadas activas decidimos producir un banco
de proteinas que presentara variabilidad en un conector de 4 aminoacidos de longitud.
Dado el numero de variantes posibles que se podian producir decidimos montar un
método de seleccion para la actividad de penicilino acilasa en E. coli. El sistema de
seleccion consiste en la utilizacion de una [3-lactamasa modificada, que es especifica
para la hidrdlisis de 6-APA (acido e-amino penicilinico), de tal forma que la actividad de
la penicilino acilasa daria como resultado la hidrélisis de penicilina G con la formacion
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Figura 3. Penicilino acilasa. La estructura tridimensional de la enzima activa muestra
que sus extremos carboxilo y amino originales (situados en diferentes subunidades,
sefaladas en color verde y rojo, respectivamente, después de la reaccién proteolitica)
se encuentran cercanos. Para unirlos se requiri6 un disefio que eliminara algunos
residuos de cada uno de estos extremos y la inclusion de un pequefio “péptido conector.
Noétese también que el extremo amino terminal generado por la protedlisis, que contiene
la serina catalitica (mostrada con todos sus atomos en modelo de varillas), queda
situado hacia el interior de la estructura. Este extremo se codifica como el primer
aminoacido en la construccion permutada.
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de 6-APA y acido fenilacético y nuestra R-lactamasa 6-APA especifica se encargaria de
eliminar al 6-APA producido por la penicilino acilasa. El resultado neto seria una
resistencia de la bacteria a concentraciones superiores de penicilina G. Mediante
técnicas de PCR se generd el banco de la penicilino acilasa permutada con variabilidad
en el conector. Se transformaron las bacterias con esta construccion y se seleccionaron
variantes con actividad de penicilino acilasa. Se les determiné la actividad a partir de
extractos proteicos y se encontraron variantes con actividad, aunque ésta resultd
disminuida en 80% respecto a la enzima silvestre lo que, por ensayos posteriores,
parece deberse a que las mutantes se expresan en menor cantidad que la silvestre.
Datos cinéticos preliminares de dos variantes permutadas con diferente péptido
conector muestran valores de la constante catalitica mejorados en las variantes, con
respecto a los datos reportados de la enzima silvestre y valores de la constante de
Michaelis muy similares a los reportados para la enzima silvestre.

En éste y en otros proyectos de biocatalisis aplicada, pretendemos mantenernos
cerca de las entidades que estan en condiciones de llevar productos o procesos a los
mercados, con una fuerte conviccion de que la biocatalisis es un area con un gran
potencial de crecimiento. Incluso, por la conjuncién de los factores mencionados en la
seccidon anterior podemos afirmar que nos encontramos inmersos en el desarrollo de
una “tercera etapa” en las aplicaciones de la biotecnologia moderna: aquella que se
ubica en los procesos industriales.

En efecto, podemos observar que en una primera etapa se dio el desarrollo de
las aplicaciones farmacéuticas, en pleno auge, y que se iniciaron pronto, a principios de
los afios 80, después de aparecer las técnicas de DNA recombinante. La segunda
etapa se identifica con las aplicaciones agricolas, cuyo despegue se demord por la
dificultad inherente al manejo de los sistemas vegetales, y que adquirié gran vigencia
durante la década de los 90s. Este tipo de aplicaciones, por cierto, se encuentran
asediadas por cuestionamientos, en su mayoria poco fundamentados, que han
encontrado eco en la opinion publica. Paraddjicamente, tanto las aplicaciones agricolas
de la segunda etapa, como las industriales que constituyen la tercera, entrafian un
enorme potencial para contribuir a garantizar un desarrollo sustentable, que es el
asunto que preocupa a las organizaciones ambientalistas, hoy por hoy las enemigas
mas visibles de la biotecnologia moderna.

En conclusién, podemos decir que la investigacion contemporanea sobre la
relacion entre la secuencia, la estructura y la funcién de las proteinas esta viviendo una
época de gran auge, en razén de la convergencia de novedosos enfoques
metodoldgicos, la madurez en la formalizacion de la descripcidn tedrica y rigurosa de
estos sistemas, asi como la aparicién de los proyectos gendmicos. Los conocimientos y
métodos que vayan resultando de esta activa area contribuiran a esclarecer uno de los
problemas basicos de la biologia, al tiempo que permitiran la utilizacion de los sistemas
proteicos para desarrollar procesos biotecnolégicos con impacto creciente en una
industria quimica sustentable, cada vez mas respetuosa del entorno.
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El dioxigeno y las especies de oxigeno reactivas

Sabemos que el 21% de nuestra atmosfera es dioxigeno (O2) y que
practicamente todo es de origen biologico. EI O, atmosférico es producto de la
oxidacion del agua que lleva a cabo el fotosistema Il de las plantas, algas y
cianobacterias con la luz solar. También sabemos que la mayoria de los organismos,
entre ellos nosotros, utilizamos el O, para respirar y muchos no podemos vivir sin él.
Reducimos el O, en agua y la energia de esta reaccion, que originalmente provino del
sol, la utilizamos para formar ATP y para transportar iones y metabolitos a través de las
membranas celulares. Aproximadamente el 80% del ATP que utilizamos se forma en
las mitocondrias en donde se consume entre el 85 y el 90% del O,. Es por ello que no
podemos vivir sin respirar. La fotosintesis oxigénica y la respiracion forman un circuito
continuo de oxidacién del agua y reduccion del O, (Fig. 1). Este ciclo de
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oxido/reducciéon no ha cambiado desde hace millones de afos y tampoco la biomasa
total de la tierra. Lo que ha cambiado en ese tiempo son los organismos que llevan a
cabo el ciclo. Lo cual nos lleva a concluir que el aumento explosivo de la poblacion
humana y de los animales domésticos ha sido a expensas de otras especies que
respiran (Fig. 1).

El O, de la atmdsfera reacciona con algunos metales y los oxida, por ejemplo, el
fierro expuesto a la intemperie. Observamos que algunos compuestos organicos
también se oxidan, por ejemplo, una manzana abierta cambia su color en contacto con
el aire. El O, reacciona y se combina con casi cualquier otro elemento pero, en la
mayoria de los casos, solo lo hace a temperaturas elevadas. Esto es, el O, en su
estado basal y a la temperatura ambiente reacciona, pero poco.

Por otro lado, la solubilidad del O, en el agua es baja y es mas baja mientras
mas sales estén disueltas y mas alta sea la temperatura. La concentracion del O, en
agua destilada, en equilibrio con la atmdsfera a nivel del mar a 25°C, es de 258 uM. En
la sangre arterial la concentracion del O, es = 130 uM y en la venosa de = 50 uM; en
las células es menor a 13 pM y menos de 1uyM en la mitocondria. Esto es, hay una
diferencia de dos érdenes de magnitud en la concentracion del O, entre el sitio de
entrada y el de su consumo. Sin embargo, también hay que considerar que la
solubilidad del O, es mayor (= 8 veces) en solventes organicos que en el agua; es mas
soluble en las membranas celulares, donde se lleva a cabo la respiracion, que en el
citosol.

Porque lo requerimos para respirar, hemos considerado al O, como sinénimo de
vida, cuando en realidad es por el O, que nos enfermamos y nos morimos. La gran
concentracion del O, en la atmdsfera y su baja reactividad en condiciones ambientales
ha generado la impresion en la poblacidén de que el O, es inocuo. Esta concepcion se ha
extendido inclusive entre los médicos. Asi, es comun que al recién nacido, sobre todo si
es prematuro, se le aplique O,. Cuando se administra en demasia perjudica al nifio,
causandole, por ejemplo, una fibropatia retrolental o problemas respiratorios. Hay
muchos datos que indican que el O, es toxico y lo es a cualquier concentracion. Asi, por
ejemplo, muchos microorganismos se alejan del O, y se estratifican dentro de un
gradiente de O, segun sus requerimientos y capacidades antioxidantes. Las plantas
crecen mejor en ausencia del O,. Las radiaciones ionizantes son mas toxicas en
presencia de altas concentraciones de O, lo cual se utiliza en el tratamiento de algunos
tumores cancerosos.
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Figura 1. Las principales especies de oxigeno reactivas. Las especies de oxigeno
reactivas se generan por la ruptura o la excitacién del dioxigeno (O, O, 'O,) o por la
reduccion parcial del mismo (02", H,O,, HO"). El fotosistema Il (FSII) lleva a cabo la
oxidacion completa del agua en dioxigeno (fotosintesis) mientras que la oxidasa del
citocromo ¢ (COX) efectua la reduccidon completa del dioxigeno en agua (respiracion).
El éxido nitrico (NO') se produce por accion de la 6xido nitrico sintasa (NOS), en
cambio, el peroxinitrito se produce de manera espontanea. hv = energia de radiacion.
Esquema tomado de la fig. 1 de la ref. 68.

La toxicidad del O, se explica debido a la formacion de las especies de oxigeno
reactivas. Estas especies son derivados del O, que son mas reactivos que éste en su
estado basal de triplete. Las principales son: las especies que son producto de la
ruptura o de la excitacion del O,, o sea, el oxigeno atémico, el ozono y el oxigeno en
singulete, y las especies de oxigeno que estan parcialmente reducidas, esto es, el
superoxido, el peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo (Fig. 1).

La luz ultravioleta y las descargas eléctricas rompen los dos enlaces covalentes
en la molécula del O, produciendo oxigeno atémico (O) que se combina
inmediatamente con el O, para producir el ozono (Os3). La absorciéon de la luz
ultravioleta (UVc) por el O, y el O3 de la estratosfera evita que ésta llegue a la
superficie terrestre, lo cual posibilitd hace unos dos mil millones de afios que la vida se
extendiera en el planeta. Como la luz UVc es absorbida por los acidos nucleicos y los
modifica, los organismos no podian sobrevivir expuestos a la luz solar, lo que les
impedia la colonizacion de la tierra. Actualmente nuestro desarrollo tecnoldgico e
industrial esta afectando peligrosamente esta proteccion natural de los UVc: los
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fluoroclorocarbonos gaseosos usados para las compresoras y los aerosoles generan
radicales de halégeno en la estratdésfera que destruyen el Oz en una reaccion en
cadena que tardara varios decenios en parar. La maxima concentracion de Os en
nuestra atmosfera esta a unos 25 km de la superficie terrestre. Sin embargo, el O3
también se genera a nivel de la superficie terrestre por efecto de la luz sobre el
dioxigeno de nitrogeno (NOy) que genera la combustion de la materia organica,
principalmente en los automotores. EI NOy, en presencia de algunos hidrocarburos
contaminantes, se descompone en NO" y O y este ultimo reacciona con el O, para
formar el Os.

El O3 es un gas irritante, de olor penetrante. Es mucho mas oxidante que el O,
pues reacciona con las proteinas, los lipidos, el NAD(P)H, el ascorbato, el acido urico y
también genera otras especies reactivas. En soluciones acidas es uno de los
compuestos mas reactivos. A una concentracion de 0.5 ppm causa inflamacion y
muerte celular en los bronquios y los alveolos pulmonares, sobre todo en las personas
mayores y los nifios.

El O, es un dirradical, esto es, tiene dos electrones libres o desapareados. Estos
electrones tienen el mismo giro, por lo que sélo pueden interaccionar con los electrones
de otros elementos y compuestos que estén libres y que tengan el giro opuesto. Esta
es la razén por la cual el O, no es muy reactivo. El oxigeno en singulete ('0,) se
forma cuando uno de los dos electrones libres capta energia y cambia de giro. Cuando
eso sucede, inmediatamente se aparea con el otro electrén libre. Por eso hay dos
especies de oxigeno en singulete, el 'Sg*, que tiene los dos electrones desapareados
pero con giros opuestos, y el 'Ag, en el que estos electrones se han apareado (Fig. 2).
El primero decae muy rapido y para la biologia sélo tiene importancia el segundo. El
'Ag es también inestable, decae al estado basal, emitiendo un fotén a 1,268 nm, o
reacciona porque, ahora si, puede aceptar dos electrones, libres o apareados.

Las células tienen sustancias con color, tales como las flavinas, las porfirinas y
sus derivados, las quinonas, las pterinas y, en los organismos que llevan a cabo la
fotosintesis, las clorofilas. Estos compuestos son excitados generalmente con la luz
azul (430—490 nm) y el componente A de la luz ultravioleta (UVa 320—400 nm). Los
compuestos excitados pueden transferir su energia al O, y formar el 'O, (1). También,
en presencia de una sustancia reductora (que cede facilmente electrones) el colorante
se puede reducir y con el O, formar el ion superéxido (O,). El 'O, también se forma
en la dismutacion espontanea del O,, de la descomposicion del peréxido de
hidrégeno (H;0:), o de los acidos hipohalogenosos. También los lipoperoxidos,
generados por algunos radicales, pueden liberar "O.
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Figura 2. Configuracion electronica de algunas moléculas de oxigeno diatomico. A
diferencia del superéxido y del ion perdxido, el oxigeno en singulete puede aceptar
pares de electrones, lo cual lo hace muy reactivo. Figura modificada de la figura 1.12.
de Halliwell B y Gutteridge JMC (1999). Free radicals in biology and medicine. 3%
edicion, Oxford University Press, Oxford.

El '0, es muy reactivo y es capaz de reaccionar con la mayoria de compuestos
celulares. El producido fuera de las células reacciona fundamentalmente con las
membranas plasmaticas; el producido dentro de las células reacciona con el ADN, las
proteinas y los lipidos y otros compuestos celulares, cerca de donde se produce (1).

El O, se forma cuando el O, capta un electrén. Esto ocurre en todos los
organismos que respiran, pues una pequefia parte de los electrones que pasan por la
cadena respiratoria sale de ésta y es captada por el O,. Esto ocurre principalmente a
nivel de la semiubiquinona o del ubiquinol y también del complejo | (NADH coenzima Q
reductasa). La ubiquinona puede aceptar con facilidad uno o dos electrones y cederlos
al O,. Alrededor del 1% del O, consumido en la respiracion genera O3 lo cual significa
que una persona de 70 Kg en reposo genera unos dos litros de Oy al dia. Con el
ejercicio el consumo de O, y por lo tanto la generacion de O, aumenta hasta diez
veces. Ademas de la mitocondrial, las cadenas de transporte de electrones del reticulo
endoplasmico y de la membrana nuclear también pueden generar O;". Los citocromos
P4s0, una superfamilia de proteinas capaces de hidroxilar una gran variedad de
xenobidticos, pueden generar O;". Algunas oxidasas como la oxidasa del NADPH, la
oxidasa de xantina y algunas peroxidasas inespecificas producen O;". El 3% de la
hemoglobina de un individuo se oxida al dia generando metahemoglobina y O;". El Oy
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también se puede formar a partir de la autooxidacion de compuestos como el
gliceraldehido o de las flavinas y las tetrahidropterinas reducidas. Se ha calculado que
la concentracién del O,™ en la célula esta en el intervalo de pico a nanomolar.

Contrario a lo que generalmente se piensa, el O, es poco reactivo. Sélo
reacciona a una tasa importante con las quinonas, los fenoles, con el fierro libre o unido
a algunas proteinas, por ejemplo los centros [Fe-S] y también con otros radicales (el
propio O2’, el 6xido nitrico y los radicales fenoxi). La dismutacién espontanea del Oy
ocurre so6lo cuando uno de los O, se protona para formar el radical hidroperoxilo
(HOy2), por lo que la velocidad de reaccidn es mayor mientras mas acido sea el medio.
El O2" inhibe algunas enzimas como la deshidrogenasa de 6—fosfogluconato, la
aconitasa y la fumarasa lo que afecta la reduccion del NAD" y el metabolismo
energético. También inhibe la tercera enzima de la via de sintesis de los aminoacidos
ramificados, la deshidratasa del dihidroxiacido, la reductasa de ribonucledtido que
genera los difosfato de desoxiribonucledsidos para la sintesis del ADN, y una fosfatasa
de proteina, la calcineurina, importante en la transduccion de sefiales. ElI O, reduce el
Fe(lll) en Fe**, reacciona con el ascorbato (10° M s™) pero no reacciona con el
NAD(P)H, con el ADN, con los lipidos, ni con los aminoacidos de las proteinas.

La mayor parte del H,O2 0 agua oxigenada proviene de la dismutacién del Oy,
aunque también algunas oxidasas lo producen como la oxidasa de xantina, las
oxidasas de aminoacidos, las oxidasas de hexosas y las oxidasas de fenoles, entre
otras. La concentracion del H,O, en las células varia mucho dependiendo del
organismo o del tejido y va desde pico o nanomolar hasta cerca de 100 pM, por
ejemplo cuando se generan cataratas en el cristalino ocular.

El H,O, es poco reactivo y se puede difundir a través de los compartimentos
celulares aunque tiende a formar aductos con algunos carbohidratos, aminoacidos vy
bases nitrogenadas. Reacciona poco con el ascorbato y no reacciona con compuestos
como el NAD(P)H, el ADN, los lipidos, o la mayoria de las proteinas, inclusive a
concentraciones milimolares. Algunas enzimas, como la deshidrogenasa de
gliceraldehido—3—fosfato o la fosfatasa de fructosa—1,6—difosfato del cloroplasto, si se
inactivan con el H,O,. El H,O; reacciona lentamente con algunos cetoacidos, como el
piruvato o el a—cetoglutarato.

Tanto el O," como el H,O, son compuestos que reaccionan poco. Sin embargo,
ambos son toxicos principalmente porque generan 0, y HO'. El H,0O, es toxico para la
mayoria de las células a una concentracién de 10 a 100 yuM. Cuando el H,O, acepta un
electrén desapareado, por ejemplo, de un metal de transicion como el Fe?* o el Cu*,
entonces se fragmenta y forma el radical hidroxilo (HO’) y el ion hidroxilo HO’
(reaccidén de Fenton). Este ultimo es inocuo, se protona para formar agua; en cambio,
el HO" es uno de los compuestos mas reactivos que existen. EI HO" casi no se puede
difundir porque reacciona rapidamente (10° M s7) y lo hace practicamente con
cualquier compuesto en el sitio en donde se produce. La urea es uno de los pocos
compuestos con los que el HO" reacciona menos rapido (10° M’ s'1). La estimulacion
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de la reaccién de Fenton con el O;" es la reacciéon de Haber-Weiss (O2" + H,Op ---->
HO" + HO™ + Oy) ya que solo ocurre en presencia de trazas de un metal de transicion.

La mayoria de los metales de transiciéon contiene electrones desapareados. El
Fe?* tiene cuatro y el Fe(lll) tiene cinco electrones desapareados; el Cu y el Cu?* tienen
un electron libre; el Cu® no tiene electrones desapareados pero acepta faciimente uno
para formar el Cu?*. Por eso, muchos iones de los metales de transicidon son radicales y
pueden participar donando o aceptando electrones. Asi, el Fe** en solucién cede un
electron al O, formando Fe(lll) y O, por el contrario, el Cu?** y el Mn?** aceptan un
electrén del Oy con lo cual catalizan la dismutacién del mismo. En cambio, el Zn** y el
Al(Ill) no participan en reacciones de radicales. Tal vez por eso se utiliza el Zn** para
estabilizar sobre todo las cisteinas de las proteinas como los factores de transcripcion
con dedos de Zn. En la célula el fierro y el cobre pueden catalizar la autooxidacién de
compuestos como el NAD(P)H, el ascorbato, los tioles, las pteridinas reducidas y otros
compuestos. La toxicidad del O, y del H,O, depende en gran medida de la
disponibilidad y la distribucion de estos metales de transicion.

Ademas de las especies de oxigeno reactivas mencionadas, en la ultima decada
se ha descubierto que hay otras especies de oxigeno combinadas con el nitrégeno que
son importantes en la biologia. Tal es el caso del monéxido de nitrégeno u 6xido
nitrico (NO’). EI NO es un gas incoloro relativamente soluble que se forma a través de
la oxido nitrico sintasa a partir del grupo guanidino de la arginina (Fig. 1). La
concentracion fisiolégica del NO* es de orden nanomolar, aunque puede llegar a ser
micromolar en el sitio en el que se produce.

El NO" es un radical porque tiene un electron desapareado. Sin embargo, igual
que el Oy, al cual se parece mucho, el NO' no es muy reactivo y se puede difundir.
Reacciona lentamente con los tioles formando tionitritos (nitrosotioles) o con los
sulfhidrilos de algunas enzimas (deshidrogenasa de gliceraldehido—3—fosfato). En
cambio, reacciona rapidamente con otros radicales, como con el Oz, generando NOy' y
con el Oy generando peroxinitrito (ONOQO’). Ambos compuestos son mas oxidantes
que el NO'. El NO' también reacciona con radicales de aminoacidos, como el radical
tirosina, que se encuentra, por ejemplo, en el sitio activo de la reductasa de
ribonucledtido. Aun no esta claro si éstas y otras especies de nitrdgeno reactivo tienen
algun papel in vivo, pero se piensa que, para que genere dafo, el NO se debe
transformar primero en un compuesto mas reactivo, como el NOy, el ONOO™ o el
triéxido de dinitrégeno (N,O3).

El NO' se une a varios metales de transicion como al fierro de las hemoproteinas
o los centros [Fe-S] de las enzimas mitocondriales. La inhibicion de la oxidasa del
citocromo c por el NO" puede tener un efecto metabdlico importante. La mayor parte del
NO" que se produce en los tejidos se une a la hemoglobina o a la mioglobina
produciendo metahemoglobina o metamioglobina y nitrato (NO3). Este ultimo se elimina
por la orina.
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El daino que causan las especies de oxigeno reactivas y los mecanismos de
reparacion

Ante una determinada tensién oxidativa, los organismos se suelen adaptar
rapidamente. En general, un estimulo oxidante de baja intensidad hace que una célula
pueda resistir luego condiciones mas oxidantes. Sin embargo, las especies de oxigeno
reactivas que se producen en cualquier estado fisiolégico, producen continuamente
dafio al ADN, a las proteinas y a los lipidos. Asi, se pueden detectar en individuos
sanos bases nitrogenadas alteradas en el ADN, aminoacidos modificados en las
proteinas y peroxidacién de lipidos.

En el ADN ocurre, a una tasa baja pero continua, la pérdida de bases, la
desaminacion de la citosina en uracilo y de la 5—metilcitosina en timidina y la ruptura de
una o las dos hebras del ADN. Estas alteraciones se incrementan considerablemente
con la tensidén oxidativa (2). En muchas células se generan modificaciones en las bases
del ADN cuando se les afade H,O,. Esto se debe en gran parte a los metales de
transicion, fundamentalmente al Fe**, que se encuentran unidos al ADN y que en
presencia del H,O, generan HO' que modifica las bases del mismo. El HO' puede
atacar tanto las purinas como las pirimidinas, asi como la desoxiribosa y ademas
generar rupturas en el ADN. El 'O, es mas selectivo y generalmente produce solo
aductos de guanina, sobre todo 8-hidroxiguanina (Fig. 3). La 8-hidroxiguanina
también se puede generar a través de otras reacciones. En condiciones de tensién
oxidativa las proteinas que normalmente estan unidas al ADN pueden generar uniones
covalentes con él, por ejemplo, una union entre una tirosina y una timina. Asimismo, los
lipoperéxidos pueden reaccionar con el ADN y modificarlo. EI ADN de las mitocondrias
y del cloroplasto también se modifica. De hecho, el ADN mitocondrial de los animales
generalmente presenta un mayor numero de modificaciones que el ADN nuclear.

Los cambios en las bases nitrogenadas pueden generar mutaciones cuando se
duplica el ADN. Por ejemplo, la 8-hidroxiguanina puede hacer puentes de hidrégeno
con una adenina en vez de con una citosina y la 8—hidroxiadenina con una guanina en
vez de con una timina. Cuando hay rupturas en el ADN se activan las polimerasas de
poli(ADP—ribosa) (PARP) que unen residuos de ADP-ribosa formando cadenas
ramificadas unidas a residuos de glutamato de la propia PARP y de algunas proteinas
que estan asociadas con el ADN (Fig. 3). El sustrato de la poliADPribosilacién es el
NAD" celular que se consume rapidamente. La glicohidrolasa de la poli(ADP-ribosa)
despolimeriza simultaneamente el polimero por lo que la reaccion so6lo dura unos
cuantos minutos. Muchas proteinas nucleares se unen a los polimeros de ADP-ribosa
de dichas proteinas lo cual modifica su actividad (3). Se piensa que esta reaccidn
facilita la accién de los mecanismos de reparacion de las rupturas en el ADN. Hay
mecanismos de reparacion especificos que sustituyen las bases mal apareadas,
oxidadas, desaminadas o que afaden la base faltante y otros que degradan un tramo
de nucledtidos en una hebra alrededor de la region alterada y luego una polimerasa de
ADN vy una ligasa de ADN reparan el tramo (2). En el hombre se conocen varias
enfermedades, como el xeroderma pigmentoso, la ataxia telangectasia y el sindrome
de Bloom, en las cuales estan afectados algunos de estos mecanismos de reparacion
del ADN.
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Figura 3. Productos de oxidacion en el ADN vy las proteinas. a) La 8-hidroxiguanina es el
principal producto de oxidacién de las bases nitrogenedas especialmente con el '0,. b) La
ADPribosa se polimeriza enzimaticamente en las proteinas que se unen al ADN en los
sitios de ruptura del mismo; n puede ser hasta 200 con varias ramificaciones. c) La
formacion reversible del sulféxido de metionina e irreversible de la sulfona de metionina. d)
La prolina y la arginina generan el semialdehido de glutamico. El carbonilo que se forma se
detecta por la formacion de la base de Schiff. e) La tirosina (o la fenilalanina) se hidroxila
para generar dihidroxifenilalanina (DOPA) y dos radicales tirosilo pueden formar ditirosina.
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Las proteinas son las que llevan a cabo la mayoria de las funciones celulares.
Muchas proteinas son capaces de absorber una gran cantidad de oxidaciones sin que
aparentemente se vea afectada su funcién. Sin embargo, es indudable que las
consecuencias de las alteraciones en algunas funciones, por ejemplo, la recepcién y
transmision de sefiales, el transporte de iones, la duplicacion y la reparacién del ADN,
las respuestas a condiciones de tension y el metabolismo energético, la transcripcion y
traduccién pueden ser criticas para la célula. Algunas enzimas se inactivan o se activan
con el O2" y el H,O, cuando interaccionan con metioninas o cisteinas susceptibles.
Estas reacciones son reversibles y por ello tienen importancia en la regulaciéon de
algunas actividades enzimaticas. El sulfoxido de metionina (Fig. 3) se reduce con la
reductasa del sulféxido de metionina peptidico y los puentes disulfuro se reducen con
glutation, con tiorredoxina u otras enzimas.

La mayoria de dafios en las proteinas son ocasionados por el HO. El HO
reacciona con cualquier aminoacido en el sitio donde se forma, que generalmente son
sitios en donde se encuentra un metal de transicion. Asi la sintetasa de glutamina de
Neurospora crassa se inactiva cuando es oxidada por un HO' que se forma por la
reaccion del H>O, con un fierro unido posiblemente cerca del sitio activo (4). La
deshidrogenasa del glutamato dependiente del NADPH se inactiva cuando es oxidada
por un HO que se forma por la reaccion del H,O, con un fierro unido a su sitio
alostérico (5). El 'O, es mas selectivo y reacciona particularmente con los aminioacidos
triptofano, tirosina, histidina, lisina, metionina y cisteina (1, 6). También reaccionan con
el grupo hemo de las catalasas de N. crassa (7) y la de células humanas (U937) (8) sin
afectar mucho su actividad. El grado de oxidacidon de las proteinas de una célula se
puede medir detectando carbonilos en la proteina total purificada. Los carbonilos se
forman por la oxidacion de la prolina y la arginina en semialdehido de glutamato (Fig. 3)
y por rupturas de la cadena peptidica.

Los dafios producidos por el HO  y el 'O, son irreversibles y en términos
generales marcan las proteinas para su degradacion. En los eucariotos, la mayoria de
proteinas oxidadas se degradan en el citosol y sélo algunas en los lisosomas. El
reconocimiento de los sitios oxidados o halogenados o la exposicion de regiones
hidrofébicas determinan la ubiquitinacién de las proteinas y su degradacién en el
proteasoma. La ubiquitina es una proteina pequefia que se une covalentemente a las
lisinas de las proteinas alteradas a través de un sistema de tres enzimas. La primera
enzima utiliza ATP para activar el carboxilo terminal de la ubiquitina y unirlo a una de
sus cisteinas, la segunda acarrea la ubiquitina y la tercera transfiere la ubiquitina al e—
amino de una lisina de la proteina alterada. Otro grupo de proteinas reconoce las
proteinas ubiquitinadas y las lleva al proteasoma donde son degradadas. Las bacterias
no tienen sistema de ubiquitinacion pero tienen varias proteasas que utilizan ATP.

Las membranas celulares contienen fosfolipidos que tienen acidos grasos con
varias ligaduras dobles. Estos acidos grasos poliinsaturados son mas labiles a la
oxidacion que los saturados y los monoinsaturados porque los metilenos entre dos
dobles ligaduras pueden perder faciimente un hidrégeno (hidrégeno alilico). Las
especies de oxigeno reactivas que pueden robar estos hidrégenos son el HO" y el HO;..
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Una vez generado el radical carbono en un acido graso, éste reacciona con el O, para
formar un radical peroxilo. El radical peroxilo puede robar un hidrégeno alilico a otro
metileno con lo cual se propaga la reacciéon (Fig. 4). Asi una iniciacién puede generar
muchos lipoperéxidos. EI 'O, genera endoperoxidos con los acidos grasos
poliinsaturados que se descomponen en presencia de fierro formando radicales alcoxilo
que contribuyen a la propagaciéon de la lipoperoxidacion. Los lipoperoxidos se pueden
reducir mediante glutation peroxidasas de fosfolipidos o son eliminados a través de las
fosfolipasas como la fosfolipasa Az, que aumenta durante la tension oxidativa.
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Figura 4. Oxidacién de lipidos. Se ejemplifica una posible modificacién del acido
araquidonico: a) la abstraccion de un hidrogeno alilico genera un radical en un
carbono, b) éste puede migrar, con lo cual hay un reacomodo de las dobles ligaduras y
c) en presencia del dioxigeno se genera un radical peroxilo que d) se puede apropiar
de un hidrégeno de otro lipido, con lo que se propaga la reaccion.

Compuestos antioxidantes

El dafio que causan las especies de oxigeno reactivas es contrarrestado en gran
medida por los mecanismos antioxidantes celulares y los mecanismos de recambio y
reparacion. Los mecanismos antioxidantes son muy diversos y en cada organismo,
célula o tejido predominan algunos sobre otros. Hay compuestos antioxidantes con
varias funciones, enzimas antioxidantes que mantienen en forma reducida dichos
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compuestos antioxidantes y enzimas que eliminan el O, y el H,O, evitando asi la
formacion del 'O, y del HO". A parte de los mecanismos antioxidantes especificos,
muchos otros compuestos y enzimas contribuyen de diversas maneras a mantener el
estado redox celular.

El fierro es indispensable para muchas enzimas que llevan a cabo reacciones de
oxido/reduccion o el transporte del O,, pero a la vez contribuye a la formacion del HO'.
Por ello el metabolismo del fierro es critico y esta muy regulado. En bacterias y en
hongos el fierro se incorpora directamente como Fe?* o como Fe(lll) unido a
sideroforos y se almacena en la ferritina. En Escherichia coli y otras bacterias la
proteina fur unida al Fe** reprime la sintesis de las proteinas relacionadas con el
metabolismo del fierro. La ausencia del gen fur causa la acumulacion intracelular del
fierro y consecuentemente produce una hipersensibilidad al H,O,. En los mamiferos el
fierro absorbido en el intestino pasa a la transferrina del plasma sanguineo. La
transferrina tiene dos sitios de union de Fe(lll) de gran afinidad que normalmente sélo
estan ocupados menos del 20%, lo cual garantiza que todo el fierro esté unido. La
transferrina interacciona con el receptor de transferrina y, por edocitosis, se forma una
vacuola. Al acidificarse el interior de la vacuola el fierro se libera como Fe** y es captado
por la ferritina en el citosol. La ferritina es una proteina de 24 subunidades que
conforman una capsula capaz de almacenar hasta 4,500 iones de metales de transicion,
la gran mayoria son Fe(lll). Ademas, las células tienen metalotioneinas que son
proteinas de bajo peso molecular con un alto contenido en cisteina (23-33%) y que son
capaces de unir 5-7 iones de diferentes metales de transicién. La sobreexpresion de
una metalotioneina confiere a la célula una mayor resistencia celular para contender con
la tensién oxidativa.

Cuando la concentracion del fierro intracelular baja, la aconitasa citoplasmatica
pierde fierro de su centro [4Fe—4S] y se transforma en una proteina reguladora del
fierro (IRP-1). La IRP-1 se une al ARNm del receptor de transferrina, estabilizandolo y
favoreciendo su traduccion y a la vez se une al ARNm de la ferritina, y de otras
proteinas, impidiendo su traduccion. Cuando hay suficiente fierro la IRP-1 se libera
como aconitasa, lo cual desestabiliza el ARNm del receptor de transferrina y permite la
traduccidn del ARNm de la ferritina y de otras proteinas, como la sintasa del acido y—
aminolevulinico, que es la primera enzima de la sintesis del hemo.

El cobre, al igual que el fierro, es esencial y a la vez causa dafno generando
radicales. La ceruloplasmina del suero es una proteina, sintetizada principalmente por
el higado, que tiene seis sitios de union de gran afinidad por el cobre. Para la
incorporacion del cobre a la célula, la ceruloplasmina se une a un receptor membranal
responsable de su incorporacion. Ademas, en el plasma sanguineo la ceruloplasmina
lleva a cabo una actividad de ferroxidasa (4Fe** + O, + 4H" ----> 4Fe(lll) + 2H,0) que
facilita la incorporacion del fierro a la transferrina. Los pacientes que carecen de
ceruloplasmina también tienen alteraciones del metabolismo del fierro.

Las hemoproteinas pueden causar dafio cuando se encuentran fuera de su sitio
fisiolégico, por ejemplo por extravasacion de la sangre o por lesiones en el musculo. En
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presencia de O,, las hemoproteinas producen O, y por ende H,O,. EI hemo se oxida
con el H,O;2 y se puede liberar junto con el fierro. EI hemo, siendo hidrofébico, se
incorpora a las membranas y en presencia de luz genera '0,; el fierro libre genera HOr
y asi ambos contribuyen a la lipoperoxidacion de las membranas celulares. En el
plasma sanguineo se encuentra una proteina, la haptoglobina, que une Ila
hemoglobina. También se encuentra la hemopexina que, junto con la albumina, une el
hemo libre para su metabolismo en el higado. El anillo pirrélico del hemo se rompe con
la hemooxigenasa del reticulo endoplasmico para producir bilirrubina y luego biliverdina
por la accién de la reductasa de biliverdina en el citosol. Hay dos hemooxigenasas
(HOx): la HOx-2, que es constitutiva, y la HOx-1, que se induce con la tension
oxidativa. La HOx—1 es la proteina del choque con calor HSP32. Se ha considerado
que la bilirrubina puede ser un antioxidante pues es un buen desactivador del 'O, y de
los radicales peroxilo. Una vez conjugada con el acido glucurénico, la bilirrubina se
secreta con la bilis para saponificar en el intestino los lipidos de la ingesta.

El tripéptido (glu—cys—gly) glutation (GSH) (Fig. 5) se sintetiza continuamente
dentro de la célula y se degrada fuera de ella. Es el tiol celular mas abundante; se
mantiene a una concentracion milimolar y es particularmente alta en el cristalino y en
los eritrocitos de los mamiferos y en los cloroplastos de las plantas. El glutation tiene
varias funciones: participa en la formacioén y ruptura de los puentes disulfuro de las
proteinas, contribuye a desechar el H,O, con la peroxidasa de glutation, es precursor
de las fitoquelatinas en las plantas y es cofactor de algunas enzimas (9). Reacciona
espontaneamente con el metilglioxal para transformarlo en lactato a través de las
glioxalasas. El metilglioxal, que se forma por error, es reactivo y capaz de modificar las
proteinas y los acidos nucleicos. El glutation se utiliza también en el metabolismo de los
xenobidticos a través de las S—transferasas de glutation que se encuentran en todos
los eucariotos mas no en bacterias. Los xenobidticos son sustancias extrafias que se
incorporan a la célula o que se producen por error o durante la tension oxidativa, por
ejemplo, aldehidos y perdxidos organicos. Las S—transferasas de glutation son enzimas
diméricas pequefias que conjugan los xenobidticos con el glutation para desecharlos o
degradarlos (10). También metabolizan los peroxidos organicos formando alcoholes y
disulfuro de glutatién (GSSG) (reaccion de peroxidasa). Hay una gran variedad de S—
transferasas de glutation, algunas son citosdlicas otras son membranales. Las
citosolicas son también acarreadoras intracelulares de compuestos hidrofébicos o
potencialmente téxicos como el hemo.

El glutation se mantiene casi todo en forma reducida principalmente a través de
la reductasa de glutatiéon, una flavoproteina que utiliza el NADPH como fuente de
electrones (10). En la tensidon oxidativa se forma gran cantidad de GSSG, que se
secreta y se degrada (11). El glutation reacciona con el 'O, y con muchos radicales,
aunque lo hace lentamente con el Oy". El radical tiilo que se forma se une a otro
glutation y con el O, es capaz de formar O™ y disulfuro de glutation.
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Figura 5. Los principales compuestos antioxidantes celulares: a) el glutation que se
oxida formando disulfuro de glutation y que también puede formar disulfuros mixtos
con las cisteinas de las proteinas; b) el ascorbato (vitamina C) acepta un electrén de
un radical (inestable) para formar el radical ascorbilo estable (monodeshidroascorbato)
que puede aceptar un segundo electron para formar el dideshidroascorbato (inestable)
que se degrada o se vuelve a reducir; c) a-tocoferol (vitamina E) en presencia de un
radical (lipidico) forma el radical tocoferilo que se puede reducir con ascorbato; d) el -
caroteno que a través de una dioxigenasa genera dos moléculas de retinal que se
oxidan para formar el retinol (vitamina A); e) el urato proviene del catabolismo de
purinas y se acumula en los primates debido a la ausencia de la oxidasa de urato.
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Con la tensiéon oxidativa también aumentan los disulfuros mixtos que se forman
entre el glutation y las cisteinas de las proteinas u otros tioles libres. En estas
condiciones se inhibe la sintesis de proteinas y la actividad de muchas proteinas. Con
ayuda de algunas chaperonas (HSP) y de la disulfuroisomerasa de proteinas
algunas proteinas pueden recuperar su conformacion original, otras en cambio se
degradan. La disulfuroisomerasa también tiene actividad de reductasa de
dideshidroascorbato y ademas participa como las subunidades B de la hidroxilasa de
prolina, que usa ascorbato como cofactor. La tioltransferasa o glutarredoxina
también reduce los disulfuros de las proteinas utilizando glutation y asimismo tiene
actividad de reductasa de dideshidroascorbato.

Las plantas y muchos animales producen ascorbato (Fig. 5) a partir de la
glucosa. En cambio los primates perdieron la ultima enzima de su biosintesis, la
oxidasa de la L-gluco—y—lactona. Debido a que el ascorbato es cofactor de varias
hidroxilasas, es un compuesto esencial para el hombre por lo que debe obtenerlo en su
dieta, so pena de padecer escorbuto. El ascorbato o vitamina C se encuentra en la
mayoria de frutas y vegetales. El ascorbato en muy solube en agua y se encuentra en
concentraciones altas en todos los tejidos, especialmente en el ojo y en el pulmon.
Tiene dos hidroxilos ionizables que hacen de él un excelente agente reductor. Reduce
el Fe(lll), inclusive cuando esta unido en algunas proteinas, también reduce aunque
lentamente el Oy (105 M-1 s-1), se utiliza para desechar el H,O, por la peroxidasa de
ascorbato, reacciona con el 'O, el acido hipoclorito, el ONOO", los radicales peroxilo y
el radical tocoferilo. El radical ascorbilo (0 monodeshidroascorbato) que se forma es
estable y se puede desproporcionar espontdneamente regenerando el ascorbato y el
dideshidroascorbato. Este ultimo se descompone en acido oxalico y acido trednico o es
reabsorbido y reducido por la glutarredoxina y el glutation. El ascorbato es un excelente
antioxidante siempre y cuando no esté en presencia de fierro o de cobre, pues en esas
condiciones se genera el HO. Los complejos multivitaminicos incluyen muchas veces
sales de fierro y ascorbato con lo cual generan HO" al disolverse.

El tocoferol (Fig. 5) o vitamina E es un compuesto esencial que el hombre
obtiene de los aceites vegetales. Se absorbe junto con otras grasas formando parte de
los quilomicrones. El tocoferol tiene tres carbonos asimétricos por lo que hay ocho
estereoisomeros. El mas activo de ellos es el RRR—a—tocoferol y en el higado solo éste
se transfiere a las lipoproteinas de muy baja densidad (12). Estas, al incorporar
triglicéridos, se convierten en lipoproteinas de baja densidad que en el suero sanguineo
transfieren una parte del tocoferol a las lipoproteinas de alta densidad. Las células
incorporan el tocoferol de las lipoproteinas a las membranas plasmaticas, sobre todo
en los segmentos exteriores de los bastones de la retina. En los organismos
fotosintéticos el tocoferol se concentra en las membranas de los tilacoides. Estos sitios
nos indican la funcién antioxidante del tocoferol como desactivador y recolector del 'Os..
El tocoferol reacciona con los radicales lipoperoxilo (10° M s™) y el radical tocoferilo
producido se puede reducir con el ascorbato (10° M s™") y de esta manera se limita la
propagacion de la lipoperoxidacion. El tocoferol, al igual que el ascorbato, puede
reducir el Fe(lll) y el Cu®* por lo que puede ser prooxidante en presencia de estos
metales de transicion. La falta de tocoferol genera sensibilidad a la tensién oxidativa
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que se traduce, por ejemplo, como hemdlisis en presencia de H,O,. El nifio prematuro
tiene poco tocoferol y por ello puede presentar hemolisis.

Muchos de los colores de las plantas y de los animales se deben a los
carotenos. El hombre obtiene el retinol (vitamina A), que es esencial sobre todo para la
vision, a partir del B—caroteno y de otros carotenos (Fig. 5). Los carotenos se parten en
dos mediante la accion de una dioxigenasa para generar el aldehido retinal y éste es
luego reducido a retinol. No todos los animales incorporan los carotenos. En el hombre
los carotenos se concentran particularmente en el tejido adiposo, el higado, el cuerpo
luteo, la glandula adrenal, la macula de la retina y los testiculos. Debido a las dobles
ligaduras coordinadas que tienen son excelentes desactivadores del 'O,. En los
organismos fotosintéticos sirven para absorber la luz y para desactivar el 'O, que se
genera en este proceso. En el hombre también pueden tener esa funcion pues en la
piel disminuyen los niveles de carotenos con la exposicion a la luz. Los carotenos
también reaccionan con los radicales peroxilo y el NO,, generando un radical estable
que puede ser reducido por el ascorbato.

El hombre perdi6d la oxidasa de urato por lo que acumula urato (Fig. 5) en
concentraciones cercanas a 0.5 mM. Los primates y otros animales excretan urato con
la orina como producto de la degradacion de los compuestos nitrogenados. La oxidasa
de urato, al igual que la oxidasa de la L—gluco—y—lactona en el caso de la sintesis del
ascorbato, produce H,O, y la pérdida de estas enzimas pudo haber representado para
el hombre una ventaja mas que una desventaja. Los genes inactivos de ambas
enzimas se detectan en el genoma humano. El urato reacciona con el '0, y con varios
radicales generando el radical de urato, que es estable por resonancia elecronica y que
se puede reducir con el ascorbato. Ademas, el urato forma quelatos con los metales de
transicién que no son reactivos. Debido a ello, se ha pensado que el acido urico puede
funcionar como antioxidante en el hombre. De hecho en condiciones de tension
oxidativa el urato se oxida en alantoina. Sin embargo, el urato tiene la desventaja de
que es poco soluble y, cuando hay una ingesta alta de compuestos nitrogenados que
no se eliminan con suficiente rapidez en algunas personas, el urato se puede cristalizar
en las articulaciones causando el sindrome de "la gota", ademas de que también puede
formar calculos renales.

Ademas de ascorbato, tocoferoles y carotenos, las plantas tienen una gran
cantidad de fenoles que tienen actividad antioxidante in vitro (Fig. 6). Se ha
especulado que estos fenoles del vino, del té, del café, etc. pueden tener una funcion
antioxidante en el hombre. Pocos de estos fenoles se absorben en el intestino y aun no
esta claro su efecto en el hombre.

Las melaninas son productos de la polimerizacion de la dihidroxifenilalanina
(Fig. 6), producida por las oxidasas de fenoles, como la tirosinasa, o del
dihidroxinaftaleno (Fig. 6) generado por las sintasas de policétidos. Las melaninas son
polimeros heterogéneos, insolubles, de elevado peso molecular. Tienen una gran
cantidad de electrones desapareados, lo que les permite absorber la luz UV vy la visible
en todas las longitudes de onda. Por ello tienen un color muy oscuro. Ademas, son

34



Hansberg Torres

capaces de reaccionar con cualquier especie reactiva funcionando como oxidantes o
reductores. En el hombre las melaninas se forman a partir de la tirosina y se
encuentran en el cabello, en el iris y en la sustancia niger en el cerebro. Varias
bacterias y hongos son capaces de sintetizar melaninas que depositan en sus paredes
celulares. Esto constituye un factor de virulencia de varios hongos patégenos de
plantas y de animales.

a) OH

HO .
OH HO
OH O @ N\
HO N
O\

o) lofolok N
O 3 L —In

OH  OH OH OH

n

Figura 6. Fenoles como antioxidantes en la dieta y como precursores de las
melaninas. a) La cuercetina es un flavonoide pentahidroxilado que esta presente en
muchas frutas y verduras. Este y otros flavonoides de los vegetales pueden funcionar
como antioxidantes. b) La dihidroxifenilalanina (DOPA) se oxida con la tirosinasa y
genera dos productos que se polimerizan para formar una melanina que esta presente
en los animales y también en algunos hongos. c) El dihidroxinaftaleno (DHN) se forma
de un pentacétido que se cicla y se reduce. El dihidroxinaftaleno se polimeriza y forma
un tipo de melanina de algunos hongos.

Enzimas antioxidantes

A parte de las sustancias mencionadas, la mayoria de células tienen una bateria
de enzimas que desechan el Oy, el H,O, y el NO'. El Oy sélo puede atravesar las
membranas celulares como HO, o0 a través de poros anidnicos. Es posible que debido
a ello se requiera tener una dismutasa de superéxido (SOD) en cada compartimento
celular limitado por una membrana. El H,O, se produce principalmente por la
dismutacion del O, pero también de muchas oxidasas que, tal vez por esa razon, se
encuentran confinadas en vesiculas, como los peroxisomas, glioxisomas, lisosomas,
etc. Asi la concentracién local del H,O, puede variar entre nanomolar y milimolar o
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incluso cerca de 0.5 molar, dependiendo del sitio de su produccion y de la célula o el
tejido. Como el H,0; es la mayor fuente de 'O, y del HO", existe una gran redundancia
de enzimas que desechan el H,O, y que funcionan a diferentes concentraciones del
mismo (Tabla 1). Finalmente, el NO' puede generar con el O, y el O," compuestos mas
reactivos por lo que es también importante desecharlo.

Tabla 1 Comparacién de las constantes cinéticas de algunas enzimas que desechan el H,O,.

Enzima Kwu Keat Keat 1Ku
(mM) (s M"s™)
Peroxirredoxina-Txn 2 <0.06 0.2-10 10°- 10°
Glutatién peroxidasa ° 0.025 50 2 x 10°
Hemoperoxidasa (pl) ° 4 0.4 —40 102 - 10*
Hemoperoxidasa (an) ® - -- 1-4x10’
Catalasa/peroxidasa ° 13 10° 10’
Catalasa® 20 9x 10° 4x10°
200 5x 10° 2 x 108

Las enzimas menos eficientes son las peroxirredoxinas y las mas eficientes son las catalasas;
las primeras funcionan a concentraciones muy bajas y las segundas a concentraciones muy
altas de H,O,. La diferencia en Ky puede ser de cuatro 6rdenes de magnitud. Algunas
peroxidasas tienen una eficiencia intermedia y funcionan a concentraciones intermedias de
H.0,.

@ Ref. 18;

b citado en ref. 18;
¢ ref. 28;
4 ref. 30.

Como su nombre lo indica, las dismutasas de superdxido dismutan el Oz en
H,O2 y O, y lo hacen de manera muy eficiente (10° M s™) e independiente del pH.
Esta reaccion también ocurre espontaneamente pero depende del pH (10°° M's'a
pH fisiologico). Hay varios tipos de dismutasas de superoxido: las enzimas que tienen
Cu?* y Zn*" en su sitio activo, que son intracelulares (CuZnSOD) o extracelulares
(ECSOD), y las enzimas que tienen Mn(lll) (MnSOD) o Fe(lll) (FeSOD) en su sitio
activo y que son citosdlicas o de los organitos celulares. La CuZnSOD es un
homodimero, abundante, azul verdoso, muy resistente a la desnaturalizacion, se inhibe
con cianuro o con un quelante de cobre como el dietilditiocarbamato. EI H,O; inhibe la
enzima in vitro. En la mayoria de los eucariotos la CuZnSOD es la principal actividad
(13-16). Veinte por ciento de los pacientes con esclerosis lateral amilotréfica familiar
tienen mutaciones en el gen de la CuZnSOD. En las bacterias la CuZnSOD también
esta presente en el espacio periplasmico pero la acividad predominante en la bacteria
es la MnSOD (15). En las mitocondrias la CuZnSOD se encuentra en el espacio
intermembranal y la MnSOD en la matriz (16). El Cu** de la CuZnSOD, que esta
sostenido entre cuatro histidinas en un barril aplanado de ocho bandas—f plegadas
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antiparalelas, lleva a cabo la transferencia de electrones mientras que el Zn?* tiene un
papel estabilizador. El canal que conduce al sitio activo tiene cargas negativas que
repelen el Oz" y lo conducen al interior que tiene cargas positivas. Las ECSOD son
homotetrameros mucho mas grandes que las enzimas intracelulares. Son
glicoproteinas de varios tipos, unas se unen a la superficie celular y otras no.

La MnSOD es un homodimero o tetramero, de color rosa, que se desnaturaliza
con detergentes o solventes y que no se inhibe con cianuro ni con el
dietilditiocarbamato, ni tampoco con el H,O,. En los eucariotos se encuentra en las
mitocondrias, aunque algunos crustaceos solo tienen esta enzima, tanto en el citosol
como en las mitocondrias. E. coli, ademas de MnSOD, tiene otra enzima que une
Fe(lll) en vez de Mn(lll) en su sitio activo. Aunque provienen de genes diferentes, estas
dos enzimas son tan parecidas que pueden formar hibridos. En algunas plantas la
FeSOD se encuentra en los cloroplastos.

En la ultima década se ha descubierto una familia de peroxidasas que desechan
el H,0, y otros perdxidos a través de un sistema de oxido/reducién de grupos tioles
(17, 18). El nombre genérico que se les ha dado es el de peroxirredoxinas, aunque a
las enzimas en diversos organismos se les ha dado nombres muy variados. Son
proteinas pequenas, ubicuas, que tienen una cisteina conservada en el sitio activo. La
unidad funcional es el dimero pero muchas son capaces de agruparse en decameros
de dimeros. Se encuentran en concentraciones relativamente altas dentro de las
células, algunas son mitocondriales o cloroplasticas y otras se secretan. En términos
generales estas enzimas son activas a bajas concentraciones de peréxidos (<0.1 mM)
(18) (Tabla 1). Hay cinco subfamilias de peroxirredoxinas y cuatro de ellas tienen,
ademas de la cisteina reactiva, otra cisteina conservada. Cada organismo tiene varias
enzimas que provienen de algunas de estas subfamilias. Asi, el hombre y el ratén
tienen seis peroxirredoxinas, cuatro de una subfamilia y las otras dos de subfamilias
distintas. E. coli tiene tres, cada una de distinta subfamilia. Sacharomyces cerevisiae
tiene siete, cinco de una subfamilia y las otras dos de subfamilias distintas. Algunas
peroxirredoxinas se inducen en condiciones oxidantes y las células mutantes sin una
peroxirredoxina determinada son sensibes a la tension oxidativa y en ocasiones
también a las especies de nitrégeno reactivo.

La mayoria de la peroxirredoxinas dependen de la tiorredoxina como donador
de electrones, aunque algunas pueden recibir electrones de otros tioles o de otras
proteinas especificas que en una parte son semejantes a la tiorredoxina (18). La
tiorredoxina también reduce los puentes disulfuro de otras proteinas. El peréxido, al
interaccionar con el tiolato de la cisteina del sitio activo genera un sulfénico como
intermediario y libera una molécula de agua (o de alcohol, en el caso de los
alquilhidroperéxidos). El sulfénico es inestable debido a la vecindad de un sulfhidrilo de
la misma subunidad por lo que se genera un puente disulfuro y se libera otra molécula
de agua o alcohol. El puente disulfuro se reduce a través de dos disulfuros vecinos de
la tiorredoxina (o0 una proteina semejante). El puente disulfuro generado en la
tiorredoxina se reduce a través de dos sulfhidrilos de la reductasa de tiorredoxina
(19). El puente disulfuro formado en la reductasa de tiorredoxina se reduce con los
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electrones provenientes del NADPH a través de una flavina (FAD) unida a esta enzima.
En resumen, el peréxido se reduce con los electrones del NADPH a través de una
cadena de sulfhidrilos/disulfuros (Fig. 7). La reductasa de tiorredoxina también reduce
la isomerasa de disulfuros de proteina.

Tiorredoxina

NADPH TrxR-(SH), Trx-S, Prx-(SH), H,0,
- X X >< X X
NADP* FADH, TrxR-S, Trx-(SH), Prx-S, 2 x H,O
Reductasa de Tiorredoxina Peroxirredoxina

Figura 7. Cadena de oxido/reduccion de los tioles vecinos entre varias proteinas. Las
peroxirredoxinas (Prx) reducen el H,O, con un par de cisteinas de su sitio activo. La
mayoria de estas enzimas utilizan la tiorredoxina (Trx) para volver a reducir el disulfuro
formado. La tiorredoxina a la vez requiere de la reductasa de tiorredoxina (TrxR) para
lo mismo. Esta ultima enzima reduce sus cisteinas con los electrones que obtiene del
NADPH a través del FAD unido a la enzima.

La peroxidasa de glutation (GPx) reduce los hidroperéxidos utilizando glutation
como agente reductor, aunque las de hidroperdxidos de fosfolipidos pueden utilizar
tiorredoxina, glutaredoxina o tioles proteicos como fuente de poder reductor. Se han
descrito peroxidasas de glutation en los animales, en las plantas, en los esporozoarios,
en algunas algas, hongos y bacterias. S. cerevisiae tiene tres genes de peroxidasa de
glutation. Los mamiferos tienen varias peroxidasas de glutation: la citosoélica (GPx1), la
gastrointestinal (GPx2), la plasmatica (GPx3) y la de hidroperdxidos de fosfolipidos
(GPx4) (20). Son homotetrameros con la excepcion de la GPx4 que es un monomero
de tamafno menor al de las subunidades de las otras glutatiéon peroxidasas. La GPx de
hidroperéxidos de fosfolipidos es capaz de actuar sobre los fosfolipidos de las
membranas celulares y de las lipoproteinas, ademas de los hidroperdxidos de timina y
de ésteres de colesterol. Ademas, esta enzima se requiere durante la
espermatogénesis para oxidar los tioles de las proteinas que estabilizan la capsula que
contiene las mitocondrial del espermatozoide (21). También se requiere de otra enzima
similar pero con un extremo N-terminal distinto y rico en argininas, resultado de un
ensamble alternativo de exones ("splicing"). Esta enzima oxida las cisteinas de la
protamina que condensa la cromatina del espermatozoide (22). Todas las GPx son
capaces de reducir el H,O; y los hidroperdxidos de acidos grasos; sin embargo, la GPx
plasmatica también lo hace con lipidos complejos, como el hidroperoxido de
fosfatidilcolina o hidroperdoxidos en algunas proteinas como la tiorredoxina. La GPx
citosolica es la enzima mas abundante sobre todo en los eritrocitos, el higado, los
rinones y los pulmones. La GPx plasmatica no sélo esta en el plasma sanguineo sino
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que en la mayoria de secreciones corporales. Se sintetiza en el riidn y de ahi es
liberada a la sangre. La GPx gastrointestinal sélo se encuentra en el epitelio del tracto
digestivo y en el higado.

En los mamiferos estas enzimas tienen la particularidad de tener en su sitio
activo una selenocisteina, una cisteina en la cual el azufre ha sido reemplazado por el
Se. La selenocisteina esta codificada por el codon de terminacidon UGA pero el
mecanismo de traduccion reconoce una determinada conformacién del ARNm e
introduce en ese codon un ARNt con una serina transformada enzimaticamente en
selenocisteina. El Se esta como selenol y reacciona con el H,O, para formar acido
selénico y agua, o alcohol en el caso de los alquilperéxidos. El glutation reacciona con
el acido selénico para formar otra molécula de agua y una segunda molécula de
glutation reacciona con el glutation unido para formar disulfuro de glutatién. Hay otras
proteinas con selenocisteina como la reductasa de tiorredoxina que tiene
selenocisteina como penultimo aminoacido, las 5—desyodinasas de yodotironina que
generan la 3,5,3'-triyodotironina y la proteina P del plasma humano que tiene 10
selenocisteinas por molécula. También se han detectado selenoproteinas en
procariotos y recientemente en plantas (23).

Las hemoperoxidasas se pueden dividir en la superfamilia de los animales, la
superfamilia de plantas, hongos y procariotos y en un grupo menor de las
haloperoxidasas. Estas enzimas difieren entre si en su estructura primaria, secundaria
y terciaria por lo que se piensa que representan familias de genes diferentes. Las
hemoperoxidasas de animales, como la peroxidasa de la tiroides, la lactoperoxidasa,
la peroxidasa salival, la mieloperoxidasa y la peroxidasa de los eosindfilos son
proteinas grandes g>700 aminoacidos), tienen el hemo unido covalentemente y tienen
sitios para unir Ca~" (24). La peroxidasa del tiroides une los atomos de yodo de las
hormonas tiroideas. La lactoperoxidasa de la leche junto con la peroxidasa de la saliva
son capaces de oxidar iones de tiocianato a hipotiocianato que es téxico para algunos
microorganismos. La mieloperoxidasa se encuentra en las células fagociticas y genera
acido hipocloroso (hipoclorito) (HOCI) a partir de CI" y H,O, y la de los eosindfilos
produce acido hipobromoso. EI HOCI y el HOBr contribuyen a matar a los
microorganismos fagocitados.

Las hemoperoxidasas de plantas, hongos y procariotos tienen similitud en la
secuencia de sus aminoacidos, particularmente en sus dominios cataliticos, y en su
estructura. Difieren de las enzimas de animales en que éstas son proteinas pequefas
(300 aminoacidos) y su hemo no esta unido covalentemente. Sin embargo, las dos
familias de hemoperoxidasas tienen una His y una Arg conservadas en el sitio activo y
una His que hace un enlace de coordinacion con el Fe(lll) y un puente de hidrogeno
con una Asn o un Asp en el lado proximal (25), lo que constituye un ejemplo de
evolucion convergente (Fig. 8). La peroxidasa del citocromo ¢ de S. cerevisiae forma
una cavidad con diez hélices—a que contiene el hemo. Esta estructura se conserva en
las peroxidasas del ascorbato y la peroxidasa de la raiz fuerte. La peroxidasa de
ascorbato tiene la funcién de eliminar el H,O, que se forma en el fotosistema | de las
plantas (26). La superfamilia se ha dividido en tres clases con base en sus
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caracteristicas estructurales. La clase | incluye la peroxidasa del citocromo c¢ de S.
cerevisiae, las peroxidasas de ascorbato de las cianobacterias, las algas y las plantas,
y las catalasas/peroxidasas de los procariotos y de los hongos. Esta clase de
peroxidasas probablemente tenga un origen procarioto. La clase Il comprende las
peroxidasas extracelulares de los hongos, las peroxidasas de lignina y las peroxidasas
de Mn. La clase lll incluye las peroxidasas de secrecion de las plantas, como la
peroxidasa de la raiz fuerte y muchas otras que se secretan. Las clases Il y Ill de las
peroxidasas estan glicosiladas, tienen puentes disulfuro, tienen un péptido sefal y unen
calcio. La mayoria de los aminoacidos del sitio activo son invariables; sin embargo, la
afinidad y las propiedades cinéticas de estas enzimas son muy diferentes. Algunas son
especificas para el sustrato que utilizan, como el citocromo ¢ o el ascorbato; otras
utilizan un espectro amplio de agentes reductores, como la peroxidasa de la raiz fuerte,
que es capaz de oxidar amidas, fenoles, indoles y sulfonatos. La peroxidasa de lignina
es capaz de utilizar veratrilol y la peroxidasa de Mn cataliza la oxidacion del Mn(ll) a
Mn(lIl). El producto de ambas enzimas puede a su vez oxidar y degradar compuestos
fendlicos como la lignina. Las plantas pueden tener hasta nueve genes de peroxidasas
distintas que se utilizan para diferentes funciones como la lignificaciéon de la pared
celular, la suberizacion de los tejidos lesionados o el catabolismo de algunas
hormonas. La peroxidasa de ascorbato es la principal actividad antioxidante de muchos
organismos como Euglena que carecen de catalasa o de otras peroxidasas. También
esta presente en otros protistas y en cianobacterias.

Las catalasas/peroxidasas son enzimas capaces de llevar a cabo
eficientemente tanto la reaccion de catalasa como de peroxidasa. La K, aparente para
su actividad de catalasa es diez veces menor que la de las catalasas monofuncionales
(27) (Tabla 1). A diferencia de éstas, el grupo hemo de las catalasas/peroxidasas esta
cerca de la superficie de la enzima por lo que si puede ser reducido con ditionita. Estas
enzimas muestran un pH 6ptimo para ambas actividades, se inactivan con solventes
organicos, son mas sensibles que las catalasas monofuncionales a la temperatura y
son mas resistentes a la inhibicibn con 3-amino-1,2,4-triazol. Las
catalasas/peroxidasas estan compuestas por dos mitades que son semejantes entre si
y ambas, particularmente la del N—terminal, tienen similitud con la secuencia de
aminoacidos de la peroxidasa de citocromo ¢ de S. cerevisiae. Se piensa que las
catalasas/peroxidasas se originaron por la duplicacion del gen de una peroxidasa
semejante a las de la superfamilia de las plantas (28). Es probable que las
catalasas/peroxidasas de los hongos tengan un origen bacteriano (27). No hay similitud
entre la secuencia de las catalasas/peroxidasas y las catalasas monofuncionales. Las
catalasas/peroxidasas de las plantas, a diferencia de las de bacterias y de hongos, son
incapaces de usar como sustratos la o—dianisidina y el guaiacol.
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Figura 8. Coevolucién en las familias de las hemoperoxidasas. Comparacién del sitio
activo de la citocromo ¢ peroxidasa de S. cerevisiae, representante de la familia de las
hemoperoxidasas de plantas, hongos y procariotos, y la mieloperoxidasa,
representante de la familia de hemoperoxidasas de los animales. En ambas enzimas
se utilizan los mismos aminoacidos para la reaccion catalitica aunque éstos provienen
de diferentes regiones dentro de la proteina. La imagen se tomo de la figura 2 de la
referencia 24.

Se ha encontrado haloperoxidasas en algunos hongos, en liquenes y en algas
que tienen un vanadato (HVO4%) unido covalentemente a una histidina del sitio activo
(29). Algunas haloperoxidasas de vanadio tienen también actividad de fosfatasa y se
piensa que hayan provenido de un gen para una fosfatasa acida.

Las catalasas monofuncionales dismutan el H,O, en O, y H>O y lo hacen con
una gran eficiencia a cualquier pH entre 4 y 11. Son enzimas muy resistentes a agentes
desnaturalizantes y solventes organicos. Se inactivan con 3—amino-1,2,4—triazol vy,
como todas las hemoproteinas, se inhiben con cianuro y azida (30). Las catalasas
tienen un origen comun y se encuentran desde las arqueas hasta los mamiferos. En
términos generales su secuencia y estructura estan conservadas e inclusive en plantas
se ha descrito la hibridacion entre varias catalasas. Son homotetrameros u
homodimeros de subunidades de = 60 kDa o de = 80 kDa. Hay varios subgrupos de
catalasas: uno de plantas, uno de animales, uno de hongos, dos de bacterias y uno de
bacterias y hongos en donde se encuentran las catalasas grandes (31). Cada
subunidad contiene una ferro-protoporfirina—IX (hemo b) o derivados del mismo, como
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el hemo d o una clorina (7). EI hemo por si solo cataliza la dismutacién del H»O,
aunque con mucha menor eficiencia que la catalasa. EI dominio del barril-p, que
incluye la cavidad del hemo, los aminoacidos que lo orientan y el canal que conduce a
él, es la parte mas conservada de la molécula (32) (Fig. 9). Las catalasas
monofuncionales tienen un canal estrecho que conduce a la parte distal del hemo en
donde una histidina y una asparagina participan en la reaccion junto con el Fe(lll) y el
hemo. El Fe(lll) no tiene enlace de coordinacion en la parte distal y en la parte proximal
el enlace es con una tirosina muy conservada. El canal estrecho y la falta de
coordinacion del Fe(lll) en el lado distal tienen que ver con la selectividad por el H20;
de estas enzimas, aunque también son capaces de oxidar algunas moléculas
pequefias, como formato, metanol o etanol (actividad de peroxidasa). Al entrar un H,O,
al sitio activo toma un electrén del fierro y otro del hemo para generar una molécula de
agua y el compuesto I, que consiste en un ferroxilo y un radical porfirinico cationico.
Una segunda molécula de H;O, cede un electron al ferroxilo y otro al hemo,
restituyendo el estado inicial de la enzima y liberando una molécula de dioxigeno y otra
de agua. ElI compuesto | también se forma en las hemoperoxidasas. Pero en estas
enzimas la reduccion del compuesto | ocurre en dos pasos: un compuesto reductor
cede un electron al compuesto | para formar el compuesto Il y con una segunda
molécula de reductor lo reduce al estado inicial. Algunas catalasas pequefias pueden
unir NADPH que posiblemente evita la generacion del compuesto Il inactivo (33). En
cambio, las catalasas grandes no pueden unir NADPH debido a que tienen un dominio
adicional en el extremo C-terminal similar al de la flavodoxina cuya funcion se
desconoce (32) (Fig. 9).

Muchos microorganismos anaerobios y termofilicos carecen de hemoproteinas
pues son incapaces de sintetizar el grupo hemo. Sin embargo, algunos de ellos tienen
enzimas con actividad de catalasa. Estas pseudocatalasas en vez del grupo hemo
tienen dos atomos de Mn en su centro catalitico (34). Son homooligdmeros y sus
secuencias de aminoacidos no tienen similitud con las otras catalasas.

La mayor parte del NO" que se produce en los tejidos de los mamiferos se une a
la hemoglobina o a la mioglobina. Sin embargo, muchos microorganismos y también las
plantas tienen hemoglobinas. La funcién de algunas de estas proteinas es la de unir O,
y posiblemente liberarlo conforme se vaya requiriendo, como la leghemoglobina que
rodea los nédulos en donde las especies de Rhizobium en simbiosis con la planta
llevan a cabo la fijacidon del nitrégeno atmosférico. Sin embargo, recientemente se ha
visto que unas hemoglobinas que tienen FAD unido, las flavohemoglobinas, se
inducen con el NO ademas de con el O,. Estas proteinas sirven posiblemente para
desechar el NO' (35). EI FAD de estas proteinas recibe los electrones del NADH para
reducir 2 O, en 2 Oy y éstos se combinan con 2 NO para formar 2 NO3, en vez de 2
ONOQO™ que se formarian de manera espontanea.
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Figura 9. Estructura cristalografica del mondmero de la catalasa-1 de N. crassa. La
estructura tiene una resolucion de 1.75 A. En la imagen se aprecia el amino terminal
(N), un asa envolvente, la cavidad del hemo y el dominio del carboxilo terminal (C) que
es semejante al dominio de la flavodoxina. Las catalasas pequefias no tienen este
ultimo dominio. Tomado de Diaz A, Rudifio E, Arreola R, Horjales E y Hansberg W,
manuscrito en preparacion.

Las enzimas que producen especies de oxigeno reactivas

En las células, las especies de oxigeno y nitrégeno reactivas estan generando
continuamente productos de oxidacion y de nitratacion que se pueden detectar en los
sitios que se producen o como productos que se desechan. Esto se debe en parte a
que no se puede evitar totalmente la generacion del HO' y el 'O, ni prever el sitio en
donde se van a producir. Pero también la evidencia apunta cada vez mas a que las
especies de oxigeno y nitrégeno reactivas tienen funciones especificas. Tal es el caso
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de la participacion del H,O; en la sintesis de la hormona tiroidea y en la maduracion y
capacitacidon de los espermatozoides; el NO" en la vasodilatacion en los mamiferos; en
la formaciéon de la envoltura de fertilizacién en el erizo de mar; en la formacion de
lignina y el entrecruzamiento de los componentes de la pared celular en los sitios de
invasion de los microorganismos en el caso de las plantas. Por otro lado, las especies
de oxigeno reactivas generan mutaciones y éstas son la base del proceso evolutivo.

Los organismos no sélo tienen enzimas para desechar las especies de oxigeno
y nitrégeno reactivas sino que también tienen enzimas que producen O;" y NO' y acidos
hipohalogenosos, ademas de las oxidasas que producen H;O,. La oxidasa de NADPH
€s una enzima que se encuentra en muchas células y que produce 2 O, a partir de 2
O, y NADPH como donador de electrones. Las enzimas que mas se han estudiado son
las que se activan cuando algun microorganismo invade el organismo, como la
responsable de la llamada explosion oxidativa en los leucocitos de los mamiferos y en
las plantas (36). Sin embargo, las oxidasas de NADPH también se encuentran en otras
células como los fibroblastos, las células del musculo liso vascular, los condrocitos y en
las células tiroideas, en donde se genera H;O, para la yodinacion de la hormona
tiroidea. Se han detectado oxidasas de NADPH en peces e insectos. En el genoma de
N. crassa se encuentran dos p91°"* (www.genome.wi.mit.edu) y se ha aislado y
cancelado un gen de una oxidasa de NADPH en Aspergillus nidulans (J. Aguirre,
comunicacién personal).

La enfermedad granulomatosa crénica es un padecimiento hereditario en el cual
los pacientes carecen de la actividad de oxidasa de NADPH, por lo que son muy
susceptibles a padecer infecciones microbianas. El estudio de estos pacientes ha
revelado una buena parte de lo que se sabe de la enzima de los leucocitos (36). Ante
un determinado estimulo (aniones anfifilicos, como el acido araquidénico, los
lipopolisacaridos, el péptido bacteriano formil-Met-Leu—Phe-Lys, la menadiona, el
leucotrieno B4, los ésteres de forbol y el acido fosfatidico), la enzima se activa cuando
las subunidades citosdlicas p47°"* y p67°"°* se ensamblan con las subunidades
membranales p91°"** y p22°"°* que conforman el citocromo bsss. Para que la subunidad
p67°"°* citosdlica se pueda ensamblar con el citocromo bsss membranal, la proteina
GTP-Rac1 (o RacZ?1 debe desplazar a la proteina p40 P"** en su unién con la p67°",
La unién de la p67°" a Rac es regulada por fosforilaciéon que ocasiona la exposicion
de un dominio de unién SH3 en p67°"*. La subunidad citosdlica p47°"** también
requiere que se fosforile para unirse a la subunidad p22°" membranal a través de un
dominio SH3. Tanto Rac como p47°"* sirven como acarreadores de p67°"°* a la
membrana (37). Cuando Rac esta prenilado y se incorpora a la membrana ya no se
requiere p47°"°*. La activacion depende de la cinasa de proteina C (PKC) y de una
fosfatasa de tirosina y también de la presencia de iones Mg?* y Ca** y de calmodulina.
La subunidad membranal p91P"* tiene un sitio de unién para el NADPH, para una
flavina y para dos hemos. El NADPH cede electrones a la flavina y de ahi se piensa
que los electrones pasan a los hemos y finalmente al O,. Como hay un transporte de
electrones hacia afuera de la célula, para equilibrar las cargas se requiere acoplar la
actividad de la oxidasa de NADPH con un canal de protones de la misma enzima
localizado en p91°"°*. Cuando se activa esta enzima hay un incremento en el flujo de la
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via de las pentosas para producir suficiente NADPH. Hay dos familias de NADPH
oxidasas: la familia NOX, cuyas proteinas tienen 560-580 aminoacidos, y la familia
DUOX, que son mucho mas grandes, de 1550 aminoacidos. La oxidasa de NADPH de
las células endoteliales (NOX1 y NOX4) genera mucho menos O, que la de las células
fagociticas y el mecanismo de activaciéon es diferente ya que la enzima esta
ensamblada y unida al citoesqueleto (38). Recientemente se ha descrito otra oxidasa
de NADPH (NOX5), que se presenta en dos formas por un ensamble alternativo
("splicing"), una de ellas es especifica de los espermatocitos y la otra del bazo y los
nodulos linfaticos. Esta enzima se activa con calcio y es también un canal de protones
(39). En las plantas la NADPH oxidasa se activa con la invasion de un microorganismo
(40) y al parecer no requiere la activacion de proteinas citosélicas (41).

Las células fagociticas no solamente generan O;" a través de la oxidasa de
NADPH sino que simultaneamente la sintasa del oxido nitrico produce NO- y la
mieloperoxidasa sintetiza HOCI a partir del CI" y el H,O, y, en los eosindfilos, la
bromoperoxidasa produce acido hipobromoso. El O, junto con el NO' pueden generar
ONOQO" y los acidos hipohalogenosos son capaces de descomponer el peroxido de
hidrégeno y formar 'O,. Este coctel de oxidantes inicialmente esta dirigido contra el
microorganismo fagocitado pero muchas veces acaba por afectar a los propios
fagocitos y a las células vecinas.

En algunos casos se ha observado que la enzima deshidrogenasa de xantina,
que cataboliza la xantina en hipoxantina y luego en urato, se modifica en sus grupos
sulfhidrilos y se proteoliza convirtiéndose en una oxidasa de xantina (42). La oxidasa
en vez del NAD+ utiliza como aceptor de electrones el O, para formar O,. Esta
transformacion enzimatica se ha detectado en los experimentos de isquemia y
reperfusion (hipoxia(anoxia)/ reoxigenacién) y explica en parte las especies de oxigeno
reactivas que se forman durante la reoxigenacion.

La sintasa del oxido nitrico (NOS) genera 6xido nitrico a partir del grupo
guanidino de la arginina. En presencia de 2 O, y de 2 NADPH, la enzima transforma la
arginina en citrulina y NO'. Los mamiferos tienen tres isoenzimas, dos de ellas son
relativamente constitutivas y otra es inducible. Todas requieren de la calmodulina para
su activacion pero sélo las primeras dependen de la concentracién de Ca?* (43). Las
células fagociticas activadas producen una gran cantidad de NO'. En los vasos
sanguineos el NO- liberado por el endotelio vascular es dos o tres érdenes menor que
el de los macrofagos. Este NO' se difunde y se une al hemo de la ciclasa de guanilato
del musculo liso vascular. La enzima se activa produciendo GMP ciclico, el cual induce
una disminucién en los niveles de Ca?* de los miocitos. Los bajos niveles de Ca?*
producen una relajacién de las fibras musculares que se traduce macroscopicamente
en una vasodilatacion. El efecto de la nitroglicerina y de otros nitréxidos, que se han
usado desde hace un siglo para la angina de pecho, es precisamente la vasodilatacion
de las arterias coronarias a través de la produccion del NO-.
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Las especies de oxigeno reactivas en la proliferacion y muerte celular y en la
senectud de los organismos

El efecto metabdlico causado por la unién de la insulina con su receptor
membranal se puede obtener con cantidades pequenas de H,0O,. Concentraciones
bajas de H,O, (1 uM) causan un aumento de la proliferacién celular en células en
cultivo. En cambio, concentraciones mas altas de H,O, (100 uM) detienen el ciclo
celular. Estos cambios son reversibles e involucran la oxidacion de puentes de
disulfuro, la liberacién de Ca?* intracelular y la activacion de cinasas de proteinas.
Concentraciones aun mas altas pueden causar la muerte celular por apoptosis en
algunos cultivos celulares y aun mas altas la muerte por necrosis.

La concentracion extracelular del Ca®* libre en los mamiferos es de 1 mM y la
concentracion citosélica del Ca®* libre es de = 0.1 uM. La mayor parte del Ca®* celular
esta secuestrado en el reticulo endoplasmico, en las mitocondrias o unido a proteinas
(anexina VI). Los transportadores de Ca?* en estos organitos y en la membrana
plasmatica mantienen el nivel bajo de Ca?" citosélico utilizando energia. La unién de
algunas moléculas con sus receptores membranales, asi como la tensién oxidativa
moderada, produce un aumento transitorio del Ca®* libre, lo cual genera una cascada
de sefales intracelulares (44). La union de un efector con su receptor puede activar
una proteina G trimérica y ésta a la vez activar la fosfolipasa C. El receptor también
puede ser una cinasa de proteina en tirosina/serina o estar acoplado a una cinasa de
proteina que activa a otra fosfolipasa C. Las fosfolipasas C actuan sobre el fosfo-
fosfatidilinositol de la membrana celular generando trifosfato de inositol (IP3) vy
diacilglicerol (DAG). El trifosfato de inositol activa los canales de Ca** del reticulo
endoplasmico que liberan el Ca®*. El diacilglicerol activa la cinasa de proteina C (PKC)
que, en presencia del Ca?*, fosforila algunas serinas y treoninas de ciertas proteinas. El
Ca?* también se une a la calmodulina y le produce un cambio conformacional que
permite su unién a otras proteinas lo que causa la activacion de algunas cinasas de
proteina, las NOS y la oxidasa de NADPH. El Ca®* también activa la fosfolipasa A, que
libera acido araquidénico de las membranas. Todo ello contribuye a regular una
respuesta metabdlica a nivel de la transcripcién de genes y la traduccion de ARNm que
se puede manifestar, por ejemplo, en proliferacion celular o en la detencion del ciclo
celular. El trifosfato de inositol y el diacilglicerol se degradan rapidamente y las
fosfatasas restituyen el estado inicial de las proteinas con lo cual la célula puede recibir
otras sefales.

El receptor cinasa de proteina puede estar asociado también con una proteina G
pequefia, como Rac (Rac-1 y Rac-2), que a la vez desencadena una cascada de
fosforilacion que finalmente fosforila y activa un factor de transcripcion. Las fosfatasas
tienen una cisteina en su sitio activo que requieren para unir el fosfato. Debido a que la
actividad de las fosfatasas es mucho mayor que la de las cinasas, es posible que se
necesiten las especies de oxigeno reactivas para inhibir de manera transitoria las
fosfatasas y asi se pueda llevar a cabo la cascada de fosforilacion. Rac—1 tiene varias
funciones relacionadas con las especies de oxigeno reactivas: se requiere para activar
la oxidasa de NADPH, conduce a la activacion de la cinasa del N-terminal de c—Jun
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(JNK) que activa los factores de transcripcion en los que participa c—Jun, conduce a la
activacion del NF—«B y activa la fosfatasa A, (45, 46). La sobreexpresién de algunas
peroxirredoxinas o de la catalasa anula la cascada de fosforilacion que desencadena la
unién del factor de crecimiento epidermal (EGF) y del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) con sus receptores especificos (17, 45, 46).

Las células animales expuestas a una concentracion de oxigeno elevada o a una
tension oxidativa transcriben los genes de las proteinas del choque con calor, las
llamadas proteinas reguladas por glucosa, la hemoxigenasa-1, la colagenasa, algunas
moléculas de adhesion (ICAM-1) y algunas citocinas (TNF, IL-2, IL-6, IL-8), ademas
de la catalasa, la glutation peroxidasa, la tiorredoxina y a veces la MnSQOD. Los factores
de transcripcion activados durante la tension oxidativa son el NF—«B, el AP-1y el AP-2
(47, 48). La actividad del NF—«B (48, 49) y del AP-1 (50), al igual que el factor de
transcripcion en bacterias OxyR (51), depende del estado redox de una o dos cisteinas
criticas. En el caso del NF—«B la tiorredoxina puede reducir una cisteina para que el
factor se pueda unir al ADN (48). La endonucleasa que repara los sitios sin base (sitios
AP) (APE/HAP-1) es al mismo tiempo el factor redox Ref-1 que también reduce las
cisteinas de AP-1, NF-«B, Erg—1 y p53 para que éstos se puedan unir al ADN (52).
Asimismo se ha descrito la regulacién de algunos canales de Ca®* y de K* por el estado
redox del GSH/GSSG (53). La tension oxidativa también activa la expresion de p21 que
determina la detencion del ciclo celular.

Cuando hay hipoxia se inducen muchos genes que, en este caso, estan
relacionados con el metabolismo del carbono y del fierro y con la proliferaciéon celular y
la generacién de vasos sanguineos. El factor de transcripcion inducible por hipoxia
(HIF), que es responsable de la expresidn de estos genes, esta regulado tanto a nivel
de su degradacién como de su activacion por una hidroxilasa de prolina y otra de
asparagina que sirven como sensores de oxigeno: cuando falta oxigeno no llevan a
cabo la hidroxilacion del HIF por lo cual éste se activa y no se degrada (54). La tension
oxidativa a través de Rac-1 también activa dicho factor (55), posiblemente inactivando
la hidroxilasa de prolina que requiere ascorbato y fierro para su actividad (56).

La apoptosis es un proceso de muerte celular ordenado que no afecta a las
células vecinas. La activaciéon del proceso es debida a una tension oxidativa muy
acentuada o prolongada. Cuando el Ca®* citosdlico aumenta de manera prolongada, las
mitocondrias se llenan de Ca?*. El acido araquidonico liberado por la fosfolipasa A,
desacopla las mitocondrias, éstas se hinchan y comienzan a liberar compuestos
mitocondriales, entre ellos el citocromo ¢. En un determinado momento se pierde el
control de la permeabilidad mitocondrial y se libera el Ca?* de las mitocondrias junto
con otros compuestos. La ciclosporina A, al bloquear el poro de la transicién de la
permeabilidad, evita que se pierda dicho control. Bcl-2 forma canales mitocondriales
que tienden a mantener el potencial de membrana y ademas sujeta a la proteasa
(Apaf-1) unida a la caspasa 3. Cuando Bax, otra proteina que forma canales, se
incorpora a la membrana mitocondrial se propicia el colapso del potencial de
membrana y de la permeabilidad mitocondrial. La familia de proteinas de Bcl-2 consta
de ocho proteinas antiapoptéticas y nueve proapoptoticas. Con la salida del citocromo
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¢, la cadena respiratoria ya no puede reducir el Oz en 2 H,O sino que s6lo produce O3
El citocromo ¢ y el ATP propician la activacion de Aptf—1 y el procesamiento del
zimoégeno de la caspasa-3. El citocromo ¢ y el ATP también activan la caspasa—9
(Apaf-3) (57). El Ca®** ademas activa otra proteasa, la calpaina, que degrada las
proteinas de union de la actina con la membrana celular con lo cual se disocian los
microfilamentos. El resultado de esta accion es la formacidn de globos membranales
(blebs) que incluso se desprenden de la célula y cuya ruptura puede causar una
necrosis celular. La actividad de la calpaina puede transformar la deshidrogenasa de
xantina en oxidasa y generar aun mas O;". El O, puede causar la liberacién de fierro de
los centros [Fe—S] y asi causar un mayor dafo oxidativo al formar con el H,O, el HO'.
El aumento del Ca®*, al activar las sintasas del 6xido nitrico y la oxidasa de NADPH
puede propiciar las condiciones para la formacion del ONOO™ y con ello para la
nitratacion de los compuestos celulares. Asimismo el Ca?* activa la polimerasa de
ADP-ribosa, que rapidamente puede agotar las pozas de NAD" y de ATP celulares.
Durante el proceso apoptotico el glutation se oxida y se pierde. La apoptosis se puede
suprimir con antioxidantes como el tocoferol, la N—acetil cisteina, o la sobreexpresion
de la catalasa, una peroxirredoxina o una tiorredoxina (58). Sin embargo, una vez
activadas las caspasas y la endonucleasa cromosomal que fragmenta el ADN, la célula
esta condenada a la apoptosis.

No todas las alteraciones que ocurren en la célula causadas por el oxigeno y sus
derivados se pueden corregir o desechar. Lo imprevisible del sitio en donde se generan
una oxidacion o reduccion de un compuesto celular, el gran numero de posibles
radicales secundarios que se pueden producir, las diferentes uniones covalentes entre
distintos compuestos celulares, la gran variedad de los productos de degradacion de
los compuestos oxidados y los aductos que pueden generar con otros compuestos
celulares, hace que sea imposible desechar todos los compuestos oxidados y algunos,
invariablemente, se van acumulando en las células. Un ejemplo de la acumulacion de
productos oxidados es la lipofuchina que se deposita en los tejidos de los viejos. Es
posible que la acumulacion de productos oxidados sea la causa del proceso de
envejecimiento. Esta claro que hay mayor cantidad de compuestos oxidados en las
células de un animal viejo que en un animal joven (59). Lo que no esta claro es como
estos productos causan los sintomas de la vejez. La sobreexpresién de la CuZnSOD
junto con la catalasa en Drosophila melanogaster incrementan la longevidad de las
moscas un 30%. En cambio, las mutantes de Drosophila sin CuZnSOD viven menos
que las normales (60). Las mutantes longevas de Caenorhabditis elegans tienen un
tasa metabdlica menor que los nematodos normales (60). La longevidad tiene que ver
con la tasa de consumo del O, tanto a nivel de las especies como del individuo, a
mayor consumo mas rapido se envejece y menor lapso de vida se tiene. Por ello la
restriccion caldrica incrementa la vida hasta en un 30-40% en todas las especies
estudiadas.
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Figura 10. Esquema de la diferenciacién celular como respuesta a un estado
hiperoxidante. El O, entra a la célula por difusion y es reducido casi todo a H,0,
generando energia. Para ello requiere de nutrimentos (C,N,P) que junto con la energia
se traducen en crecimiento. Mientras se mantenga un equilibrio ente la entrada del O,
y su reduccion (k), el estado de crecimiento es estable. Cuando la célula no puede
reducir todo el oxigeno que entra, se genera un estado hiperoxidante inestable (HO),
(k aumenta). De este estado la célula puede regresar al estado de crecimiento, si tiene
con qué reducir el O,, si no, echa a andar mecanismos que evitan o reducen la
entrada del O, hasta lograr un nuevo equilibrio (k'). En el primer caso la célula se
adapta a una condicién mas oxidante, en el segundo se diferencia. Si no logra ni uno
ni otro estado, la célula muere (M). Cuando se rompen las barreras del estado
diferenciado y entra el O,, se genera un estado hiperoxidante que la célula
contrarresta reduciendo el O, con los nutrimentos que entran junto con el O, y asi
puede regresar al estado de crecimiento. El esquema es una modificacion de la figura
1 de la referencia 61.

Las especies de oxigeno reactivas en la diferenciacién celular

La tension oxidativa no sélo regula la proliferacion celular, la adaptacion a
condiciones mas oxidantes, la apoptosis y la necrosis de las células sino que tiene un
papel fundamental en los procesos de diferenciaciéon celular. Utilizando el ciclo de vida
asexual de N. crassa para el estudio de la diferenciacién celular, hemos observado
que, al inicio de cada transicion morfogénica, ocurre un estado hiperoxidante en el cual
se generan especies de oxigeno reactivas por arriba de la capacidad celular para
contender con ellas. Pensamos que la diferenciacion celular es una respuesta al estado
hiperoxidante y que los mecanismos de diferenciacién celular son mecanismos de
evasion del oxigeno (61, 62) (Fig. 10). Evidencias del estado hiperoxidante son la
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oxidacion masiva de proteinas y su degradacién (63), la oxidacion especifica de
enzimas con el HO" (4, 5, 64), la oxidacién de las catalasas por el 'O, (7, 8, 26, 65), la
pérdida del poder reductor celular y la excrecién del disulfuro de glutatién (11, 66), la
quimioluminiscencia espontanea dependiente del O, y la inhibicion de ésta y de la
diferenciacion celular con antioxidantes (67). Recientemente hemos obtenido una
mutante de N. crassa sin el gen de la catalasa-3. Tal como esperabamos, esta cepa
crece normalmente pero, en condiciones de tension, tiene una mayor propensiéon que la
cepa silvestre para entrar en el proceso de esporulacion y forma seis veces mas
micelio aéreo y conidios que la cepa silvestre.
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Resumen

El simportador Na'/I' (NIS) es una proteina intrinseca de la membrana
plasmatica que cataliza el transporte activo de I" en la tiroides, la glandula mamaria
lactante, el estdmago y las glandulas salivales. La presencia de NIS en la tiroides se
utiliza rutinariamente con gran éxito para la visualizacion diagnostica de la glandula por
cintigrafia y para la terapia del cancer tiroideo mediante radiois6topos del yodo. Los
rapidos avances realizados en la investigacion de NIS, enfocados en la determinacién
del mecanismo de transporte de yoduro dependiente de sodio, ofrecen la posibilidad de
aplicaciones médicas de gran alcance, mas alla de los padecimientos tiroideos, en
areas tales como el cancer mamario y canceres de otros tejidos no tiroideos.
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Introduccién

El yodo es un componente esencial de las hormonas tiroideas T3 y T4 [tri-yodo
tironina y tiroxina o (tetra-yodo tironina), respectivamente], que son las unicas
hormonas que contienen yodo en vertebrados. Dichas hormonas son los reguladores
principales del metabolismo intermedio en practicamente todos los tejidos, y revisten
una importancia fundamental para el desarrollo del sistema nervioso central en el feto y
en el recién nacido. Sin embargo, el I se encuentra en escasas cantidades en el medio
ambiente. En aparente respuesta a ello, en la tiroides ha evolucionado un sistema
notablemente eficiente para el transporte de I', el cual asegura que la mayoria del I que
se ingiere en la dieta se acumule en la glandula. Ademas, existen sistemas
comparables de acumulacion de | en otros tejidos, tales como la glandula mamaria
lactante, la mucosa gastrica, y las glandulas salivales (1). Mientras que se desconoce el
papel funcional de los sistemas de transporte de I' en la mucosa gastrica y las
glandulas salivales, el sistema de transporte en la glandula mamaria lactante tiene un
significado fisiologico claro: cataliza la transferencia de I" hacia la leche, poniendo de
esta manera el anion a disposicion del recién nacido lactante, quien puede entonces
sintetizar sus propias hormonas tiroideas.

A pesar de la existencia del sistema de transporte de I" en la tiroides, los
trastornos de deficiencia de yodo (IDD) todavia constituyen un serio problema de salud
en el mundo, como resultado directo de la ingesta insuficiente de yodo en la dieta (2,3).
Las manifestaciones clinicas de los IDDs incluyen hipotiroidismo, bocio (crecimiento de
la tiroides), enanismo, alteraciones del desarrollo neuroldégico y cretinismo (la forma
mas severa de IDD). Se estima que aproximadamente 30% de la poblacion del mundo
se encuentra en riesgo de IDD, 750 millones de personas padecen bocio, 43 millones
sufren dafo cerebral ocasionado por IDD y 5.5 millones padecen cretinismo (2). Dichos
gigantescos problemas de salud publica podrian ser solucionados garantizando que
toda la sal de mesa que se consume en las zonas afectadas esté yodada, tal y como se
ha hecho en muchos paises. Sin embargo, las realidades politicas y sociales de las
regiones afectadas frecuentemente han impedido la implementacién de soluciones de
esta naturaleza, lo cual ha representado un enorme costo humano.

El simportador Na'/I" (NIS) es una glucoproteina intrinseca de la membrana
plasmatica que cataliza el transporte activo de I en la tiroides, las glandulas salivales, el
estdmago y la glandula mamaria lactante (4-6). Nuestro grupo aislé una clona de DNA
complementario (DNAc) que codifica al NIS de rata (rNIS), una proteina de 618
aminoacidos altamente homodloga con el NIS humano (hNIS, 643 aminoacidos), que fue
clonado posteriormente (7). En todos los tejidos donde se expresa, NIS cataliza el
transporte activo de I mediante el acoplamiento de la translocacién de Na* hacia el
interior de la célula (a favor de su gradiente electroquimico) con la translocacién
simultanea de I, también hacia el interior de la célula (pero en contra de su gradiente
electroquimico). Por lo tanto, NIS es un simportador, dado que transporta ambos
sustratos (Na* y I") simultaneamente y en la misma direccion. La fuerza electromotriz
del transporte de I" catalizado por NIS esta dada por el gradiente de concentracién de
Na® (gradiente dirigido hacia el interior de la célula) generado por la ATPasa Na'/K" (8-
11). EIl tiocianato y el perclorato son inhibidores competitivos especificos de la
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acumulacion de | catalizada por NIS (11-13). La hormona estimulante de la tiroides
(TSH) estimula la acumulacién de I en la tiroides (14-15). Como parte del proceso de
biosintesis de las hormonas tiroideas, el I acumulado se incorpora a residuos de tirosilo
en la molécula de tiroglobulina (Tg), en un fendmeno llamado organificacion de I (16);
la Tg yodinada da lugar a T3 y T4 (la referencia 16 contiene una descripcion detallada
de la biosintesis de las hormonas tiroideas). A diferencia de lo que ocurre en la tiroides,
la acumulacién de I en tejidos extratiroideos no esta regulada por TSH (9).

El grado de acumulacion de yoduro radioactivo en la tiroides, que se detecta por
medio de centelleo, se ha utilizado con gran éxito durante mas de 60 afnos en el
diagnéstico y tratamiento de patologias tiroideas (17). No hay duda de que el estudio de
NIS, mas alla de su inherente interés bioquimico y fisiolégico, puede tener también
importantes implicaciones para el desarrollo de novedosos tratamientos de canceres en
una amplia variedad de tejidos.

Caracterizacion molecular de NIS

Utilizando bibliotecas de DNAc derivadas de las células FRTL-5 (una linea
altamente funcional de células de tiroides de rata) para expresar NIS en ovocitos de
Xenopus laevis, aislamos una clona unica de DNAc que codifica a NIS (4). Con base en
el perfil hidropatico y las predicciones de su estructura secundaria, propusimos
inicialmente que NIS era una proteina intrinseca de membrana plasmatica con 12
segmentos transmembranales y con ambos extremos, amino y carboxilo, orientados
hacia el interior de la célula (4). Posteriormente, dicho modelo de 12 segmentos
transmembranales ha sido sometido a pruebas experimentales, lo que ha llevado a
modificaciones significativas del modelo, como se indica mas adelante. Se han
identificado en la molécula varios sitios de fosforilacion. Se predijo que Unicamente tres
residuos cargados se localizan dentro de segmentos transmembranales, a saber Asp
16, Glu 79 y Arg 208. La molécula contiene cuatro residuos Leu (en las posiciones 199,
206, 213, 220) que parecen formar un cierre o cremallera de leucinas, el cual podria
jugar un papel en la posible oligomerizacién de subunidades de la proteina en la
membrana. La presencia de particulas intramembranales de 9 nanometros que
corresponden a NIS ha sido revelada mediante estudios de microscopia electronica de
criofractura en ovocitos de X. laevis que expresan NIS. El tamano de estas particulas
sugiere que NIS podria ser una proteina oligomérica. La glucosilacion de NIS ocurre en
los residuos Asn 225, 485 y 497. Sin embargo, la glucosilacion no es un requerimiento
esencial ni para la estabilidad, ni para el trafico a la membrana plasmatica, ni para la
funcion de NIS (18). El modelo actual de estructura secundaria de NIS propone 13
segmentos transmembranales. Ademas, se ha confirmado por medio de experimentos
de inmunofluorescencia que las orientaciones de los extremos amino y carboxilo son
extracelular e intracelular, respectivamente (Fig. 1b) (18). A la fecha, cinco segmentos
hidrofilicos de NIS (el extremo amino y las asas entre los segmentos transmembranales
[y 1, VIy VI, VIl y IX, y Xll y XIlIl), de un total de siete, han sido confirmados
experimentalmente con orientacion externa, como lo predice el modelo actual (Fig. 1b)
(19).
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El DNAc que codifica a hNIS se identificé con base en la expectativa de que la
proteina humana seria altamente homodloga con el NIS de rata. Por medio de
cebadores de la secuencia de DNAc de rNIS, Smanik y col (7) identificaron una clona
de DNACc que codifica a hNIS. La secuencia de nucleétidos de hNIS revelé un marco de
lectura abierto de 1929 nucledtidos, codificando una proteina de 643 aminoacidos.
hNIS posee 84% de identidad y 93% de similitud con respecto a rNIS. Las principales
diferencias entre ambas proteinas son la presencia en hNIS de una insercidén de cinco
aminoacidos entre los dos ultimos segmentos hidrofébicos, y de otra inserciéon de 20
aminoacidos en el extremo carboxilo. Posteriormente, Smanik y col (20) examinaron la
expresion, la organizacion de exones-intrones y el mapa cromosoémico de hNIS.
Encontraron 15 exones que codifican hNIS, interrumpidos por 14 intrones, y
determinaron que el gene de hNIS se localiza en el cromosoma 19p13 (Fig. 1a).

NIS pertenece a la familia 5A de transportadores de solutos SLC5A (la referencia
OMIM de NIS es SLC5AS: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM). Esta familia incluye a la
familia de co-transportadores Na*-glucosa (SLC5A1), el co-transportador Na*-glucosa
de baja afinidad (SLC5A2), el transportador Na*-mioinositol (SLC5A3), el simportador
de prolina dependiente de Na® (SLC5A4), y el transportador de multivitaminas
dependiente de Na* (SLC5A6) (21). SLC5A6 posee la homologia mas alta (42%) (21)
con NIS.

El defecto congénito de transporte de yodo (ITD) [OMIM 274400] es un
padecimiento autosoémico recesivo causado por mutaciones en NIS. En ausencia de
moléculas funcionales de NIS, se presenta un marcado descenso en la biosintesis de
hormonas tiroideas, causando hipotiroidismo y altos niveles circulantes de TSH, lo cual
a su vez causa bocio (22). A la fecha, se han reportado y diagnosticado a nivel
molecular 27 casos de ITD causados por mutaciones en NIS (9). Se han identificado
tres mutaciones diferentes que causan proteinas truncadas [C272X, 515X (la cual da
por resultado un desplazamiento de seis aminoacidos precediendo a un codon de alto),
y Y531X], y seis diferentes mutaciones puntuales que ocasionan sustituciones de
aminoacidos (V59E, G93R, Q267E, T354P, G395R, y G543E) (Fig. 1a) (9). Poco
después del aislamiento del DNAc que codifica NIS, dos grupos reportaron una
mutacion puntual homocigética en pacientes que habian sido diagnosticados
previamente como hipotiroideos por ITD congénito (23). Ambos grupos encontraron una
sustitucion de nucleotido en el exon 9, lo cual da por resultado una Pro en lugar de Thr
en la posiciéon 354 (T354P) en NIS. La mutacion T354P se localiza en el segmento
transmembranal IX de la proteina NIS, de acuerdo con la prediccion del modelo (Fig.
1a). Levy y col (24) estudiaron la mutacion T354P por medio de mutagénesis dirigida y
transfeccion en células COS. Determinaron que T354P NIS no es activo, pero
demostraron por analisis de inmunofluorescencia que T354P NIS es trasladado
correctamente a la membrana plasmatica. También se analizaron otras sustituciones de
aminoacidos (Ala, Pro, Cys, Tyr, Ser) en la posicion 354 para determinar los
requerimientos estructurales del segmento transmembranal IX. Este estudio condujo a
la conclusién de que el grupo hidroxilo del carbono [ del residuo en la posicién 354 es
esencial para la funcién de NIS.
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Figura 1. Gene de NIS humano (hNIS) y su correlacién con el modelo de estructura
secundaria de NIS. (A) El gene hNIS se localiza en el cromosoma 19p13 y consiste de
15 exones (cuadrados azules) y 14 intrones. Los exones aparecen conectados con las
regiones correspondientes de la proteina mediante lineas punteadas. Los segmentos
transmembranales estan representados con cilindros. Las localizaciones de las
mutaciones que causan defecto del transporte de yodo (ITD) estan indicadas con
rectangulos verdes. (B) Modelo actual de la estructura secundaria de NIS. El extremo
NH> mira hacia el medio extracelular y el COOH hacia el citosol. Las coordenadas para
el modelo se obtuvieron con el programa QUANTA (Molecular Simulations, Burlington,
MA, USA). La regularizacion del modelo se llevo a cabo con el programa 'O'. Las
graficas se generaron con el programa SECTOR. Figuras modificadas de (20, 59).
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Es significativo que el segmento transmembranal IX es la hélice con la mayor
incidencia de aminoacidos que contienen grupos hidroxilo. De la Vieja y col (25)
estudiaron el papel que dichos grupos hidroxilo juegan en la funcion de NIS, mediante
la sustitucion de los residuos correspondientes con Ala y Pro. Observaron que los
grupos hidroxilo de Ser353, Thr354, Ser356 y Thr357 parecen ser esenciales para la
actividad de NIS, puesto que NIS solamente fue funcional cuando las mencionadas
posiciones estaban ocupadas por Ser o Thr.

Dohan y col (26) reportaron recientemente un andlisis sistematico de la
mutacion G395R de NIS, la cual se identificd en pacientes del noroeste de Canada. No
se observo transporte de | ni siquiera a concentraciones sobresaturantes del anion,
aunque esta proteina (G395R NIS) si llega a la membrana plasmatica. Por medio de
sustituciones de varios aminoacidos en la posicion 395 se reveld que se requieren
cadenas laterales neutras y pequefas en dicha posicion para que NIS sea funcional,
indicando que la glicina 395 se encuentra en una regibn sumamente empaquetada de
la proteina. Las substituciones con aminoacidos con cadenas laterales mayores, como
Ala y Ser, produjeron una disminucién en la Vmax sin afectar los valores de K, pare el I
y e+I Na®, sugiriendo que estos residuos interfieren con la reaccion de acoplamiento
Na'/lI" (26).

Eskandari y col (13) examinaron el mecanismo, la estequiometria y la
especificidad de NIS por medio de métodos electrofisiolégicos, métodos de transporte
de flujos, y por microscopia electrénica en ovocitos de X. laevis que expresan rNIS.
Utilizando la técnica de pinza de voltaje con dos microelectrodos (Fig. 2a) y obteniendo
registros electrofisiolégicos, mostraron que la actividad de NIS es electrogénica; es
decir, la adicién de I al medio provocd la generacién de una corriente en estado
estacionario de cargas positivas hacia el interior de la célula (Fig. 2b). La medicion
simultanea de los flujos de los marcadores y de las corrientes revelé que se transportan
dos iones Na* por cada anién, y demostrd claramente una estequiometria de 2Na™:11I".
Ademas, con base en los resultados cinéticos obtenidos, se propuso un mecanismo de
transporte en el que los dos iones de Na* se unen a NIS antes que el I (es decir, la
unién de los iones a NIS es secuencial). Una vez que los tres iones estan unidos a la
proteina, su translocacion al interior de la célula es simultanea. (Fig. 3a).

Ademas del I, una gran variedad de otros aniones generaron corrientes
estacionarias similares hacia el interior de la célula (Fig. 3b), indicando que todos estos
aniones también se transportan via NIS. Sin embargo, el perclorato (ClO4’), que es el
inhibidor mas ampliamente caracterizado de la acumulacion tiroidea de I, no generé
corriente alguna, sugiriendo enfaticamente que no se transporta (13). Asimismo,
Yoshida y col (27) han publicado que el perclorato no indujo una corriente dirigida hacia
el interior en células de ovario de hamster chino (CHO) que expresaban NIS de manera
estable. La interpretacion mas factible de estas observaciones es que NIS no transporta
al perclorato.
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Figura 2. Caracterizacion electrofisiolodgica de NIS. (A) Esquema del sistema "pinza de
voltaje” (voltage clamp) de dos electrodos para registros electrofisiolégicos en ovocitos
de X. laevis que expresan NIS. Los ovocitos de X. /aevis que expresan NIS se ponen en
una camara y se perfunden continuamente. Dos microelectrodos, uno para mantener el
voltaje constante y el otro para registrar los cambios de corriente, se introducen en los
ovocitos. (B) Electrogenicidad de NIS. La corriente positiva dirigida hacia el interior de la
célula es generada por el co-transporte de Na* y I'. La estequiometria es 2Na*:1I". El
perclorato (ClO4) inhibi6 completamente la corriente causada por el I'. Figuras
modificadas de (59).
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Figura 3. Modelo mecanistico y selectividad de NIS. (A) Modelo mecanistico de NIS en
ocho etapas. Los iones de Na* se unen a NIS antes que los de I. EI complejo Na*-I'-NIS
experimenta un cambio conformacional para exponer hacia el citosol el Na* y el I que estan
unidos a la proteina (citosol). Dichos sustratos se liberan y el acarreador experimenta otro
cambio conformacional para exponer al medio externo los sitios vacios de unién de los
sustratos (espacio extracelular). En ausencia de un sustrato aniénico, hay una corriente
hacia el interior dependiente de Na* via NIS (13). (B) Selectividad de sustratos en NIS. Las
corrientes hacia el interior inducidas por diversos aniones (500 uM) fueron normalizadas
con respecto a la corriente generada por I (cilindro azul obscuro). ClIO4” no genero corriente
alguna, sugiriendo que no es translocado. Figuras modificadas de (13, 59).
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Expresion fisiolégica y regulacion de NIS en diferentes tejidos

Durante mucho tiempo se creyd que NIS era una proteina exclusivamente
tiroidea. No obstante, actualmente esta claro que NIS se expresa en varios tejidos (Fig.
4), en los que NIS se regula de maneras diferentes. Bajo condiciones fisiolégicas, la
tiroides, las glandulas salivales y el estbmago muestran acumulacion constitutiva de
yodo mediada por NIS. En cambio, NIS en la glandula mamaria se expresa
funcionalmente unicamente durante el embarazo tardio y la lactancia (6).

Los DNAs complementarios humanos clonados de mucosa gastrica, glandulas
salivales y mamaria (5) son idénticos al del tejido tiroideo. Los andlisis
inmunohistoquimicos revelaron una tincion de NIS positiva en la membrana basolateral
de las células de los conductos salivales (28), las células que secretan mucina en la
mucosa gastrica (6,29) y las células epiteliales de la glandula mamaria lactante (6). La
localizacion basolateral polarizada de NIS en todas estas células es marcadamente
similar al patron inmunohistoquimico que se observa en las células foliculares tiroideas
(30). EI RNAmM de NIS ha sido detectado, mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa acoplada a la transcripcion reversa del RNAm (RT-PCR), en glandulas
salivales, mucosa gastrica, prostata, ovario, testiculo, pancreas, placenta, glandula
pituitaria y timo (5). Sin embargo, de todos estos tejidos, unicamente las glandulas
salivales y la mucosa gastrica presentan acumulacion activa de I dependiente de Na™ y
sensible a perclorato (1). Por lo tanto, la deteccion del RNAm de NIS por medio de RT-
PCR no puede considerarse evidencia suficiente de la expresion funcional de NIS si es
gue no esta correlacionada con su actividad.

Regulacién de la expresion de la proteina NIS en la tiroides

TSH, que es el regulador hormonal principal de la funcion tiroidea, estimula la
acumulacion tiroidea de I'. TSH se sintetiza en la adenohipdfisis, y su liberacion es
estimulada por la hormona liberadora de TSH (TRH) (derivada del hipotalamo) e
inhibida por las hormonas tiroideas, a través de un mecanismo de retroalimentacién
negativa. La estimulacion de la acumulacién de yodo por TSH es el resultado, al menos
en parte, del aumento en la biosintesis de NIS dependiente de AMPc (15, 31-33). TSH
aumenta la expresién de la proteina NIS in vivo (31). La expresion del RNAm de NIS en
tiroides de perro se eleva dramaticamente cuando se bloquea la organificacion de I” con
propil-tiouracilo (PTU) (34), el cual inhibe principalmente a la peroxidasa tiroidea. A
pesar de que se sabe poco acerca de los mecanismos por medio de los cuales TSH
regula la actividad de NIS, se ha propuesto que algunos eventos post-transcipcionales
podrian jugar un papel importante (35, 36). Las observaciones de que TSH induce la
biosintesis de NIS de novo y que modula la larga vida media de NIS, asi como que se
requiere TSH para el trafico de NIS hacia la membrana plasmatica y/o para su
permanencia en la misma, son sumamente interesantes (37). Se ha demostrado
también que NIS es una fosfoproteina y que TSH modula su patrén de fosforilacion
(37). El mapa de fosfopéptidos de NIS obtenido en presencia de TSH resultd
marcadamente diferente al que se observd en su ausencia: en presencia de la hormona
se resolvieron cinco fosfopéptidos, mientras que en su ausencia unicamente tres (37).
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Figura 4. Analisis inmunohistoquimico de la expresién de la proteina NIS en tejidos que
exhiben transporte activo de I (a) tiroides, (b) glandula salival, (c) estémago, y (d)
glandula mamaria lactante. Los paneles (a), (b) y (d), reproducidos con permiso de (6);
panel (c), reproducido con permiso de (59).

Ademas de TSH, el otro factor regulador principal de la actividad de NIS en la
tiroides es el propio I". Wolff y Chaikoff reportaron en 1949 que la unién organica de I’
en tiroides de rata se bloqueaba cuando el I tiroideo alcanzaba un alto umbral critico,
en un fendmeno conocido como el efecto Wolff-Chaikoff agudo (38). Aproximadamente
dos dias mas tarde, en presencia de altas y continuas concentraciones plasmaticas de
I, se observa un "escape" (o adaptacién) del efecto agudo, de manera que el nivel de
organificacion se restablece y se reanuda la biosintesis normal de hormonas tiroideas
(39). Se ha propuesto que el mecanismo del efecto Wolff-Chaikoff agudo es el resultado
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de compuestos yodinados organicos que actuan como mediadores (40). Se ha sugerido
también que el mecanismo del "escape"”, menos estudiado, obedece a un descenso del
transporte de I, lo cual lleva a concentraciones intracelulares de I" suficientemente
bajas como para remover la retroalimentacion negativa de la inhibicion de la
organificacion de I (41). Estudios in vivo han mostrado que dosis bajas de |I" inhiben la
expresion de los RNAm que codifican a TPO y a NIS en tiroides de perro (34).
Posteriormente, Eng y col (42) midieron los niveles de RNAm de NIS y de la proteina
NIS en respuesta a un exceso, tanto crénico como agudo, de I" en ratas in vivo. Sus
resultados mostraron que el descenso en el transporte de I” observado durante el
"escape" es consecuencia de un decremento en la expresion de NIS, lo cual esta
mediado, al menos en parte, por un mecanismo transcripcional.

Existe evidencia reciente que apoya fuertemente la nocién de que la actividad de
NIS depende del estado de polarizacion de la célula (43). TSH estimulé marcadamente
los niveles tanto del RNAm como de la proteina NIS en cultivos primarios de tirocitos
humanos, tanto en monocapas como en foliculos, pero un grado significativo de
estimulacién de transporte de I' se observé solamente en los foliculos (43). Estas
interesantes observaciones indican que, ademas de la estimulacion por TSH, la
polarizacion de las células y la organizacion espacial son cruciales para la funcién
tiroidea. Entre otros factores que también se han reportado como moduladores de la
expresion de NIS se encuentran las citosinas (44), los estrogenos (45) y la tiroglobulina

(Tg) (46).

Se han implicado tres factores de transcripcion diferentes en la transcripcion de
genes especificos de la tiroides: factor de transcripcion tiroideo (TTF) TTF1, TTF-2 y
Pax8 (47). Por lo que se refiere a NIS de rata, Endo y col (48) localizaron un sitio de
unidn para TTF-1 que confiere transcripcion especifica de tiroides pero solo ejerce un
efecto modesto. EI mismo grupo posteriormente identificé un novedoso elemento que
responde a TSH (TRE) en la region del promotor de NIS, el cual eleva modestamente la
expresion de NIS (49). El efecto de TSH estd mediado por AMPc y es especifico de la
tiroides. La proteina que se une a dicho sitio no es ni TTF-1, ni TTF-2, ni Pax8 ni ningun
otro factor de transcripcidon conocido; la proteina recibié el nombre de NTF-1 (factor 1
de NIS que responde a TSH) (49).

Ohno y col reportaron la caracterizacion completa del amplificador corriente
arriba del inicio de la transcripcién del gene de rNIS (33). La region reguladora de rNIS
contiene un promotor que no es especifico de tiroides y un amplificador que reproduce
los aspectos mas relevantes de la regulacion de NIS. El amplificador corriente arriba de
NIS (NUE) estimula la transcripcion especifica en tiroides y es dependiente de AMPc.
NUE contiene dos sitios de unién para Pax8, dos sitios de union para TTF-1 que no
tienen efecto en la transcripcion de rNIS, y una secuencia degenerada CRE ("cAMP
Responsive Element"), la cual es importante para la actividad transcripcional de NUE.
En NUE, tanto Pax8 como el todavia no identificado factor de union similar a CRE
(CRE-LBF, o CRE-like binding factor) actuan sinérgicamente para la transcripcién de
NIS dependiente de TSH y AMPc. Sin embargo, dicho amplificador también tiene la
capacidad de mediar la transcripcion dependiente de AMPc mediante un novedoso
mecanismo independiente de PKA (33) (Fig. 5). La regulacién transcripcional del gene
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de NIS difiere de las de genes genuinamente restringidos a la tiroides, como los que
codifican a Tgy TPO.
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Figura 5. Regulacion transcripcional de NIS en células de tiroides de rata. (A) Diagrama
del promotor de NIS indica el sitio principal de iniciacion de la transcripcién (+1), la caja
TATA (AATAAAT) y el amplificador corriente arriba de NIS (NUE). El sitio NUE contiene
dos sitios de union para Pax8, y una secuencia degenerada CRE ("cAMP responsive
element", o secuencia que responde a AMPc), los cuales son importantes para la
transcripcién completa dependiente de TSH y AMPc. (B) regulacion de la transcripcion
del gene NIS en células tiroideas. Durante la estimulacién créonica con TSH, AMPc
activa la transcripcién de NIS (33) aun cuyo la subunidad catalitica de PKA esta
disminuida. Figura Modificada de (59).

Regulacién de la expresion de la proteina NIS en la glandula mamaria

Fisiologicamente, el transporte de I en la glandula mamaria tiene lugar en el
embarazo tardio y en el curso de la lactancia. El suministro adecuado de |” para la
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debida produccion de hormonas tiroideas es esencial para el desarrollo apropiado del
sistema nervioso, los musculos esqueléticos y los pulmones del neonato. Tazebay y
col (6) demostraron que el transporte de I" en la glandula mamaria estd mediado por
NIS. Mostraron también que NIS esta ausente en glandulas mamarias de ratas nubiles,
pero que la deteccién de la expresidon de NIS aumenta a medida que avanza la
gestacion, y aparece con gran intensidad en glandulas mamarias lactantes. Es
interesante que la expresion de NIS se regula, de manera reversible, mediante la
succion mamaria durante la lactancia. Estudios in vivo realizados en ratones
ovariectomizados mostraron que la combinacién de R-estradiol, oxitocina y prolactina,
en ausencia de progesterona (es decir, los niveles hormonales relativos que prevalecen
en ratones durante la lactancia), conducen a los niveles mas altos de expresion de NIS

(6).

Impacto patofisiolégico de NIS
Impacto de NIS en el cancer tiroideo

La actividad de NIS juega un papel central en el diagndstico y la terapia del
carcinoma tiroideo diferenciado. En el analisis de centelleo, la mayoria de los canceres
tiroideos exhiben un menor grado de acumulacion de I" comparado con el tejido
circundante. Sin embargo, se requiere una suficiente actividad de transporte de I en las
células cancerosas tiroideas para que la terapia de radioablacién con "*'l sea efectiva
contra células tiroideas malignas residuales o metastasis, después de llevar a cabo una
tiroidectomia (17). La ablacién con yodo radioactivo destruye tanto carcinomas tiroideos
microscopicos ocultos como tejido tiroideo normal residual, lo cual permite realizar
estudios de centelleo de todo el cuerpo para detectar la presencia de carcinomas
persistentes (ver mas adelante). Dada la disminucion en el transporte de |I' que se
observa en la mayoria de los canceres tiroideos, durante mucho tiempo existio la
suposicion de que la expresion de NIS estaria disminuida en células tiroideas
cancerosas. Mas aun, varios investigadores se han enfocado en encontrar maneras de
inducir la transcripcién de NIS en cancer tiroideo, buscando mejorar la capacidad de las
células tiroideas cancerosas para transportar | y, de esa manera, aumentar la
efectividad de la terapia con yodo radioactivo (50, 51). Sin embargo, varios reportes
recientes empleando diversos métodos han revelado un cuadro mas complejo.
Sorprendentemente, algunos canceres tiroideos sobreexpresan NIS (52-54). Los datos
mas recientes sugieren que la disminucion del transporte de I" observada en el cancer
tiroideo diferenciado podria ser el resultado de alteraciones en el transporte de NIS
hacia o su permanencia en la membrana plasmatica. Un discernimiento mas completo
de la regulacion de NIS en la tiroides sana y cancerosa podria proporcionar ideas para
llevar a cabo mejorias de las estrategias terapéuticas con yodo radioactivo en casos de
carcinoma tiroideo.

Impacto de NIS en el cancer mamario

La capacidad de las células tiroideas cancerosas para transportar |I" activamente
via NIS, aun en los casos en los que sélo una fraccién de NIS llega a la membrana
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plasmatica, ofrece un sistema unico y efectivo para detectarlas y destruirlas con dosis
terapéuticas de yodo radioactivo, esencialmente sin dafar otros tejidos. Por lo tanto,
parece ser factible que el yodo radioactivo podria ser una herramienta diagndstica y
terapéutica para la deteccidén y destruccion de otros canceres en los que NIS esté
expresado funcionalmente. Apuntando en esta direcciéon, un reporte reciente de
Tazebay y col (6) mostrdé que tanto carcinomas mamarios humanos como carcinomas
mamarios experimentales en ratones transgénicos expresan NIS. Imagenes de
centelleo obtenidas in vivo en adenocarcinomas mamarios experimentales en ratones
transgénicos no gravidos y no lactantes, portadores del oncogene ras activado o
sobreexpresando el oncogene neu, demostraron una actividad pronunciada de NIS,
especifica y susceptible de inhibicidbn con perclorato (6). Por lo tanto, los autores
concluyeron que los ratones transgénicos, portadores de tumores mamarios
experimentales, ofrecen un modelo excelente para estudiar el papel potencial de NIS en
el cancer mamario, particularmente en lo que se refiere a la efectividad de la terapia
con yodo radioactivo para combatir esta enfermedad. Por medio de andlisis
inmunohistoquimicos, Tazebay y col (6) también mostraron que el 87% de los 23
canceres humanos invasivos y el 83% de los 6 carcinomas de los conductos in situ
expresaron NIS, a diferencia de solamente el 23% de las 13 muestras extratumorales
tomadas de la zona circundante a los tumores. Aun mas significativo fue el hallazgo de
que ninguna de las ocho muestras normales tomadas de mamoplastias reductivas
estudiadas expresaron NIS. Estos resultados sugieren que el yodo radioactivo podria
representar una modalidad terapéutica novedosa contra el cancer mamario.

Terapia genética basada en NIS

Se han publicado varios experimentos in vitro relacionados con terapia genética
basada en NIS, con propdsitos tanto diagndsticos como terapéuticos, en los que se
utilizé el transporte de yodo radioactivo via NIS para visualizar y destruir células
tumorales malignas. Células tumorales (de melanoma y de carcinomas de ovario,
higado y colon) transducidas con rNIS exhibieron actividad de transporte de |I" (55).
Experimentos in vitro mostraron que dichas células transducidas eran susceptibles de
ser destruidas mediante la acumulacién de "'l. También ha sido posible inducir in vivo
en células cancerosas de prostata la actividad de transporte de I, con especificidad de
tejido (prostatico) y dependencia de androgenos, por medio de expresion de NIS
dirigida por el promotor del antigeno especifico de la préstata (PSA) (56). En otro
estudio en xenotransplantes de una linea celular de prostata humana que expresa NIS,
establecidos en ratones inmunosuprimidos, se observd acumulacién activa en los
tumores de 20 a 30% del I administrado in vivo (57). Notablemente, la dimension de los
de los tumores de los xenotransplantes se redujo significativamente después de una
sola inyeccion intraperitoneal de una dosis terapéutica (3 mCi) de "'l

La estrategia de terapia genética es, sin duda, uno de los desarrollos mas

prometedores en lo que se refiere a los posibles usos de la caracterizacion molecular
de NIS en el diagnostico y tratamiento del cancer en una amplia variedad de tejidos.
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Comentarios finales

En el curso de apenas unos cuantos anos, nuestra concepciéon de NIS ha
evolucionado de proteina especifica de la tiroides, altamente significativa en el
diagndstico y tratamiento de enfermedades tiroideas, pero desconocida a nivel
molecular, a un transportador extensamente caracterizado mas alla de la tiroides. NIS
posee aplicaciones médicas potencialmente de largo alcance en el cancer mamario y el
cancer en otros tejidos. Dichas aplicaciones, al igual que otros conceptos relevantes
para la bioquimica de los transportadores de membrana, son algunos de los logros que
podrian alcanzarse en el futuro cercano a medida que continien los avances
encaminados hacia purificar y reconstituir NIS como una proteina activa, elucidar las
relaciones estructura-funcién de la molécula de NIS, y descubrir los mecanismos
involucrados en la regulacion diferencial de la expresion de NIS en diversos tejidos.
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Introduccioén

La vida es un gran teatro molecular en donde las proteinas desempefan papeles
protagonicos en practicamente todas las funciones celulares. Para poder “ser”, cada
“ser humano” utiliza aproximadamente 30,000 tipos de proteinas; cada una de ellas
lleva a cabo una funcién especifica.

La clasificacion mas general de las proteinas las divide en dos grupos: fibrosas y
globulares. Las proteinas fibrosas muestran en su estructura la repeticion de
elementos de estructura secundaria, como hélices o hebras (3, para formar fibras
cilindricas alargadas que son utilizadas como sostén estructural de células y tejidos.
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Por otra parte, las proteinas globulares contienen, ademas de las hélices y hebras,
estructuras no repetitivas como asas y giros, gracias a las cuales adoptan estructuras
compactas y globulares con una funcién particular. Las proteinas globulares tienen la
capacidad de reconocer a otras moléculas, tan pequefias como el O, o tan grandes
como ellas mismas. El reconocimiento molecular es especifico, ya que se da mediante
la complementariedad de superficies. Debido a esto, cada proteina es capaz de
reconocer a una entre las miles de moléculas que encuentra en su camino. El
reconocimiento molecular es esencial para todas las funciones celulares, como acelerar
la velocidad de las transformaciones quimicas, transmitir informacién, transportar
moléculas y regular su flujo e incluso reconocer moléculas propias de las extrafas.
Esta multitud de funciones es posible gracias a la estructura tridimensional de las
proteinas.

Las proteinas adquieren su estructura tridimensional en un proceso llamado
plegamiento, en el cual, cada secuencia particular adopta la conformacion nativa o de
minima energia. El plegamiento a la conformacion nativa es un proceso central para
que las proteinas puedan llevar a cabo su funcién correctamente. Por tal razon, la
célula cuenta con mecanismos para evitar y revertir el plegamiento incorrecto de las
proteinas; sin embargo, en los ultimos afos se ha descubierto que un gran numero de
patologias estan relacionadas con conformaciones anémalas de estas moléculas. En
estos casos, proteinas cuya conformacién nativa es globular, adoptan una estructura
fibrosa. Estas patologias pueden tener un origen genético, esporadico o infeccioso.

A la fecha no se conocen con exactitud los mecanismos moleculares que le han
permitido a una proteina, a lo largo de la evolucion, permanecer soluble en las
condiciones particulares del organismo, o formar agregados insolubles que se
depositan en érganos y tejidos causando una patologia. Sin embargo, en el fondo todas
estas patologias se derivan de una aberracién conformacional. Es por esto, que en
adelante nos referiremos a ellas como “enfermedades del plegamiento anomalo de las
proteinas” (EPAPs).

Las enfermedades del plegamiento anémalo de proteinas (EPAPSs).

El plegamiento incorrecto de las proteinas afecta las funciones celulares a
diferentes niveles. Para algunas enfermedades como la fibrosis quistica y el enfisema
pulmonar familiar, existe una clara relacién entre un error en el plegamiento y una
disfuncion celular. La proteina afectada no se secreta en la cantidad adecuada, o bien,
no lleva a cabo su funcién correctamente (1).

Por otra parte, existe un gran numero de patologias, reunidas bajo el nombre
general de amiloidosis, en las que los errores de plegamiento conllevan a la formacién
irreversible de agregados fibrilares insolubles llamados amiloides. Dentro de este
grupo se encuentran enfermedades diversas, como las enfermedades de Alzheimer y
Creutzfeldt-dakob, la diabetes tipo I, y la encefalopatia espongiforme bovina (Ver Tabla
1). Actualmente, no se sabe con certeza si la presencia de fibras amiloides en estas
patologias, es causa o efecto de la disfuncién celular. De hecho, las causas de la
formacion de estas fibras también son tema de debate.
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TABLA 1. Enfermedades del plegamiento anédmalo de las proteinas.

ENFERMEDAD O SINDROME PRECURSOR DISTRIBUCION
e Enf. de Alzheimer: Proteina precursora Ap Localizada
esporadica, familiar o de
inicio temprano®
o Encefalopatias Proteina prién (PrP) Localizada
espongiformes: Kuru,
Encefalopatia espongiforme
Bovina
(sindrome de las vacas locas),
Scrapie (ovejas) y Sindrome de
Creutzfeldt-Jakob (humanos).
e Amiloidosis AL primaria y Cadena ligera de Igs Sistémica,
asociada a mieloma Localizada
¢ Amiloidosis AH primaria o Cadena pesada de Igs Sistémica,
asociada a mieloma Localizada
e Amiloidosis familiar senil Transtiretina Sistémica,

sistémica®

¢ Localizada?

Amiloidosis AA

Apoproteina AA sérica

Sistémica

Amiloidosis AH debida a
hemodialisis crénica

Microglobulina 2

Sistémica,
¢ Localizada?

e Polineuropatia familiar Apolipoproteina Al Sistémica,
amiloidotica, tipo IV y Localizada
Amiloidosis Hereditaria
Renal.

e Amiloidosis Familiar* Gelsolina Sistémica

¢ Amiloidosis Sistémica Variantes de Lisozima Sistémica
hereditaria

¢ Amiloidosis Familiar Cadena o del Fibrinbgeno Sistémica

¢ Amiloidosis Sistémica Cistatina C Sistémica
hereditaria °

e Tumor de células C de la (Pro) calcitonina Localizada
tiroides

e Insulinomas de los Islotes Polipéptido insular amiloide Localizada
de Langerhans (Diabetes
Mellitus Tipo II)

¢ Amiloidosis en auriculas Factor natriurético atrial Localizada

e Prolactinomas de la Prolactina
Glandula pituitaria
asociados al envejecimiento

¢ Amiloidosis iatrogénica Insulina Localizada

(
(6

) Prototipos portugués, japonés y sueco. (*) Prototipo finlandés. (°) Prototipo islandés.

) Prototipo holandés.
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Las amiloidosis estan relacionadas con anormalidades en la estructura de las
proteinas, cuya causa puede ser hereditaria o adquirida. Se caracterizan por el
depdsito extracelular amiloide, en érganos como cerebro, bazo, rifidn e higado, de
proteinas precursoras particulares, o sus fragmentos. La acumulacion de los agregados
amiloides es irreversible y se asocia con la disfuncién del (los) 6rgano(s) afectado(s).
Los pacientes mueren en un periodo de tiempo variable posterior a la aparicion de los
sintomas, algunas de estas enfermedades tienen un impacto especialmente importante
en grupos de edad avanzada.

Varias proteinas han sido definitivamente identificadas como precursores de
amiloides asociados a patologias especificas (Tabla 1), aunque es de esperar que
muchas otras se vayan sumando con el tiempo. La enfermedad de Parkinson y la
enfermedad de Huntington no han sido consideradas por muchos grupos como
amiloidosis ya que el depdsito de la proteina precursora es intracelular y
aparentemente los depdsitos no poseen las caracteristicas tipicas del amiloide. Sin
embargo, se pueden considerar EPAPs. Los aspectos clinicos y moleculares de las
amiloidosis y la amiloidegénesis son actualmente campos muy activos de investigacion
debido al gran impacto que tienen estas enfermedades.

¢, Qué son los amiloides?

El uso del término amiloide en este grupo de enfermedades se debe al patdlogo
aleman R. Virchow (2), quien lo usé para referirse a ciertos depdsitos hallados en
muestras post-mortem de 6rganos y tejidos. Estos depdsitos reaccionan con el iodo,
por lo que supuso se debian a la acumulacién de sustancias del tipo del almidon.
Después de un siglo se sigue utilizando este término, aunque actualmente se sabe que
el constituyente fundamental de estos agregados es de naturaleza proteica, y no
glucosidica. No obstante, compuestos de este tipo, particularmente los
glucosaminoglucanos, estdn generalmente presentes en los depdsitos y son
responsables de la reaccion positiva al iodo.

Independientemente de la proteina involucrada o de las manifestaciones clinicas
de la enfermedad producida, los agregados amiloides poseen en comun las siguientes
caracteristicas fundamentales:

-

Aspecto blanquecino y homogéneo, se tifien con eosina.

2. Se tifien con Rojo Congo en medio alcalino, y muestran birrefringencia verde
manzana al ser observados en el microscopio de luz polarizada (3).

Poseen estructura fibrilar cuando se observan con microscopio electrénico (4).

4. Muestran un patron de difraccion de rayos X de tipo hebra  cruzado (5).

5. Son afines a los colorantes Tioflavin T y Tioflavin S, con los que forman
complejos fluorescentes (6).

w

Otros componentes proteicos no fibrilares asociados a los agregados amiloides
son: los proteoglicanos del tipo de heparan sulfato, glucosaminoglicanos, el
componente “P” del amiloide y la apolipoproteina E. En algunos casos menos
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frecuentes se pueden encontrar ubiquitina, fibronectina, vitronectina, iones metalicos
como Ca®"y algunos componentes del complemento como C1q y C4-BP (7).

Estudios detallados al microscopio electronico de amiloides ex vivo y sintéticos
han mostrado, en todos los casos analizados, que el diametro de las fibras es de
alrededor de 10 nm (100 A) y estan formadas por unidades llamadas protofilamentos.
El numero de éstos ultimos varia dependiendo del tipo de amiloide, pero comunmente
es entre 3 y 6 y se encuentran orientados paralelamente al eje longitudinal de la fibrilla.
En un corte transversal, las fibras amiloides se observan como un cilindro hueco (7-9).

Los amiloides mas estudiados son los que estan asociados a patologias, no
obstante, varias proteinas que aparentemente no estan relacionadas con una patologia
especifica, como el médulo SH3 de la cinasa P13 (1) y la mioglobina (10), tienden a
agregarse. De hecho, bajo condiciones adecuadas, un gran numero de proteinas sin
homologia forman amiloides, lo cual sugiere que este fendbmeno puede ser comun a
todas las proteinas.

El plegamiento de las proteinas y el origen de la agregacion.

El plegamiento de las proteinas es el proceso por el cual la secuencia de
aminoacidos adopta una estructura tridimensional que constituye su forma nativa. En
algunas proteinas, ademas del estado nativo y el desplegado, existen estados
parcialmente plegados conocidos como intermediarios (esquema 1 al final del texto). La
concentracion de proteinas en el citoplasma es elevada. A pesar de ello, las proteinas
en el estado nativo normalmente no se agregan. Por otra parte, el estado
desnaturalizado tiene una vida media muy corta. En este sentido, diversas evidencias
sugieren fuertemente que la agregacion se debe a la asociacion especifica de estados
no nativos (esquema 1).

Varias enfermedades que presentan depdsitos de proteinas agregadas, se han
asociado a factores genéticos. Es decir, mutaciones puntuales en la proteina provocan
su agregacion. ¢De qué manera las mutaciones facilitan la agregacion? En términos
fisicoquimicos, las mutaciones pueden alterar la estabilidad o la velocidad de
interconversion entre la forma nativa y la forma fibrilar (esquema 2 al final del texto).

Se han encontrado condiciones desnaturalizantes (ver esquema 1) que
favorecen la presencia de conformaciones no nativas, que actian como precursores de
la formacion de las fibras amiloides (11, 12). Un caso particular, es la estabilizacion de
un conférmero parcialmente plegado de la a-sinucleina, la cual esta involucrada en la
enfermedad de Parkinson, la demencia asociada a cuerpos de Lewy y la variante de la
enfermedad de Alzheimer también asociada a cuerpos de Lewy (12). Como se
menciond anteriormente, un gran numero de proteinas sin homologia, o bien no
asociadas a enfermedades, forman amiloides bajo las condiciones adecuadas. Si es
asi, ¢ Porqué no se agregan todas las proteinas?
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Mecanismos celulares para evitar la agregacion.

Debido a que las células cuentan con mecanismos para evitar y revertir el
plegamiento anoémalo de las proteinas, se ha propuesto que las EPAPs se deben, al
menos parcialmente, a: 1) Alteracion de los mecanismos que regulan las condiciones
fisiolégicas; 2) Fallas en el "control de calidad" postraduccional.

Dentro del primer caso, se ha propuesto que el pH acido afecta tanto la
translocacion de las proteinas en los endosomas, como la degradacién de éstas en los
lisosomas (1). Se ha sugerido también que el ambiente de los endosomas propicia la
formacion de enlaces disulfuro interproteicos, los cuales pueden favorecer los estados
fibrilares (13). En el caso de enfermedades asociadas a la proteina PrP, se ha
propuesto que el aumento en el depdsito de priones involucra tanto un cambio
conformacional, como una reaccion de intercambio tiol/disulfuro entre el polimero PrpSe
y el disulfuro del monoémero PrP° (14). Por otra parte, se han encontrado condiciones in
vitro que favorecen la formacién de fibrillas ricas en estructura p plegada, tanto en la
proteina PrP (13,15) como en la acilfosfatasa (11), ambas sometidas a pH acido.

Para el caso de las fallas en el control postraduccional, se ha estudiado la
respuesta a estrés en el reticulo endoplasmico (RE) y el control de calidad del
plegamiento de las proteinas. El estrés en el RE es provocado por la ruptura de las
condiciones normales del proceso postraduccional como la inhibicion de la
glucosilacién y la reduccion de enlaces disulfuros entre otros. Esto causa la
acumulacion de proteinas en conformacion no nativa en el RE y que la célula responda
incrementando la transcripcion de genes de chaperonas e isomerasas de disulfuros
para replegar correctamente a las proteinas. Si la respuesta al estrés en el RE no es
adecuada, las proteinas se agregan formando amiloides (16).

El control de calidad del plegamiento de las proteinas, esta constituido de
manera paralela por chaperonas y proteasas. Las primeras tienen la funcion de plegar
o replegar correctamente a las proteinas recién sintetizadas, y las segundas la de
degradar a aquellas proteinas que aun con la accién de las chaperonas no se pliegan
correctamente. Cuando los mecanismos de control fallan, las proteinas danadas se
acumulan causando enfermedades amiloidogénicas. Aun no se sabe si este control
falla por mutaciones en las chaperonas y/o proteasas, porque los precursores de las
proteinas priogénicas (ver mas adelante) y amiloidogénicas tienen estructuras que no
son reconocidas por estas enzimas, o bien, porque la agregacion es mucho mas rapida
que el reconocimiento de chaperonas y proteasas (17).

Priones

En las enfermedades infecciosas, tradicionalmente pensamos en el “ente
infeccioso” como un organismo o ser vivo, o bien, una organizacion macromolecular
compleja compuesta al menos por acidos nucleicos y proteinas, como en el caso de los
virus. Es por esto sorprendente el concepto de la “proteina infecciosa”, esto es, una
proteina plegada en una conformacion alterada capaz de ejercer coercion sobre las
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proteinas normales para que éstas adopten una conformacién “maligna”. Esta idea ha
rondado en varias lineas de investigacion a través de los afos. (18).

¢, Poseen las proteinas la habilidad de transferir informacion heredable? El
concepto de la proteina infecciosa, esta intimamente ligado al término prion. Un prion
es una proteina codificada por el cromosoma que presenta una conformacion alterada.
Los priones han perdido su funcion original, pero han adquirido la habilidad de convertir
a las moléculas de proteina normales en priones (19, 20). Este fendmeno fue descrito
originalmente en proteinas de mamiferos, tales como el “scrapie” en ovejas, la
encefalopatia espongiforme bovina (enfermedad de las vacas locas) y la enfermedad
de Creutzfeld-Jakob en humanos. Estas enfermedades se asocian a cambios en la
proteina PrP (Fig. 1) (21).

Figura 1.. Estructura cristalografica de la proteina PrP® humana, residuos 23-230.
Generada en RasMol a partir del archivo 1QLZ del Protein Data Bank.

El descubrimiento de un fendmeno semejante en representantes del reino fungi:
la levadura Saccharomyces cerevisiae y Podospora anserina, un hongo filamentoso, ha
facilitado el estudio genético de este fendmeno y ha mostrado que la presencia de
conformaciones andmalas de las proteinas es un evento mas comun de lo que
pensamos.
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En la levadura S. cerevisiae se han detectado al menos dos elementos
hereditarios no cromosomales (proteicos), [URE3] (Figura 2) y [PSI] (20). Ambos
elementos se generan de manera espontanea y pueden transmitirse de manera “no
mendeliana” durante el apareamiento. [URE3] y [PSI] son las formas pridnicas de los
genes Ure2p y Sup35 respectivamente. Se han propuesto tres criterios genéticos para
diferenciar entre los fenotipos originados por priones de aquellos debidos a acidos
nucleicos (20):

Figura 2. Estructura cristalografica de la proteina pridnica de levadura [UREZ].
Generada en RasMol a partir del archivo 1G6Y de Protein Data Bank.

1) Curacion reversible. ElI evento inicial que da lugar al prion es un cambio
conformacional, este evento es probabilistico. La presencia de priones (fenotipo) puede
curarse al crecer a las células en 1-5 mM de cloruro de guanidinio (GdnHCI), este
compuesto es utilizado rutinariamente como desnaturalizante de proteinas. La
enfermedad reaparece en estas cepas (sin la introduccién de DNA) con la misma
frecuencia que la encontrada en las cepas silvestres (10°). La curacion es reversible ya
que la generacién de los priones es probabilistica.
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2) La sobreproduccion de la proteina normal aumenta la frecuencia de aparicion de los
priones. Ya que la formacion inicial de los priones es un cambio espontaneo en la
proteina, se espera que al sobreproducirla, el aumento en la poblacion aumente la
probabilidad de aparicion del fendmeno. La sobreproducciéon de Ure2p aumenta de 20
a 200 veces la frecuencia de generacion de [URE3] de novo.

3) La relacion entre el fenotipo priénico y mutaciones en el gen que codifica para la
proteina. Ya que el fenotipo pridnico se propaga gracias a la presencia de la proteina
(normal o mutada), aquellas mutaciones que prevengan su sintesis, también
prevendran la propagacion del prion. Esto es, el gen cromosomal es necesario para la
propagacion de este elemento genético no mendeliano (20).

Otros factores asociados a la formacion de amiloides

Si bien no se han establecido en detalle los mecanismos moleculares
responsables de la agregaciéon amiloide, si se conocen un conjunto de factores que
estan relacionados, de una u otra forma, al comportamiento anormal de las proteinas
implicadas en estas enfermedades. Mediante estudios genéticos se han identificado
mutaciones que generan proteinas amiloidogénicas. En la mayoria de estos casos, la
enfermedad producida es heredada como un caracter autosomico dominante, y es de
inicio temprano. En cambio, otros tipos de amiloidosis son de ocurrencia
aparentemente esporadica, y su inicio es a edad avanzada. En estas variantes se ha
demostrado que, usualmente, la proteina precursora posee una secuencia silvestre, lo
que sugiere que factores del ambiente molecular del individuo pudieran ejercer una
accién importante en la amiloidogénesis (7).

Mecanismos asociados a la formacion de los agregados amiloides.

Una caracteristica general observada en el fenbmeno de la agregacion amiloide,
es la transformacion irreversible de proteinas de estructura variada a una conformacion
compuesta principalmente por hebras (3. Esta transformacion estructural no se observa
en algunas enfermedades relacionadas con la agregacién de proteinas, como la
anemia falciforme. Esta enfermedad es causada por una mutacién puntual en la
superficie de la hemoglobina S, que no modifica significativamente la estructura
secundaria de la proteina, la agregacion es debida a cambios en la hidrofobicidad de la
superficie, por lo tanto, las fibrillas formadas estan constituidas por proteinas que
mantienen la estructura nativa, (22).

Cuando el producto final es un agregado rico en hojas B (nX), esta especie
puede originarse a partir de la proteina nativa o de un intermediario de plegamiento
(Figuras 3 y 4). El origen de nX puede ser una proteina monomérica u
oligomérica

81



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXVI (2002)

Energia libre (G)

Amiloide

Coordenada de reaccion

Figura 3. La conformacion nativa de la proteina puede ser la especie amilodogénica.
(U) estructura desnaturalizada, (I) estructura parcialmente plegada, (N) estructura
nativa, (X*) especie indefinida.

En este momento el reto es conocer los mecanismos que desencadenan la
formacion de las fibrillas, para contestar preguntas tales como si la modificacion
conformacional es anterior o ulterior a la agregacion.

Los agregados se forman a partir de la estructura nativa (N), en equilibrio con
una especie indefinida (X*) propensa a agregarse (Figura 3). La barrera de activacion
entre estas especies puede ser muy grande, por lo que la reacciéon puede estar
parcialmente bajo control cinético, alternativamente, se ha propuesto que la formacion
de X* presenta un comportamiento deterministico, esto es, dominado por la
heterogeneidad de las moléculas (23).

Si las fibras se derivan de un intermediario de la ruta de plegamiento, el
agregado amiloide es una trampa cinética en el camino de la proteina desnaturalizada
(U) a N (Figura 4). Se han caracterizado intermediarios de varias proteinas, que
presentan exposicion de zonas hidrofébicas (11-13) que pueden actuar como centros
de nucleacion para la formacion de los agregados.

Por otra parte, la aparicién espontanea de agregados sugiere la posibilidad de

agregacion in vivo de proteinas silvestres. Mutaciones en genes susceptibles,
facilitarian la formacioén de amiloides. (ver esquema 2).
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Energia libre (G)

Armiloide

Coordenada de reaccion

Figura 4. La formacion de amiloides como trampa cinética en la ruta de plegamiento
de una proteina. (abreviaturas iguales a la Fig. 3).

Descripcion breve de algunas amiloidosis.
. Enfermedad de Alzheimer.

Esta enfermedad degenerativa del Sistema Nervioso Central puede afectar a
mas del 40% de las personas mayores de 85 afos (24). Se caracteriza, entre otras
alteraciones, por el depodsito de placas de amiloide compuestas por agregados de
péptidos derivados de la proteina precursora del amiloide  (PPAp). Esta proteina es
una glicoproteina integral de membrana, que es codificada por un gen constituido por
19 exones, situado en el cromosoma 21. Aunque su funciéon no es bien conocida, se
piensa que es importante en el desarrollo neuronal. Se conocen varias isoformas de la
PPAB, que resultan del procesamiento alternativo de su RNA mensajero (25). Luego de
su sintesis en el reticulo endoplasmico, la proteina es secretada, momento en el que
puede ser procesada proteoliticamente por enzimas denominadas genéricamente
“secretasas”, que cortan su extremo amino terminal. La y secretasa genera péptidos de
entre 39 y 43 residuos, algunos de los cuales desempefan un papel fundamental en la
formacion de los depdsitos de amiloide causantes de la enfermedad (26). Los péptidos
amiloides B (AB) que comprenden las posiciones 1-40 y 1-42 son los de mayor
importancia. El AB1.42 es el mas amiloidogénico, tanto in vivo como in vitro, y constituye
la mayor parte de los agregados de las placas amilodes.
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La secuencia de aminoacidos de los péptidos amiloidogénicos AB1.40 Y APB1.42 €S
a siguiente:

AB140 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV
AB142 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

La enfermedad de Alzheimer se presenta en dos formas, la mas frecuente es la
forma esporadica, que afecta fundamentalmente a individuos de edad avanzada. La
otra es la forma familiar de inicio temprano, cuya herencia es autosbmica dominante, y
representa aproximadamente entre el 5-10% de todos los casos. Al igual que otras
amiloidosis, en la forma familiar de inicio temprano de la enfermedad, se han
identificado mutaciones que afectan a la PPAB (27). Adicionalmente se han identificado
mutaciones en dos genes que codifican para las presenilinas 1 y 2, las que parecen
intervenir en el control del procesamiento de la PPAPB por la y secretasa (28). Las
formas mutadas de las presenilinas pudieran, por alguna via no bien conocida,
promover el incremento de la concentracion local de los péptidos amiloidogénicos que
resultan del procesamiento de la PPA. Las mutaciones en el gen de la PPAP y de las
presenilinas explican solo alrededor de la mitad de los casos de la forma familiar de la
enfermedad. Otros genes deben estar implicados, los cuales pudieran también
participar en la produccién, procesamiento y catabolismo de PPAL.

Il Amiloidosis por transtiretina.

Transtiretina. Esta proteina sérica, muy conservada en las especies hasta
ahora estudiadas, antes denominada pre-albumina, posee en su estructura cuaternaria
cuatro subunidades idénticas de 127 residuos de aminoacidos y 13,745 Daltones (Da)
(29). La estructura tridimensional de cada mondmero de transtiretina se compone de
ocho hebras B (A-H) organizadas en dos hojas  plegadas anti-paralelas que se
asocian en una estructura tipo “sandwich”, y un sector corto de hélice a que conecta las
hebras E y F (Figura 5) (30). En el humano esta proteina es codificada por un gen
unico localizado en el cromosoma 18 (31). La funcién de la transtiretina se relaciona
con el transporte de la hormona tiroxina y de la proteina que une retinol (RBP del inglés
“‘retinol binding protein”). Para ambos ligandos la transtiretina posee sitios de unién
diferentes (32).

84



Chanez-Cardenas, Cisneros Armas, del Pozo Yauner, et al.

Figura 5. Estructura cristalografica de la mutante altamente amiloidogénica de
transtiretina G53S/E54D/L55S. Generada en RasMol a partir del archivo 1G10 del
Protein Data Bank.

Polineuropatia familiar amiloide. Esta amiloidosis, como su nombre lo
especifica, es hereditaria, de inicio temprano, y tiene su origen molecular en
mutaciones puntuales en la secuencia de la transtiretina. Hasta el momento, se han
reportado 78 sustituciones de aminoacidos que ocurren en 51 sitios diferentes. Todas,
excepto seis, son amiloidogénicas (33). Si bien las mutaciones se distribuyen a todo lo
largo de la secuencia, las modificaciones en el asa que comprende los residuos 51-56,
y que conecta las hebras C y D, son altamente amiloidogénicas (34). La primera
variante identificada fue la mutacion Val30Met, que se encontré en familias del norte de
Portugal. Estos pacientes eran afectados por un trastorno autosémico dominante
caracterizado por neuropatia sensomotora periférica y autosémica (35). Posteriormente
se identifico la misma causa para casos similares reportados en Suecia, Japon y los
EEUU (36). A partir de entonces, se han reportado mutaciones en otras regiones de la
misma proteina en varias familias que sufren polineuropatia amiloidética, y otras en las
que el érgano fundamentalmente afectado es el corazén (cardiomiopatia amiloidética
familiar). También puede presentarse afectacion renal, y en el caso de la variante
Val30Met, es de tipo familiar (7). Aunque la penetrancia de los genes mutados que
causan la enfermedad es alta en muchas familias, se han identificado diferencias entre
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comunidades, lo cual sugiere que factores ambientales o del fondo genético de cada
grupo de individuos, pueden ser importantes. Los suecos que portan la variante
Val30Met muestran una menor penetrancia del gen y un inicio mas tardio de la
enfermedad que los portugueses que portan igual variante. Muy interesante es el
reporte de dos hermanos gemelos monocigoticos suecos de edad media, uno solo de
los cuales padece la enfermedad.

Amiloidosis senil sistémica. En esta enfermedad, cuyo inicio es tardio, el
amiloide es formado, en su mayor parte, por un fragmento de transtiretina cuyo extremo
amino terminal se encuentra entre los residuos equivalentes a las posiciones 46-52 de
la secuencia silvestre, y por tanto, carece de tres de las 8 hebras . También la
molécula completa, con secuencia normal, forma parte de los depdsitos (7, 37).

Cardiomiopatia familiar amiloidética de inicio tardio. En esta forma de
amiloidosis se han reportado tanto casos en los que la proteina precursora posee la
secuencia normal, como otros en los que se presenta la mutacion Val122lle. Esta
mutacion ocurre en el 4% de los individuos de origen afro-americano, y parece conferir,
después de los 60 afos, un riesgo muy importante para la acumulacion de amiloide en
el corazoén (7,37).

M. Amiloidosis por proteina sérica amiloide A (Amiloidosis AA).

La proteina sérica amiloide A (SAA): El humano posee tres isoformas de esta
proteina (SAA1, SAA2 y SAA3) codificadas por tres genes (saa, saa2 y saa4) situados
en el cromosoma 11. Para cada isoforma se han reportado variantes alélicas que estan
determinadas por sustituciones en las posiciones 52, 57 y 60 (38). La concentracién
sérica de la proteina SAA, cuya masa molecular es 12,500 Da, se incrementa
apreciablemente durante la fase aguda de la respuesta inflamatoria, y su funcién
parece estar relacionada con la regulacién del metabolismo de lipoproteinas durante la
inflamacion.

La amiloidosis AA es causada por la agregacion fibrilar amiloide de un fragmento
de alrededor de 7,500 Da de la proteina SSA, que al parecer es escindida durante, o
inmediatamente después del depdsito. Esta amiloidosis es la forma sistémica mas
frecuente y afecta a individuos que padecen enfermedades inflamatorias de curso
cronico, tanto de causa infecciosa como no infecciosa. Entre estas enfermedades
destacan la artritis reumatoide y la fiebre mediterranea familiar (FMF). Es claro que el
incremento durante un tiempo prolongado de la concentracion sérica de la proteina
SSA es un factor causal importante. Sin embargo, otros factores parecen determinar el
incremento del riesgo de padecer amiloidosis AA, como son: Homocigosis para ciertos
alotipos de SAA, y mutaciones en el gen de la proteina Pirina, que podrian estar
relacionadas a una mas extensa y prolongada inflamacién en los casos de FMF (7). Es
importante sefalar que no todos los individuos que sufren enfermedades inflamatorias
cronicas desarrollan amiloidosis AA.
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V. La amiloidosis por cadenas ligeras de inmunoglobulinas (AL).

Las cadenas ligeras de inmunoglobulinas. Estructura y funcion. Estas proteinas
son una de las dos subunidades de la estructura basica los anticuerpos. La otra son las
cadenas pesadas. Las cadenas ligeras se componen de alrededor 220 aminoacidos y
su masa molecular es de 23,000 Da; poseen dos dominios, el dominio variable (V) y el
dominio constante (C.). En ambos casos, la estructura terciaria es basicamente el de
un “sandwich” de dos hojas B plegadas anti-paralelas, unidas por un puente disulfuro.
Con base en la secuencia del dominio constante, las cadenas ligeras son clasificadas
en dos tipos: Kappa (k) y Lambda (A). La secuencia de V| es muy variable como
resultado de procesos de recombinacion génica y de mutaciones somaticas. La
variabilidad se concentra especialmente en las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs).

La amiloidosis AL es una “enfermedad conformacional”’, generalmente causada
por la agregacion amiloide de un fragmento de cadena ligera, que comprende
solamente el dominio variable (V\), o éste y una pequefia porcion del dominio constante
(39). No se conocen los mecanismos moleculares de las amiloidosis de cadenas
ligeras, no obstante se ha demostrado que estas proteinas comparten una
caracteristica comun, una disminucion en su estabilidad termodinamica (40). El uso de
mutagénesis sitio-especifica ha permitido demostrar una correlacién inversa entre la
estabilidad termodinamica y la tendencia amiloidogénica in vitro y que cambios en
ciertas posiciones, que parecen ser criticas para la estabilidad de V|, favorecen su
agregacion. Se asume que intermediarios semiplegados, juegan un papel importante
en la formacién de amiloide (41).

Uno de los hallazgos mas intrigantes en la amiloidosis AL es la
desproporcionada frecuencia del subgrupo Ay (Figura 6), presente en
aproximadamente 20% del total de los casos (42). No obstante, es necesario aclarar
que todos los sub-grupos mayores de V| ( ¥ y i), han sido identificados en la
enfermedad.

Terapias para revertir la formacion de amiloides.

En los ultimos afios se ha intensificado la caracterizacion de las EPAPs con el
objetivo de tener la informacion suficiente para proponer terapias que impidan o
reviertan la formacién de agregados proteicos.

Dentro de estos estudios, el uso de modelos animales ha sido primordial para
conocer las bases moleculares y su relacion con los sintomas de la enfermedad. Es
posible inducir las caracteristicas patolégicas de algunas EPAPs en animales modelo,
por la incorporacidén de genes humanos que poseen la mutacién patologica. Los
ratones transgénicos asi obtenidos, reproducen las caracteristicas observadas en las
patologias originales, tales como dafio cerebral, distrofia, alteraciones de la conducta
etc. (43).
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Figura 6. Estructura cristalografica del dimero de la cadena ligera amiloidogénica Wil,
perteneciente al subgrupo lambda VI. Generada en RasMol a partir del archivo 1CDO
del Protein Data Bank.

El estudio de los ratones transgénicos abre la posibilidad de proponer terapias
para combatir a las EPAPs. Las terapias propuestas son variadas, y tiene en comun el
tratar de inhibir, revertir o atenuar los cambios conformacionales que causan la
aparicion del conférmero que provoca la agregacion.

Si se considera que tanto el plegamiento incorrecto como la agregacion son las
causas centrales de las patologias, la terapia se dirigiria a evitar la formacion de las
fibras amiloides, especificamente la transicidon entre hélices o y hojas B. Se ha
propuesto el uso de minichaperonas, péptidos sintéticos disefiados para reconocer la
region responsable de la asociacion de los mondmeros. Las minichaperonas poseen
residuos que inhiben o favorecen la formacion de un motivo especifico. También se ha
propuesto el disefio de péptidos inductores de hélices o, para favorecer la
conformacién normal de la proteina o bien el disefio de péptidos que desfavorecen la
formacion de hebras 3 (44).

Otro enfoque consiste en determinar la reversibilidad de la formacion de los
agregados. El uso de desnaturalizantes como 5.0 M GdnHCI ha permitido obtener a la
proteina Prp®® en una conformacion semejante a la nativa. El objetivo de estos estudios
es probar agentes terapéuticos que aumenten la disociacion de los agregados con el fin
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de encontrar agentes que puedan ser usados in vivo para disolver los depdsitos de
PrP, revertir la patologia de la enfermedad y aliviar los sintomas (45).

En el caso de la “polineuropatia amiloide familiar’ causada por mutaciones en la
transtiretina (TTR), se sabe que la mutacion (Val30Met) en los mondémeros del
tetramero de la TTR causa una neuropatologia. La mutacién Thr119Met en el segundo
alelo protege a los portadores de la primera mutaciéon. Si esto es correcto, la
incorporacion del gen con la segunda mutacion en los homocigotos Val30Met a través
de técnicas de terapia génica permitiria la sintesis de la subunidad Thr119Met que
actia como supresor. También se propone la administracion de subunidades
Thr119Met para que sean incorporadas al tetramero (46).

Un enfoque diferente es propuesto como resultado de la aplicacién de un modelo
matematico de nucleacion-polimerizacién (47). Este modelo sugiere que la mejor
estrategia es el diseiio de un farmaco para bloquear los centros de nucleacién, es
decir, una molécula que interactue con los extremos de las fibras e impida la
elongacion de las mismas. Por otra parte, de acuerdo a este modelo, no se
recomendaria el uso de farmacos que provoquen la ruptura de las fibras, ya que esto
so6lo favoreceria la formacion de mas centros de nucleacion.

Evolucion y plegopatias: Avances recientes.

Los sistemas biolégicos han desarrollado diversos controles para que las
proteinas se plieguen correctamente y lleven a cabo su funcion. Las proteinas
adquieren su conformacion tridimensional en un periodo de milisegundos a segundos.
Aparentemente la presidn evolutiva ha actuado no soélo para generar proteinas que
adopten una conformacién funcional y estable, sino para que adquieran Ila
conformacion nativa rapidamente. Dadas las patologias asociadas a la agregacion
proteica, es posible pensar que el plegamiento rapido tiene como fin evitar la
agregacion y la posterior formacion de fibras amiloides.

Es claro que adquirir una conformacion activa rapidamente, cumple no sélo la
funcién de obtener proteinas activas en un tiempo corto (primordial para llevar a cabo
las funciones celulares), sino también para evitar la acumulacién de intermediarios
propensos a la agregacion.

Tomando en cuenta que el éxito de la vida radica en que las células lleven a
cabo correctamente el proceso de obtencion de proteinas funcionales a lo largo del
tiempo, surgen las siguientes preguntas: ¢la formacion de agregados es resultado de
una grave falla celular (en cualquiera de los niveles posibles)?, o bien ¢tiene una
funcién biolégica especifica y conservada a lo largo de la evolucion?. Es dificil pensar
en una funcion bioldgica de los agregados, debido a su incontrolable formacion vy
depdsito en las EPAPs, sin embargo, estudios temporales de induccién de algunas
enfermedades amiloides en animales transgeénicos, indican que las caracteristicas de la
enfermedad y los sintomas clinicos ocurren antes de que se detecten agregados. Esto
ha permitido proponer al intermediario soluble mal plegado como el responsable de la
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patogénesis. Estos grupos especulan que en realidad las especies téxicas son las
conformaciones solubles mal plegadas y que los agregados tienen como funcién
bioldgica retirar a las primeras del sistema. Por lo tanto, los agregados amiloides
podrian ser la respuesta celular para evitar un dano mayor (1). Recientemente dos
grupos han encontrado evidencias que apoyan esta hipétesis. Uno de ellos encontré
que, en presencia de trifluoroetanol, la proteina reguladora HypF de E. coli forma
agregados que unen tioflavina T y que presentan estructura tipo . El seguimiento
temporal de estas estructuras indicé que a las 48 horas, se observaban protofibrillas, y
20 dias después, la estructura era tipicamente amiloide. La inyecciéon de estos
agregados amorfos o de las protofibrillas en células de rata y ratdén, causan muerte
celular, mientras que la inyeccion de las fibras amiloides no mata a las células ( 51).

Otro grupo, interesado en entender el papel patogénico de las fibras 3 amiloides
en la enfermedad de Alzheimer, utilizé medio celular conteniendo diferentes especies
observadas en el proceso de agregacion de la proteina [ amiloide. Los resultados de
este trabajo muestran que al ser inyectados los dimeros y trimeros solubles del péptido
AP a los cerebros de las ratas, afectan la funcion sinaptica . Por otro lado, la inyeccién
de los mondmeros AB y los oligdbmeros inhibe la potenciacion a largo plazo del
hipocampo (proceso responsable del establecimiento de la memoria y el aprendizaje)
(52).

Ambos reportes sugieren entonces, que las fibrillas efectivamente no son las
causantes de los procesos patoldgicos caracteristicos de la enfermedad, y que el dafio
celular en realidad es causado por intermediarios de plegamiento mal plegados que
constituyen una especie toxica para las células.

Esquema 1. Termodinamica y cinética en el plegamiento de proteinas

La estructura covalente determina la libertad conformacional de los atomos en
las moléculas. En condiciones fisiolégicas todas las proteinas que presentan una
determinada estructura covalente suelen adoptar una conformacion tridimensional
semejante, con pequefas variaciones localizadas. A esta conformacién se le conoce
como conformacién nativa (N). Las funciones de las proteinas se llevan a cabo gracias
a las propiedades del estado nativo.

Las proteinas contienen miles de enlaces covalentes que pueden rotar, por lo
que el estado nativo es sb6lo uno entre un numero astrondmico de posibles
conformaciones de la cadena. Entre los estados no nativos podemos distinguir al
estado desnaturalizado (U), obtenido mediante temperaturas elevadas, pHs extremos o
por la adicién de agentes quimicos como la urea y el cloruro de guanidina. Como U
carece de estructura definida (secundaria, terciaria y cuaternaria), se postula que sus
propiedades son semejantes a las presentes justo después de la sintesis de la proteina
por los ribosomas.
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En algunos casos, la transformacién entre U y N puede llevarse a cabo in vitro,
utilizando proteinas purificadas, en ausencia de cofactores celulares o entrada de
energia. Esto significa que el plegamiento es una transformacién conformacional que
puede caracterizarse con las herramientas fisicoquimicas comunmente utilizadas para
la descripcidn de reacciones quimicas.

La constante de equilibrio (Keq) para el plegamiento de proteinas se define como
el cociente de la concentracion de moléculas en el estado nativo ([N]) entre la
concentracion de éstas en el estado desnaturalizado ([D]). Esto es, Keq =[N]/ [D]. Si la
Keq €s conocida, la diferencia de energia que acompania a la transformacién de U a N
(AGpLeg = Gn-Gu), puede calcularse mediante la siguiente ecuacion AGpeg = -RTIn Kegq
(donde T es la temperatura absoluta y R es la constante de los gases ideales). En
condiciones fisiologicas el estado nativo es predominante ya que la energia asociada a
las moléculas en el estado U (Gy) es mayor que la energia asociada a las moléculas en
el estado N (Gy). En estas condiciones, la Keq €s mayor a uno y el AGp_eg €s negativo,
esto es, el plegamiento es espontaneo como se puede apreciar en la figura E1.1:

Keq T
U N
AGpLeg =-RTIn Kgq

%) AGpeg = Gy-Gy
x AGpieg = QG‘#PLEG = i"-'GFUI‘\JF
= U
= t
= B UNF
o
©
|
L

AGpLe

Coordenacla de Reaccion

Figura E.1.1 Diagrama de energia para el proceso de plegamiento de una proteina.

La transformacion entre U y N puede también entenderse como resultado de dos
fendbmenos opuestos. El plegamiento de U, caracterizado por una constante de
velocidad de plegamiento kpigc Y el desplegamiento de N, descrito mediante la
velocidad de desnaturalizacion kyne. Utilizando la teoria del estado activado de Eyring,
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es posible obtener la energia de activacion (AG*) asociada a las velocidades de
reaccion (AG*piec Y AGYune) mediante:  kpiee= (koT/h) exp (-AG* pieg /RT) y kune=
(ko T/h) exp (-AG* unr /RT); donde ks, es la constante de Boltzman y h es la constante de
Planck.

Finalmente, los parametros termodinamicos y los cinéticos estan relacionados
mediante AGpiec = AG¥pec - AG¥une. Las relaciones entre estos parametros se
aprecian graficamente en la figura E.1.1, la cual describe un proceso de dos estados,
esto es, aquel en el que las unicas conformaciones presentes son U y N.

En algunos procesos se observan estados intermediarios (I), claramente
diferenciables de U y N. El perfil de energia que corresponde a este caso, se muestra a

continuacion.

©

2

"% _\(-T__] AGpiec = (Gu-G ) + (G = Gy)
Q Bt AGpiec = AGpLes 1+ AGpLeG 2
L

AGpies = (AG™pLes 1- AGTunr 1)+ (AGpLes = AGTuNF 2)

Coordenacda de reaccion

Figura E.1.2 Plegamiento de una proteina a través de un intermediario.

Esquema 2. Control cinético y control termodinamico.

La formacion de amiloides puede deberse a cambios en la estabilidad o en la
cinética. A continuacion se utiliza el caso de la proteina pridnica mas famosa, PrP. Esta
proteina puede existir en dos conformaciones diferentes, la forma nativa soluble PrP® y
la forma patogénica (amiloide) PrP*C.
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La transicion PrP°— PrP®° puede describirse como una reaccion de
plegamiento. En condiciones normales, el equilibrio entre estas formas favorece la
presencia de PrP®, ya que este estado es el de menor energia, sin embargo, la
presencia de mutaciones en el gen que codifica para PrP puede alterar el proceso a
dos niveles: a) Modificando mayoritariamente la estabilidad (control termodinamico)
(Figura E.2.1) o b) Modificando principalmente las energias de activacion del proceso
(control cinético) (Figura E.2.2) (48). Es importante aclarar que es imposible obtener
efectos puramente cinéticos o termodinamicos, ya que ambos estan intimamente
ligados.

Al hablar de control termodinamico, el efecto de la mutacion recae
mayoritariamente en la diferencia de energia entre PrP® y PrP¢, esto es, AGprp(c-so)< 0,
de tal manera que en la proteina mutante, la conformacion amiloide es mas estable que
la conformacion soluble (Figura E.2.1).

g Se
o PrP
=
Z
“% PrPmut
©
10 C
PrP |
AGesemun <0 ) o
L — PrBqu

Coordenada de Reaccion

Figura E.2.1. Las mutaciones pueden afectar la estabilidad del estado nativo con
respecto al estado amiloide (AG), haciéndola mas susceptible a formar amiloides
(AGc.sc > AGc-se(mut))-

El control cinético se centra en los cambios en la energia de activacion que
acompafian a la formacion de las fibrillas (AG* pipc.se)). En este contexto, el efecto
principal de las mutaciones es disminuir el AG* Prp(c-sc)- Por lo tanto, la proteina silvestre
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no forma agregados ya que debe atravesar una barrera mas grande que la mutante
para convertirse en PrP* (Figura E.2.2). Cambios relativamente pequefios (1.5-3.0
kcal) en el AG* pueden incrementar la cinética de agregacion casi 100 veces, si este es
el paso limitante para la agregacion (48). Por otra parte esta isoforma patogénica
podria actuar como “catalizador” de la reaccién de agregacion al servir de “molde” para
llevar a PrP® a un estado activado (de transicidn), amplificando el factor cinético. Esta
posibilidad implica que se reconsidere la posicién de las proteinas dentro del dogma
central de la biologia molecular, el cual dicta el flujo de informacion en los sistemas

bioldgicos.

Energia libre (G)

Coordenada de Reaccion

Figura E.2.2. Las mutaciones pueden afectar la velocidad en que la proteina se
agrega, disminuyendo la barrera de activacion entre la conformacion nativa y la

conformacion agregada (AG*c.s. > AG*c.sermuy)-

Las evidencias experimentales acumuladas no diferencian claramente entre
ambas opciones. En la proteina pridnica de levadura Ure2 se determiné la estabilidad
de la proteina completa y de varias mutantes en las cuales se removié el dominio
pridnico. Sorprendentemente, tanto los parametros termodinamicos como los cinéticos
de las variantes son semejantes a los de la proteina nativa (49). Las semejanzas en los
parametros fisicoquimicos de ambas proteinas probablemente indican que factores
extrinsecos o condiciones fuera del equilibrio, influyen en su capacidad para formar
amiloides. Por otra parte, dos variantes amiloidogénicas de la lisozima humana
muestran diferencias en las constantes de velocidad de desplegamiento y
replegamiento, a pesar de esto, al compararlas con la proteina silvestre, ambas
muestran una disminucion semejante en estabilidad (50).
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Introduccion.

Este capitulo discutira algunos de los principios de la patogenia viral, el proceso
completo mediante el cual los virus producen enfermedad. Los términos virulencia y
patogenicidad, que describen la capacidad de un virus de producir enfermedad, son
considerados algunas veces como sindénimos; sin embargo, la patogenicidad se refiere al
tipo de alteraciones producidas por una infeccion que puede compararse entre virus
diferentes, mientras que la virulencia se refiere a la severidad del dafo causado por
diversas cepas del mismo virus. Por ejemplo, el virus de la rabia es mas patogénico que
el virus del sarampion, ya que aunque los dos virus infectan sistema nervioso central, las
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alteraciones que produce el virus rabico son mas dafinas que las producidas por el del
sarampion. En relacion a la virulencia, también se pueden presentar diferencias notables,
por ejemplo, dos cepas del virus rabico inoculadas en el cerebro del raton pueden causar
lesiones neuroldgicas, ambas son patogénicas; pero solo 10 viriones de la cepa A pueden
matar al raton, mientras que se requieren 10,000 viriones de la cepa B para producir la
muerte. La cepa A es mil veces mas virulenta que la cepa B.

No obstante la aparente simplicidad estructural de los virus, una infeccion viral
involucra diversos procesos, algunos de ellos tan simples como las interacciones mediadas
por cargas electromagnéticas; otros involucran diversas actividades enzimaticas y otros
mas pueden llegar a formar complejos sistemas de activacion de sefales y reguladores
genéticos. Ante esta diversidad de eventos el organismo ha desarrollado un complejo
sistema de defensa que lo protege de la mayoria de las infecciones virales; sin embargo,
los virus son capaces de adaptarse a las adversidades del medio, evadir la respuesta
inmune y, a pesar de lo que anteriormente se pensaba, evolucionar para perpetuar su
especie. Por lo tanto, abordar el estudio de la patogenia viral equivale a estudiar la suma
de los efectos en el hospedero debidos a la replicacién viral y a la respuesta inmune.

El interés en la patogenia viral se deriva en gran parte del deseo de eliminar
enfermedades virales que afectan al hombre, sin embargo, el progreso en el conocimiento
de las bases moleculares de la patogenia viral ha venido de estudios experimentales en
modelos animales, en los que se utilizan virus estrechamente emparentados, con
caracteristicas patoldgicas similares. Ya que los animales son organismos complejos, el
estudio de la patogenia viral envuelve un amplio rango de topicos entre los que surgen las
siguientes preguntas: ,como ingresan los virus al organismo?, ;como se propagan en el
interior?, ¢ por qué determinados tejidos son los sitios de replicacion viral?, ; como causan
dafio celular? y ¢cémo participa el sistema inmune en la generacion del dano a los
tejidos?. Antes de dar respuesta a estas preguntas, nos centraremos en la descripcion del
que ha sido nuestro modelo de estudio por mas de diez anos, el Rubulavirus porcino
(RVP).

Los paramixovirus son virus patégenos’.
Los paramixovirus conforman una familia de virus que producen importantes

problemas a la salud humana y veterinaria (1). Entre los paramixovirus se encuentran el
virus sincitial respiratorio y los virus de parainfluenza, causantes de infecciones de vias

' No todos los virus son patégenos. Existen virus que han sido aislados al trabajar con
diversas lineas celulares o tejidos, sin que se les demuestre una real capacidad patogénica,
como los retrovirus enddgenos identificados en células de origen porcino utilizadas para
xenotransplantes del cerdo al hombre. Copias del genoma de este virus se encuentran en
todas las células porcinas sin que manifiesten alteracion aparente. No obstante, se ha
logrado replicar experimentalmente a estos virus en lineas celulares humanas lo que sugiere
una potencial capacidad patogénica para la especie humana.
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respiratorias bajas en nifios y animales jovenes (1,2). Dentro de esta familia también se
incluyen virus que producen infecciones neurolégicas y sistémicas, como el virus del
sarampion, el del moquillo canino, el de la enfermedad de Newcastle aviar y el de la
parotiditis humana.

El virus de la parotiditis es reconocido por producir inflamacién de las glandulas
salivales parétidas, sin embargo, en casi la mitad de los casos hay complicaciones
neuroldgicas como meningitis, las cuales pasan desapercibidas o son mal diagnosticadas,
pero que causan un importante detrimento a la salud y al desarrollo infantil. En ocasiones,
la infeccion viral puede abarcar el parénquima nervioso produciendo encefalitis, la cual
deja graves secuelas nerviosas en los nifios afectados. Aunado a esto, el virus de la
parotiditis se replica en diversos tejidos linfaticos y glandulares, incluyendo las células beta
de los islotes de Langerhans del pancreas, por lo que se le ha asociado con la generacién
de diabetes y también puede replicarse en células epiteliales y germinativas de érganos
reproductivos masculinos causando inflamacién testicular y esterilidad en jovenes
pospuberes (3).

El virus que utilizaremos como modelo en esta revision, el Rubulavirus porcino,
posee gran similitud estructural y genética con el virus de la parotiditis humana y comparte
con él su tropismo tisular y sus caracteristicas patologicas, ya que también provoca
alteraciones en sistema nervioso central de cerdos neonatos y en tejido reproductivo en
cerdos adultos; ademas, es capaz de replicarse en diversos tejidos glandulares y linfaticos,
por lo que es un modelo adecuado para estudiar los factores de patogenicidad de los
paramixovirus.

Estatus taxonémico.

La familia Paramyxoviridae (Tabla |) agrupa virus envueltos, cuyo genoma esta
constituido por una cadena de &cido ribonucleico (ARN) en sentido negativo,? dividida en
seis o siete genes que codifican para un numero igual o mayor de proteinas estructurales
y no estructurales, incluyendo su propia polimerasa de ARN. Los miembros de esta familia
se clasifican en diferentes géneros de acuerdo a sus propiedades estructurales y
biolégicas, siendo determinante la presencia de las actividades hemaglutinante vy
neuraminidasa y el grado de similitud de sus secuencias genéticas (4,5). Los
paramixovirus son muy variables y llegan a registrar en promedio una mutacion por cada
diez mil bases durante cada replicacion, en contraste con otros organismos cuyos
genomas son mas estables, como por ejemplo en humanos, donde se registra una
mutacion por cada mil millones de bases replicadas. Por ello se dice que este tipo de

? Los virus con genoma de ARN de cadena negativa tienen su secuencia en sentido opuesto
a la secuencia del ARN mensajero, por lo tanto su ARN gendmico no puede participar
directamente en la traduccion y sintesis de proteinas; mientras que los virus de cadena
positiva tienen un genoma con el mismo sentido que el ARN mensajero, por lo cual el ARN
gendmico puede participar directamente en la sinteis de proteinas.
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entidades autorreplicantes (en general los virus de ARN) son los de mayor capacidad
mutagénica en la naturaleza (6). Ademas, son frecuentes las publicaciones que reportan
la aparicion de variantes o incluso nuevas especies de la familia Paramyxoviridae (7-13).
Los virus emergentes, o virus conocidos que resurgen con mayor virulencia, llegan a
ocasionar graves problemas de identificacion, prevencion, tratamiento y eliminacion (14).

Particularmente en el género Rubulavirus, se han identificado nuevas especies
patdgenas en diferentes partes del mundo (10-13). En la mayoria de los casos se han
aislado virus emergentes que infectan animales domésticos o silvestres (cerdos, aves de
corral o murciélagos). Sin embargo, también se han identificado virus causantes de
zoonosis, como los recién descubiertos paramixovirus de Hendra (caballos), de Nipah
(cerdos) y de Menangle (cerdos), que ademas de los danos ocasionados a su principal
especie hospedera presentaron casos mortales en humanos que estuvieron en contacto
con los animales infectados (15).

Tabla I. Organizaciéon Taxonémica de la Familia Paramyxoviridae.

Subfamilia Género Patdégenos Importantes
Paramyxovirinae Respirovirus V. Parainfluenza 1, 3; V. Sendai
Rubulavirus V. Parotiditis, Rubulavirus Porcino

V. Parainfluenza 2, 4; V. Enf. de Newcastle
Nuevo género' V. Hendra, V. Nipah
Morbillivirus V. Sarampioén, V. Moquillo Canino
Pneumovirinae ~ Pneumovirus V. Sincitial Respiratorio

Metapneumovirus V. de Rinotraqueitis del Pavo?

Esta familia viral esta formada por patégenos conocidos y por nuevas variantes virulentas.

' Género aun no determinado, todos ellos son virus emergentes causantes de zoonosis.
2 Recientemente se identificaron variantes de este virus que producen zoonosis.
Tabla construida a partir de las referencias 4, 5, 13y 15.

Estructura viral.

Los rubulavirus estan constituidos por seis proteinas estructurales (16): la
nucleoproteina (NP), la fosfoproteina (P) y la proteina de alto peso molecular (L), se
encuentran asociadas al genoma viral; mientras que la proteina de matriz (M) y dos
glicoproteinas, la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y las glicoproteinas de fusién (F1y
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F2) se localizan en la membrana viral. En la Figura 1 puede observarse la estructura de
un viriéon tipico de rubulavirus. Las glicoproteinas HN y F son transmembranales y su
mayor parte se encuentra expuesta al exterior del viriébn, dejando un pequefio segmento
intraviral que hace contacto con la proteina M, que se ubica en la parte interna de la
membrana. Las unidades de NP se unen mediante interacciones hidrofobicas al ARN
gendmico para dar origen a la nucleocapside; cada NP se enlaza a seis nucleotidos
inmediatamente después de la sintesis del ARN gendmico y no se separan durante la
replicacion ni la transcripcion, asi que a diferencia de los virus de ARN positivo, el genoma
de los virus de ARN negativo nunca se encuentra desnudo. Esto ultimo es muy importante
para la sobrevivencia de los virus dentro de la célula porque ésta posee diversos
mecanismos para eliminar las moléculas de ARN de cadena sencilla que se encuentren
en el citoplasma (1). A la nucleocapside se asocian cerca de 50 complejos con actividad
de ARN polimerasa. Cada uno de ellos esta formado por 3 unidades de proteina P (P,) y
una unidad de proteina L, esta ultima actua como componente catalitico de la polimerasa
y posee otras actividades relacionadas con la transcripcion y replicacion del genoma viral
(1,17). Otras dos proteinas, V y C, se han identificado en las células infectadas pero no
forman parte de la estructura del virién; éstas son codificadas por el genoma viral y se
sintetizan al editarse el gen P (18). Al parecer estas proteinas participan en la regulacién
de la transcripcidon y la replicacién viral.

Figura 1. Esquema del Rubulavirus porcino y sus proteinas estructurales. En la
membrana se encuentran las glicoproteinas HN y F, en la parte interna de la misma
se ubica la proteina de matriz M. intimamente ligada a la cadena de ARN se
encuentran las nucleoproteinas (NP) que conforman la nucleocapside helicoidal y
las proteinas P y L que constituyen el complejo con actividad polimerasa del virus
(de acuerdo con los datos de las referencias 1, 4, 16 y 19).
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Ciclo biolégico.

El ciclo biolégico de los rubulavirus incluye las fases de reconocimiento, adsorcion
a la superficie celular, fusion de membranas, penetracion a la célula, desnudamiento,
transcripcion, replicacion del genoma, ensamble y liberacién de viriones (Figura 2). La
particula viral se adsorbe a la membrana de la célula por medio de la proteina HN, que
reconoce un receptor especifico, generalmente glicosilado. Un cambio conformacional de
la HN activa la proteina F, que expone un dominio altamente hidrofébico mediante el cual
fusiona las membranas celular y viral. Este evento ocurre en la superficie celular y a pH
neutro, por lo que es independiente de enzimas lisosomales, como ocurre en otros virus.
La integracion de la membrana viral al sistema de membranas celulares provoca la
liberacion de la nucleocapside en el citoplasma. Ya que el viridn trae integrada su propia
polimerasa, al liberarse el ARN viral se sintetiza una copia completa del genoma en sentido
positivo que servira de molde para los nuevos genomas, y por otro lado, se inicia la
sintesis de los ARN mensajeros que codifican cada una de las proteinas virales. Los
productos de la traduccidn se dirigen al sitio de ensamble, en donde las proteinas NP, P
y L son acopladas al ARN recién sintetizado y la proteina M se acumula en la parte interna
de la membrana celular. Las glicoproteinas HN y F que fueron sintetizadas en el reticulo
endoplasmico, son modificadas en el aparato de Golgi y posteriormente expresadas en la
cara externa de la membrana, en sitios de contacto estrecho con la proteina M. La afinidad
de las proteinas de la nucleocapside, NP, con la proteina M y de ésta con las
glicoproteinas es determinante para el ensamble del virion, que es liberado de la célula por
exocitosis (1). La replicacién de los rubulavirus se realiza totalmente en el citoplasma, por
lo cual se forman aglomerados de nucleocapsides que se observan como grandes
inclusiones citoplasmaticas en las células infectadas (20).

El material genético viral también puede pasar directamente de una célula infectada
a una célula vecina sin que haya necesidad de que se libere la particula viral, esto es
debido al proceso de fusion de membranas celulares realizado por las proteinas HN y F.
De esta manera se originan las células gigantes multinucleadas o sincitios (Figura 3)
caracteristicas de las infecciones por paramixovirus (1).

Enfermedad del ojo azul.

El Rubulavirus porcino es un virus emergente de importancia veterinaria que es
responsable de la enfermedad del ojo azul de los cerdos. Este padecimiento consiste en
alteraciones neurolégicas, respiratorias y reproductivas, acompafnadas en 1 a 10% de los
casos por opacidad de la cérnea (21). La identificacion inicial de la enfermedad se realizé
en 1980, en granjas porcinas de La Piedad, Michoacan. A partir de ahi el padecimiento se
difundié rapidamente a otros poblados en Michoacan, Guanajuato y Jalisco, lugares que
hoy persisten como focos de infeccion (22).
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Cuadro 1. Ediciéon genética. Algunos paramixovirus sufren un proceso de edicidon
geneética durante su transcripcion. En el rubulavirus porcino este proceso ocurre en
el gen P, que contiene dos marcos de lectura abiertos, uno codifica la proteina V y el
otro codifica la proteina C. Sin embargo, al editarse pueden aparecer otros dos
marcos de lectura mas. En este proceso la polimerasa puede incorporar en un sitio
especifico una guanina (G) no codificada, haciendo que el marco de lectura termine
antes que el de la proteina V, dando origen a la proteina |. La polimerasa también
puede insertar dos guaninas (GG) originando un marco de lectura de mayor tamafo
que codifica la proteina P. La proteina C puede ser traducida de cualquiera de los tres
ARNmM, ya sea el no editado, que da origen a la proteina V, o bien, de los ARNm
editados que codifican para las proteinas | o P.

Sitio de edicién
Gen P
V/I/P C ¢

Primer marco de lectura

# ARNmMm no editado

Proteina V (298 aa)

Segundo marco de lectura
Proteina C (126 aa)

Puede leerse en cualquiera de
los tres ARNm

Tercer marco de lectura
G ARNm editado por adicion de
una guanina no codificada
Proteina I (304 aa)

“ GG
Cuarto marco de lectura
ARNm editado por adicion de

dos guaninas no codificadas
Proteina P (404 aa)

| Sefial de inicio de la transcripcion B Seiial de terminacion de la transcripcion
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Figura 2. Ciclo biolégico de los rubulavirus. Los detalles se explican en el texto.
Esquema modificado de la Ref. (1).
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Figura 3. Efecto citopatico producido por el Rubulavirus porcino en células de
rindn de mono verde africano Vero. En los cultivos no infectados se observa
una monocapa celular confluente (A). En los cultivos infectados se observa la
formacion de sincitios o células gigantes multinucleadas (B); nétese la
aglomeracion de nucleos dentro de un solo citoplasma resultado de la fusion
de membranas.

La etiologia de la enfermedad del ojo azul fue demostrada por Stephano y
colaboradores, quienes aislaron un virus hemaglutinante con morfologia similar a los
paramixovirus, a partir del tejido cerebral de lechones. Este virus denominado
paramixovirus del ojo azul (POA), reprodujo el caracteristico cuadro de lesiones
neuroldgicas y respiratorias con opacidad corneal en cerdos lactantes menores de 20 dias
de edad, infectados por via intranasal (21). Moreno-L6pez y colaboradores reportaron el
aislamiento de otro virus, a partir del cerebro de lechones con meningoencefalitis, al que
llamaron virus de La Piedad, Michoacan (LPM). Este virus mostré actividades
hemaglutinante, hemolitica, de neuraminidasa (sialidasa) y formadora de sincitios en
cultivos celulares y reprodujo las alteraciones neurolégicas en lechones y ratones
infectados intracerebralmente (23). Al analizar sus propiedades demostraron también que
los viriones contienen una nucleocapside helicoidal, constituida por ARN de cadena
sencilla negativa, la cual esta protegida por una membrana lipoproteica de origen celular.
Analisis posteriores de las secuencias genéticas mostraron que el agente de la
enfermedad del ojo azul presenta un elevado porcentaje de identidad en secuencias
génicas y peptidicas con los virus de la parotiditis humana, de parainfluenza 2 y 4, de
Newcastle aviar y el virus simico 5 (18,19), razdn por la cual fue clasificado en el género
Rubulavirus (4).
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Cuadro 2. Identidad genética. El porcentaje de identidad entre los miembros del
geénero Rubulavirus varia dependiendo de los genes analizados, por ejemplo el gen
de la glicoproteina de adherencia (HN) muestra una identidad del 32-46%, un valor
similar se observa en el gen de la proteina de matriz (M), 25-46%, pero puede ser
mayor al 50% en el gen L. En la mayoria de los genes analizados, el rubulavirus
porcino presenta los mayores porcentajes de identidad con el virus de la parotiditis
humana.

Porcentaje de identidad genética de los Rubulavirus con otros Paramixovirus.

HN/H/G M L p? V2
Rubulavirus’ 32-46 25-46 33-76 31-43 49-60
Respirovirus 25-28 17-26 24-28 <20 <20
Morbillivirus 14-23 21-25 23-27 <20 <20
Pneumovirus 18-23 15-21 37542 ND ND

Porcentaje de identidad genética del Rubulavirus porcino con otros Rubulavirus.

HN M L p? V2

V. Parotiditis 41 46 56.3 43 60

V. Simico 5 43 36 53.7 35 56

V. Parainfluenza 2 38 ND 52.8 38 49

V. Parainfluenza 4 35 Nd ND 31 51

V. Enf. Newcastle 32 25 33.4 ND ND
'. Comparacion entre miembros del mismo género. Datos obtenidos de las referencias

3,4,18,19.
2, Este valor corresponde s6lo a las regiones conservadas de estas proteinas.
ND no determinado.

Variantes clinicas en infecciones por rubulavirus.

Los primeros reportes de la enfermedad del ojo azul describieron esencialmente
cuadros de meningoencefalitis en cerdos lactantes menores de 1 mes de edad; la
morbilidad fue del 20% y la mortalidad cercana al 90%. Los cerdos de mayor edad
presentaron una morbilidad del 1-4%, con una mortalidad casi nula; las hembras gestantes
infectadas mostraron indices altos de infertilidad, con abortos y mortinatos, pero sin otros
signos clinicos ni lesiones aparentes (21). La falta de signos clinicos en los cerdos machos
adultos, hizo pensar que éstos eran refractarios a la infeccion. A partir de 1983, se
incrementd notablemente la identificacion de cerdos de 3-4 meses de edad con opacidad
corneal y signos de lesidén neuroldgica, como paralisis del tren posterior e incoordinacion
motriz. La morbilidad y mortalidad de los animales de estas edades aumentaron hasta
alcanzar el 30 y 20%, respectivamente. Desde 1988, se identificaron brotes de la infeccidn
en granjas reproductoras, las cuales sufrieron un drastico incremento en los indices de
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infertilidad, observandose cerdos adultos con opacidad corneal y con notables alteraciones
respiratorias (22). También se identificaron signos de lesion en el aparato reproductor de
los machos adultos, que consistieron en inflamacion testicular y epididimaria, que en la
mayoria de los casos condujo a atrofia testicular irreversible (24). Desde entonces los
brotes de la enfermedad se presentan con todo el conjunto de alteraciones mencionadas:
lesiones nerviosas en lechones y alteraciones reproductivas en hembras y machos adultos
(22).

¢ Como ingresa el virus al organismo?

En general, los paramixovirus se transmiten de un individuo a otro por via aérea,
por la aspiracién de microgotas contaminadas con el virus. Cuando el tamafio de la gota
es muy grande, ésta queda atrapada en la mucosa oronasal y el virus tiene que buscar una
célula susceptible para replicarse; cuando las gotas son muy pequenas, los virus ingresan
con la inspiracion hasta el interior del pulmoén y se depositan en los conductos aéreos
inferiores. De acuerdo con diversas evidencias experimentales, la multiplicacion inicial del
RVP se lleva a cabo en la mucosa nasofaringea y el tejido linfatico asociado;
posteriormente el virus se disemina por via aérea a los bronquios y pulmones donde se
replica abundantemente. Al parecer, de ahi se disemina por via sanguinea a todo del
organismo (21, 25, 26). Durante la fase de viremia el virus se transporta asociado a
eritrocitos y monocitos (27, 28), lo que le permite producir una infeccion sistémica y
replicarse en sitios inmunoprivilegiados de érganos linfaticos y reproductores (27-29). El
ingreso al sistema nervioso central parece ocurrir a través de las terminaciones del nervio
olfatorio en la mucosa nasal, ya que el bulbo olfatorio y las vias de conduccién del estimulo
olfatorio son las primeras en mostrar reaccién positiva en las pruebas de deteccién del
antigeno viral. De ahi, el virus se disemina al hipocampo, tallo cerebral y cerebelo donde
se replica abundantemente (25, 26). Aunque se propone también que el virus ingresa al
SNC por via sanguinea, atravesando la barrera hematoencefalica (25).

¢ Qué determina la susceptibilidad celular?

Cuando comenzamos a trabajar con el rubulavirus porcino nuestras ideas giraban
entorno a dos preguntas esenciales: jpor qué el virus infecta cerdos lactantes y no infecta
cerdos adultos? y ¢ qué factores determinan que un animal sea susceptible a la infeccion?.
Ya que la susceptibilidad a las infecciones virales es determinada por la expresion de
receptores celulares, lo primero que hicimos fue identificar el tipo de moléculas que el virus
estaba utilizando como receptor.®* Sabiamos que los Paramixovirus tenian un rango
estrecho de hospederos, que en general las infecciones por estos virus se manifestaban
en animales jovenes y que una buena parte de ellos utilizaban carbohidratos como

* Un receptor es una molécula de la superficie celular que es reconocida en forma especifica
por un virus y que le permite adherirse a la membrana e infectar a la célula.
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receptores. Asi, propusimos la hipotesis de que la susceptibilidad a la infeccién por
rubulavirus porcino estaba determinada por el reconocimiento de algun tipo de
carbohidrato que sélo se expresaba en cerdos lactantes. Para probar esta hipotesis,
trabajamos sobre la hemaglutinacién, la propiedad que tienen los virus de unirse a
eritrocitos y agruparlos in vitro. La primera serie de experimentos consistié en incubar al
virus con diversos azucares una hora antes de anadir los eritrocitos, para encontrar
aquellas moléculas que simulando la estructura del receptor evitaban la hemaglutinacion.
De esta manera determinamos que el RVP reconoce especificamente diversas moléculas
que contienen acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac), las cuales inhibieron su actividad
hemaglutinante (30). Posteriormente, realizamos la purificaciéon de la glicoproteina
hemaglutinina-neuraminidasa (HN), que es la responsable del reconocimiento del receptor
celular, y determinamos que su especificidad estaba dirigida hacia el disacarido
sialila2,3galactosa (Neu5Aca2,3Gal), componente terminal de diversas glicoproteinas
celulares (31). Un dato importante fue que la HN no presentd reaccion alguna con un
isdmero de este disacarido llamado sialila2,6galactosa (Tabla I1),.

El siguiente paso fue demostrar que las células susceptibles al virus poseian acido
sialico y que este compuesto era necesario para que el virus infectara a las células. Con
este fin utilizamos dos lineas celulares susceptibles a la infeccién por rubulavirus porcino,
la linea PK15 (de rindn de cerdo) y la linea Vero (de rifion de mono verde africano). Al
realizar los ensayos de competencia, en los cuales se incuba al virus con diversos
azucares, encontramos que sélo los residuos de acido sialico fueron capaces de evitar la
infeccion viral en cultivos celulares. Entonces, realizamos experimentos para eliminar los
receptores virales de la superficie celular utilizando enzimas. En una serie de experimentos
eliminamos el acido sialico de la superficie celular, mediante tratamiento con las enzimas

HO

—~ ~
Acido N-acetil-neuraminico Galactosa

Figura 4. Estructura del disacarido sialilo.2,3galactosa. Esta molécula esta formada por
un residuo de acido N-acetil-neuraminico unido en enlace glicosidico alfa al carbono 3
de la galactosa. Se muestra el sitio de corte de la enzima neuraminidasa. Los estudios
indican que esta molécula es componente del receptor celular del rubulavirus porcino.
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neuraminidasas obtenidas de Vibrio cholerae o de Clostridium perfringens. Esto convirtio
en resistentes a las células que normalmente eran susceptibles a la infeccién por RVP.
Curiosamente, cuando se utilizé tripsina (una enzima que corta proteinas), la infeccién se
incrementd notablemente, sugiriendo que el virus no interactua directamente con proteinas
y que las porciones peptidicas, eliminadas por la tripsina, estaban encubriendo residuos
de acido sialico, que después del tratamiento enzimatico fueron reconocidos por el virus
(30).

Para confirmar que la susceptibilidad de los cultivos celulares a la infeccién por RVP
fue determinada por la expresion del disacarido Neu5Aca2,3Gal realizamos una serie de

Tabla Il. Ensayos de competencia utilizando azucares y glicoproteinas para inhibir la
actividad hemaglutinante del Rubulavirus porcino

Compuesto Concentracion (uM)'  Potencia Inhibitoria?
N-glicolil-neuraminico 200 1
N-acetil-neuraminico (NeuSAc) 100 2
Neub5Ac-4-O-acetilado 100 2
Neub5Ac-9-O-acetilado 100 2
NeuSAc a-metil-glicosido 6.0 33.2
Neu5Ac R3-metil-glicosido 200 NI
NeubSAc a2,3Galactosa 12.5 16
Neu5Ac a.2,6Galactosa 200 NI
Ac. polisialico (Neu5Aca2,8Neu5Ac) 1003 1
Glicoproteina- a,-acida 0.1 2,000
Glicoproteina-o,-acida desializada 10 NI
IgA sérica humana 0.05 4,000
IgA sérica humana desializada 10 NI

Otros azucares que no inhibieron a 200 mM fueron L- y D-fucosa, D-manosa, N-
acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, D-glucosa, D-galactosa, D-galactosamina, D-
glucosamina, D-manosamina, melezitosa, lactosa, rafinosa. Las siguientes glicoproteinas no
inhibieron a una concentracién maxima de 10 yg/ml: fetuina, fetuina desializada, ovoalbumina, IgG
e lgM humanas, mucina submaxilar ovina y bovina. Datos tomados de una publicacion previa (31).

' Concentracion minima para inhibir 4 unidades hemaglutinantes de la proteina HN.

2 La potencia inhibitoria es el valor comparativo con la concentracion inhibitoria del acido N-glicolil-
neuraminico.

® La concentracion del acido polisialico corresponde a pg/ml ya que no se conoce su peso
molecular.

NI: no inhibicion.
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experimentos en los que se modificé la expresidn de los oligosacaridos utilizando para ello
los inhibidores de la glicosilacién: tunicamicina, desoxinojirimicina y Desoximanojirimicina
y el esteroide dexametasona. La tunicamicina inhibe la glicosilacion de proteinas al
competir con el transportador glicosidico dolicol pirofosfato; como resultado las proteinas
no se glicosilan y se disminuye su expresion en la membrana. La desoxinojirimicina inhibe
la accion de las enzimas glucosidasas | y Il del reticulo endoplasmico y la
desoximanojirimicina inhibe a la manosidasa | del aparato de Golgi. En consecuencia el
precursor glicosidico que fue asociado a la proteina recién sintetizada no es procesado,
y como resultado se obtienen glicoproteinas con un alto contenido de manosas o con
glicosilaciones incompletas, pudiendo o no alterarse la expresion de la proteina en la
membrana. Por otra parte, la dexametasona induce modificaciones en la transcripcion de
diversos genes, y en relacion a la glicosilacion, induce un incremento en la expresion de
la B-galactosil-a.2,6-sialiltransferasa, una enzima que aumenta la expresion en la superficie
celular de acido sidlico unido en enlace a(2 O 6) a galactosa (Neu5Aca2,6Gal),
disminuyendo asi, la expresién de su isomero NeuS5Aca2,3Gal; todo esto sin afectar la
expresion de la glicoproteina. Con estos experimentos confirmamos que la expresion de
NeuSAca2,3Gal es un requerimiento imprescindible para que ocurra la infeccién por RVP
(Figura 5). En ese trabajo también realizamos ensayos de inmunohistoquimica con
diversas lectinas (ver Cuadro Ill y Tabla Ill) para demostrar que la expresion de
oligosacaridos celulares se habia modificado después del tratamiento con los inhibidores
de la glicosilacion (32).

Cuadro 3. Lectinas. Son proteinas de origen vegetal, animal, bacteriano o
viral que reconocen especificamente carbohidratos. Existen lectinas con
actividad aglutinante sobre eritrocitos (hemaglutininas), leucocitos
(leucoaglutininas), o con actividad mitogénica sobre diversas células
(concanavalina A) o con actividad citotoxica (lectina de Ricinus vulgaris). La
unioén especifica de las lectinas a azucares determinados permite utilizarlas (en
forma similar a los anticuerpos) como reactivos de reconocimiento en técnicas
inmunohistoquimicas. En los ensayos mostrados en la tabla lll, se utilizaron
dos lectinas que reconocen acidos sialicos: la aglutinina de Maackia amurensis
(MAA), que reconoce al acido sialico cuando esta unido por un enlace a(2 ©
3) con una galactosa y la aglutinina de Sambucus nigra (SNA) que reconoce
al acido sialico cuando esta unido por un enlace o(2 © 6) a galactosa o a N-
acetil-galactosamina.
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Tabla Ill. Ensayos de inmunohistoquimica con lectinas en células Vero

Lectinas MAA SNA
Azucar reconocido Neu5Aca2,3Gal NeubAca2,6Gal
Células normales +++ +
Tunicamicina 2 ug/mi - -
Desoxinojirimicina 5 ug/ml + -
Desoximanojirimicina 5 ug/ml ++ +
Dexametasona 5 uM + +++

Efectos de diferentes inhibidores de la glicosilacion sobre la expresion de acidos sialicos
reconocidos por las lectinas de Maackia amurensis (MAA) y Sambucus nigra (SNA).
Datos tomados de una publicacién previa (32).
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Figura 5. Modificaciones a la glicosilacién de células de rifidn de mono verde
Vero. En A, se observan los efectos sobre la infeccidn viral en células tratadas
con los inhibidores de la glicosilacion: tunicamicina (TUN), desoxinojirimicina
(DNM) y desoximanojirimicina (DMM). En B, se muestran células tratadas con
dexametasona (DXM), la que incrementa la expresion de la B-galactosil-a2,6-
sialiltransferasa. Ver detalles en el texto. Figuras extraidas de una publicacion
previa (32).
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¢La expresion de receptores virales es determinante del tropismo tisular?

Recientemente nuestro grupo demostrd que las moléculas de acido neuraminico
juegan un papel primordial en el tropismo tisular manifestado por el Rubulavirus porcino,
ya que se identificd una correlacion directa entre la expresion de Neu5Aca2,3Gal en un
tejido sano y la deteccion de antigeno viral en los animales infectados (Tabla IV). En el
SNC de cerdos neonatos la mayor expresion de Neu5Aca2,3Gal se localizé en cerebelo,
meédula oblonga y talamo, asi como en las estructuras involucradas en la conduccién del
estimulo olfatorio: nervio, bulbo y tracto olfatorio, corteza del I6bulo piriforme e
hipocampo. En contraste, se observé que estas mismas estructuras del SNC de cerdos
adultos casi no poseen NeuS5Aca2,3Gal y en cambio, expresan abundantemente su
isomero Neu5Aca2,6Gal, aumentando también la expresion de acidos sialicos 9-O-
acetilados. Ademas, al analizar cortes histologicos del sistema reproductor, se encontré
que los residuos de Neu5Aca2,3Gal son mas abundantes en testiculos y epididimo de
cerdos adultos que en cerdos neonatos (33). Estos resultados indican que el tropismo
tisular y la susceptibilidad a la infeccion viral son determinados por la expresién de
NeuSAca2,3Gal en un tejido. En el caso de los cerdos adultos, al parecer la falta de
Neu5Aca2,3Gal en las terminaciones sensoriales de la mucosa olfatoria no permite la
adsorcion del rubulavirus a las células nerviosas, debido a que la glicoproteina HN del
virus no interactua con las moléculas de Neu5Aca2,6Gal (31), esto evita el paso del virus
de la cavidad nasal hacia el tejido encefalico. Aunado a esto, la presencia de acidos
sialicos 9-O-acetilados, resistentes a la actividad neuraminidasa del virus (35,36), tal vez
evita que se eliminen los acidos sialicos que interfieren con el proceso de fusiéon de las
membranas viral y celular, por lo que el virus no logra penetrar a las células nerviosas
adultas. En conjunto los resultados anteriores indican que la molécula NeuS5Aca2,3Gal
(Figura 4) es el componente primordial del receptor celular del Rubulavirus porcino y que
los cambios en su expresion determinan la susceptibilidad o resistencia de un tejido a la
infeccion viral.

Variantes patogénicas y virulentas del Rubulavirus porcino.

Ramirez y colaboradores, en la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNAM,
realizaron el aislamiento de rubulavirus en diversos brotes de la enfermedad del ojo azul.
Estos virus han sido denominados POA-2 (Puebla/1988), PAC1 (Michoacan/1990), PAC2
(Jalisco/1990), PAC3 (Jalisco/1992), PAC4 (Michoacan/1993) y PAC5 (Texcoco/1994).
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Tabla IV. Identificacion de acidos sialicos y antigeno viral en tejidos porcinos

Neonatos Adultos
Antigeno RVP' RVP?
Ac. Sidlico Reconocido NeuAc NeuAc NeuAc NeuAc
a2,3Gal a2,6Gal a2,3Gal 02,6Gal
Sistema Nervioso Central
Bulbo olfatorio +++ 3 0 - 0 3
Corteza l6bulo piriforme +++ 3 0 - 0 2
Corteza cerebral + 3 0 - 2 3
Hipocampo ++ 2 1 - 2 3
Talamo ++ 3 1 - 1 2
Tallo cerebral +++ 1 2 - 1 2
Cerebelo ++ 2 2 - 1 3
Sistema Respiratorio
Mucosa nasal +++ 3 3 ++ 3 2
Traquea ++ 2 2 ++ 2 2
Bronquios +++ 2 2 +++ 2 2
Pulmon +++ 3 2 +++ 3 2
Aparato reproductor
Testiculos - 2 2 ++ 3 2
Epididimo - 1 0 +++ 3 1
Sistema linfatico
Amigdalas +++ 3 2 ++ 3 2
Nodulos linfaticos + 1 1 +++ 3 3

La histoquimica en cortes de tejidos porcinos fue realizada utilizando lectinas conjugadas a
biotina y técnicas de amplificacion con biotinil-tiramida (33). Las lectinas y su especificidad por
azucares fueron Maackia amurensis (MAA, NeuSAca2,3Gal) y Sambucus nigra (SNA,
Neu5Aca2,6Gal). La union de las lectinas fue evaluada como sigue: 0, ausente; 1, baja
reaccion observada en células dispersas; 2, mediana reaccion, presente en menos de la mitad
del corte histologico y 3, alta intensidad, observada homogéneamente en todo un tejido. En
la identificacidon de antigeno o aislamiento viral (RVP): +, indica raramente encontrado; ++,
regularmente encontrado; +++, encontrado frecuentemente y en abundancia. Tabla elaborada
en base a los datos publicados en (33).

" En cerdos neonatos infectados con las cepas LPM, POA o PAC3 (ref. 20,25,34).
2 En cerdos adultos infectados con la cepa PAC3 (Ref. 27,29,34).
ND: no determinado.
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El estudio de las historias clinicas y los datos patoldgicos relacionados con cada
aislamiento, permitié definir tres grupos virales de acuerdo a las alteraciones observadas
y a la edad de la poblacion mas afectada. En el primer grupo quedan los virus LPM, POA
y POA-2, con alteraciones neurolédgicas presentadas exclusivamente en lechones; en el
segundo grupo los virus PAC1, PAC4, y PAC5, con alteraciones neurolégicas y alta
mortalidad en lechones, presentacion de alteraciones neuroldgicas en cerdos de 3-4
meses y reproductivas en los machos adultos; y en el tercer grupo los virus PAC2 y PAC3,
como causantes de problemas reproductivos en adultos y manifestaciones neurologicas
escasas en los lechones (Tabla V). Todos los virus aislados hasta ahora producen un
cuadro similar de alteraciones respiratorias y nerviosas en cerdos neonatos infectados
experimentalmente. Sin embargo, los virus PAC1, PAC4 y PACS son mas virulentos ya
que fueron aislados de brotes de la enfermedad con alta mortalidad y el virus PAC1
produjo la muerte de lechones infectados experimentalmente en menos dias que los virus
LPM, POA y PAC3 (34).

Estudio de la variabilidad viral.

Al conocer la existencia de variantes del Rubulavirus porcino decidimos estudiar sus
propiedades para buscar factores inherentes a cada virus que pudieran explicar los
cambios en las caracteristicas patologicas descritas.

Al realizar un seguimiento de la infeccién de cultivos celulares con las cepas LPM,
PAC1 y PAC3, pertenecientes a cada una de las variantes patogénicas del Rubulavirus
porcino, observamos que el virus PAC3 emerge de la célula hospedera antes que las otras
dos cepas. Este virus ademas mostré mayor actividad enzimatica y un nivel elevado de
destrucciodn celular (citdlisis). En este aspecto parece ser que, por lo menos in vitro, la cepa
PAC3 es mas virulenta que las otras dos, es liberada mas rapidamente de la célula y
probablemente por ello puede dispersarse con mayor facilidad en busca de otras células
(35). Sin embargo, ensayos simultaneos de hemaglutinacion, hemoelucion y hemalisis, que
indican respectivamente el grado de reconocimiento y adherencia al receptor celular, la
eliminacidn del receptor celular (por la actividad neuraminidasa) y la capacidad de fusién
y penetracion celular, confirmaron que la cepa PAC3 posee mayor actividad neuraminidasa
que la cepa LPM, pero también mostraron que la cepa PAC1 (al igual que las cepas PAC4
y PAC5) poseen una elevada actividad hemolitica, reflejo de la actividad de su proteina de
fusion. Esto sugiere que la mayor virulencia in vivo de las nuevas cepas virales esta mas
asociada a la proteina de fusién que a la proteina de adherencia y que el efecto citolitico
observado in vitro en la cepa PAC3 esta asociado con la actividad neuraminidasa que le
permite al virus liberarse de la célula.
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Tabla V. Alteraciones presentadas en los brotes de Rubulavirus porcino.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Sistema POA? LPM® POA-2| PAC1 PAC4 PAC5 | PAC2 PAC3
afectado’ Michoacan Michoacan Puebla | Michoacan Michoacan Texcoco | Jalisco  Jalisco
1980 1984 1988 1990 1993 1994 1990 1992
Lactantes*
Nervioso ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
Respiratorio ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
3-4 meses
Nervioso - - - ++ ++ ++ - -
Respiratorio + + + ++ ++ + - -
Adultos®
Nervioso - - - - - - - _
Respiratorio - - - + + + _ _
Reproductor
Masculino - - - ++ ++ ++ ++ ++
Femenino + + + + + ++ ++ ++

+ significa que el signo fue observado. ++ significa que el signo se presentd en abundancia, -
significa que el signo no fue observado.

' Conjunto de signos clinicos observados durante el aislamiento de cada cepa viral, los detalles
clinicos se dan en el texto.

2 Datos publicados (Ref. 20)

® El virus LPM fue aislado de la misma zona donde se aislé el POA, pero no se tienen los datos
clinicos exactos de la granja donde se presento el brote por este virus.

4 Cerdos menores de 1 mes de edad.

® En este trabajo se consideran cerdos adultos a animales de mas de 9 meses de edad que son
maduros sexualmente.

Nuestros estudios se centraron entonces en la glicoproteina HN, responsable del
reconocimiento de receptores celulares y de la actividad neuraminidasa. Para esto se
realizé la purificacion de una forma activa de esta proteina en las cepas LPM, PAC1 y
PAC3; y se realizaron ensayos de hemaglutinacion y de competencia con azucares.
Aunque la proteina HN del virus PAC3 mostré una actividad hemaglutinante 1.5y 2 veces
mas alta que los virus PAC1y LPM, los ensayos de competencia realizados mostraron que
las tres cepas tenian la misma especificidad, es decir, que todas reconocen residuos de
acido sialico unido en enlace 02,3 a galactosa (35). Algun otro factor deberia estar
involucrado en los cambios en la patogenicidad y virulencia viral.
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Al estudiar la actividad enzimatica de la glicoproteina HN, encontramos que la cepa
PAC3 presentaba 2 y 3 veces mas actividad de neuraminidasa (V,,,,) que PAC1y LPM,
respectivamente. Sin embargo, la afinidad por los sustratos (K,) fue similar y la
especificidad por sialil(a2,3)lactosa y una proteina sialilada, fetuina, fue la misma en las
tres cepas. Ninguna de las neuraminidasas hidrolizé los azucares sialil(a2,6)lactosa, nila
caseina equina que tiene un alto contenido de acidos neuraminicos O-acetilados (36).

¢Es la neuraminidasa un factor de virulencia?

En estudios realizados con el virus de influenza humana tipo A, cuyas propiedades
bioldgicas son similares a las de los rubulavirus, se ha observado que una mutante con
baja actividad de neuraminidasa produce en ratones una infeccion mas benigna que la
observada con la cepa silvestre, la cual posee una actividad enzimatica mayor (37). Estos
datos sugieren que la neuraminidasa podria jugar un papel en la virulencia de estos virus.
Se ha postulado que una de las funciones de la neuraminidasa es la de favorecer la salida
de los viriones de la célula (38-40), asi como evitar la autoagregacion de los mismos
cuando han sido liberados al exterior (1, 41). Respecto de la primera propuesta, un virién
con baja actividad neuraminidasa se quedaria anclado en la membrana celular mucho mas
tiempo que un virion con una mayor actividad enzimatica. Esto ultimo puede ser
extrapolado a la infeccion de cultivos celulares con las cepas del Rubulavirus porcino. Si
consideramos que el virus PAC3 posee mayor actividad enzimatica, seria légico pensar
que sera liberado al medio antes que las otras dos cepas. En apoyo a esto se ha detectado
la liberacion del virus PAC3 a partir de las 12 horas pos-inoculacién (hpi), mientras que las
otras dos cepas tardan mas de 24 h en ser identificadas en el medio de cultivo de las
células infectadas. Un indicio mas de la rapida liberacion de los viriones es la lisis celular
que se presenta en las células infectadas con PAC3, incluso antes de que se puedan
observar sincitios. Esto sucede igualmente a las 12 hpi y se va incrementando con el
transcurso de la infeccion, llegando a una lisis total del cultivo a las 72 hpi, mucho antes
que las otras dos cepas (35). Estos datos sugieren que el virus, al ser liberado mas
facilmente de la célula, puede migrar a otros sitios y provocar una infeccion mas
diseminada, aunque no necesariamente con mayor potencial de dafo a los tejidos, como
ocurre en los animales infectados por el virus PAC3.

Por otro lado, se ha reportado que un virus con baja actividad de neuraminidasa,
se puede diseminar de célula a célula por el proceso de fusion de membranas, mientras
que un virus con mayor actividad de neuraminidasa no se disemina de esta manera porque
la misma enzima degrada al receptor en la célula vecina y no pueden fusionarse sus
membranas. Esto apoya nuestros resultados, ya que los virus con menor actividad
enzimatica LPM y PAC1, producen mayor numero de sincitios. Extrapolando a manera de
hipdtesis a la infeccion en el organismo, un virus con baja actividad de neuraminidasa
podria tener el tiempo suficiente para adherirse a la mucosa nasal y pasar por fusion al
SNC, como lo hace el virus LPM. La combinacion de un gran potencial fusionante y
enzimatico en el virus PAC1, tal vez sea responsable del incremento en la virulencia de
esta cepa, que no solo dafia mas el SNC de cerdos neonatos, sino que logra infectar
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también el SNC de cerdos de 3-4 meses de edad (33). Por su parte el virus PAC3 tiene
una actividad enzimatica tan alta (y una actividad fusionante tan baja) que no siempre
puede permanecer adherido al epitelio de la mucosa nasal el tiempo suficiente para
asegurar un infeccion eficiente en la mucosa olfatoria y de ahi pasar al SNC, por lo que es
arrastrado por la corriente aérea hacia otros sitios para producir una infeccion sistémica.

¢ Puede la neuraminidasa inducir muerte celular?

De acuerdo con nuevos hallazgos en el virus de la influenza A, la neuraminidasa es
un factor esencial en el dafo que se presenta en las células infectadas, ya que
comparando dos cepas distintas, se observo que la cepa con mayor actividad indujo en
cultivos celulares un mayor numero de células apoptéticas. Dicho proceso parece ser
desencadenado por la eliminacion de un residuo de acido sialico en el factor de
crecimiento tumoral 3 (FCTb), lo que activa una serie de eventos que culminan con la lisis
celular a través de apoptosis. Un evento similar ocurre en linfocitos: ciertas
neuraminidasas, al eliminar los residuos de acido sialico, exponen residuos de galactosa
que son reconocidos por galectinas transmembranales que inducen una cascada de
sefales que culminan en apoptosis. Estos datos son importantes porque sugieren que el
mayor dafio a las células, observado en la infeccion de cultivos celulares con el virus
PAC3, no es causado esencialmente por la replicacion viral sino por el proceso apoptético,
desencadenado entre otros factores, por la neuraminidasa viral (42, 43).

¢, Como responde el organismo a la infeccion viral?

Como mencionamos al principio de este trabajo, la patogenia viral no sélo abarca
el estudio del dafio ocasionado directamente por la replicacién viral. También debe incluir
la participacion de la respuesta inmune en el establecimiento de un estado de resistencia
a la infeccidn, su participacién en la produccion de factores que controlen la diseminacion
y la replicacion viral y el papel que juegue esta respuesta en la generacion del dafio a los
tejidos.

Los anticuerpos Yy los linfocitos T son los principales sistemas efectores para
resolver la infeccion viral. Los anticuerpos pueden reconocer virus en forma libre o células
infectadas por virus. Ellos controlan las infecciones neutralizando las particulas virales o
produciendo la muerte de las células infectadas a través del proceso de citotoxicidad
mediada por anticuerpos realizada por el sistema del complemento o por células
citotdxicas. Las proteinas importantes en estos procesos son las proteinas de la superficie
viral y aunque se producen anticuerpos contra componentes internos del virion, éstos no
son importantes en la neutralizacion de la infeccion. Cambios en la estructura o en la
expresion de las proteinas de superficie pueden ser mecanismos importantes mediante
los cuales los virus evaden el reconocimiento y la eliminacion por anticuerpos.
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En contraste con los anticuerpos, los linfocitos T sélo pueden reconocer al antigeno
en asociacion con moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), que se
expresan en la superficie de macréfagos y otras células especializadas en la presentacion
de antigenos. Una importante consecuencia de este modo de reconocimiento es que los
linfocitos T no pueden reconocer virus libres, y su actividad antiviral esta confinada a las
células infectadas. El mecanismo primario utilizado por los linfocitos T CD8+ para controlar
la infeccion viral es eliminar a las células infectadas. Las células CD8+ también controlan
el crecimiento viral produciendo citocinas antivirales como el interferén gamma y el factor
de necrosis tumoral, que interfieren con la replicacion viral. Los linfocitos T CD4+ juegan
un papel central en la inmunidad antiviral pues participan en el control de la infeccion por
medio de diversos mecanismos. Ellos producen proteinas con actividad antiviral, estan
involucrados en la activacion y reclutamiento de macrofagos y ayudan, mediante la sintesis
de citocinas, en la produccion de anticuerpos y en la respuesta citotoxica mediada por
linfocitos T CD8+ (44).

La respuesta humoral contra el Rubulavirus porcino se inicia con la produccion de
anticuerpos desde la primera semana posinfeccion. Durante las primeras 4 semanas los
titulos se incrementan entre 4 y 6 log2 (unidades logaritmicas en base 2) y a partir de la
quinta semana llegan aincrementarse hasta 8.5 unidades logaritmicas (28). En la infeccion
natural se han encontrado anticuerpos hasta 18 meses después de presentados los signos
clinicos de la enfermedad (21). La inmunidad humoral es de gran importancia en el control
de la diseminacion sistémica de la infeccion ya que titulos elevados de anticuerpos
coinciden con la desaparicion de la viremia (27). Los anticuerpos generados estan dirigidos
principalmente contra la proteina HN y son capaces de inhibir la hemaglutinacion y
neutralizar la infeccién viral (28). Los anticuerpos contra el Rubulavirus porcino pueden
ser inducidos utilizando como antigeno virus inactivado con formalina y esta inmunidad
puede transmitirse de la madre a los hijos al vacunar a cerdas en gestacion. Los
anticuerpos adquiridos pasivamente de la madre, a través de la placenta o al consumir el
calostro y la leche, logran controlar la infeccion y reducir los indices de morbilidad y
mortalidad en los lechones nacidos de cerdas vacunadas (45). Ensayos in vitro muestran
que los anticuerpos especificos contra el Rubulavirus porcino o contra determinantes
antigénicos de la proteina HN poseen actividad neutralizante (46). No obstante estos
resultados alentadores, hasta el momento no se ha logrado producir una vacuna que sea
lo suficientemente efectiva para controlar la infeccion en el campo. Al respecto, en el
laboratorio hemos encontrado que las diferentes cepas del rubulavirus que circulan en la
poblacién porcina poseen diferencias antigénicas (Figura 6) que les permiten evadir la
respuesta inducida por algun otro serotipo viral (34).

El primer cambio que se observa en la respuesta inmune celular después de la
infeccion con Rubulavirus porcino es un aumento en el numero de linfocitos T citotoxicos
(CD8+). Esto ocurre durante la primera semana, demostrando la importancia de estas
células en el control de la infeccidén. Un evento intrigante es una notable reduccién en el
numero de linfocitos CD4+ que ocurre en la tercera semana posinfeccion. Este fendmeno
puede estar ligado a dos eventos: por un lado, las células especificas para antigenos
virales son reclutadas a los tejidos infectados para participar en el control de la infeccién.
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Esto es sugerido por la abundancia de linfocitos y monocitos observados en los tejidos
infectados (29). Por otra parte, se ha demostrado que los linfocitos CD4+ estimulados por
el virus se transforman en linfocitos CD4+CD8+. Los estudios realizados demuestran que
esta poblacién de linfocitos T responden de manera especifica al virus para convertirse en
células de memoria productoras de citocinas de tipo 2 (principalmente interleucina 10), las

Cuadro 4. Respuesta Inmune Antiviral. El sistema inmune esta formado por
diferentes tipos de linfocitos que participan en el control de la infeccion viral. Los
linfocitos B se especializan en la producciéon de inmunoglobulinas o anticuerpos que
al reconocer a los virus libres (1) evitan que se adhieran a la célula y por lo tanto
neutralizan la infeccion viral (2). Al reconocer antigenos virales en las superficies de
células infectadas (3), promueven la actividad citolitica (4) de células asesinas naturales
(NK, natural killers). Los linfocitos T se encargan de lainmunidad mediada por células
y se dividen en linfocitos T cooperadores (CD4+ o T,,) y linfocitos T citotoxicos (CD8+
o T.). Los linfocitos T, CD8+ producen sustancias citotoxicas (perforinas) que
destruyen la membrana de las células infectadas por virus (5). Los linfocitos T, CD4+
organizan las actividades de las demas células inmunes para producir una respuesta
inmune adecuada a cada antigeno; esto lo logran mediante la liberacion de mediadores
quimicos llamados citocinas, que modifican el estado de actividad de las otras células.
A su vez los linfocitos T CD4+ se subdividen en Linfocitos T,,, (cooperadores 1) y T,
(cooperadores 2):

los primeros inducen

respuestas de tipo o

YN . citocinas

citotdéxico (6), mien- \'4

tras que los segun- v sz citocinas
dosinducen respues- v v

tas mediadas por

anticuerpos (7). En el LY
cerdo se ha identifi- S
cado la abundancia perforinas
d_e una qulacién de 4
linfocitos T
CD4+CD8+ (muy
escasos en el ser
humano) que partici-
pa en la generacion
de memoria inmuno-
I6gica contra virus y
que, en el caso del
Rubulavirus porcino
se comportan como
linfocitos T,,,.
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cuales inducen una respuesta inmune mediada por anticuerpos (47,48). Este tal vez sea
un mecanismo inducido por los rubulavirus para modular la respuesta antiviral y sobrevivir
en el hospedero evitando la actividad citolitica de los linfocitos T.
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Figura 6. Reacciones antigénicas cruzadas entre cepas del Rubulavirus porcino.
Este esquema es un compendio de diversos ensayos, los anticuerpos utilizados
fueron: 1a: suero de cerdo infectado experimentalmente con virus LPM. 1b: suero
hiperinmune de conejo anti- LPM. 1c: suero hiperinmune de conejo contra la
proteina HN del virus LPM. 2a: suero de cerdo infectado experimentalmente con
PAC1. 2b: suero de cerdo infectado naturalmente con PAC1. 3a: suero hiperinmune
de conejo anti-PAC3. 3b: suero de cerdo infectado naturalmente con PAC3. 4a, 4b
y 4c: suero de tres diferentes cerdos infectados naturalmente con PAC5. Una flecha
ancha indica una reaccién intensa de reconocimiento. Una flecha delgada indica
una reaccion antigénica débil. Una flecha truncada con cabeza redondeada indica
falta de reconocimiento.

La importancia de la respuesta inmune celular en el control de la infeccidn viral fue
evaluada midiendo la capacidad proliferativa de células inmunes en respuesta al antigeno
viral y a los mitbgenos concanavalina A y fitohemaglutinina. Una fase de inmunosupresion
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pasajera fue identificada en los animales infectados, representada por indices de
proliferacion muy bajos con los dos mitdgenos (28). Esta inmunosupresion puede ser la
razon de que se haya descrito un incremento en la susceptibilidad a padecer infecciones
secundarias en los animales infectados con Rubulavirus porcino (20). El analisis de los
valores de los diferentes tipos de leucocitos en los animales infectados mostré que durante
la tercera semana de la infeccion se presenta una disminucion del 19% de linfocitos T, de
28% de linfocitos B y de 53% de monocitos en comparacion con los valores promedios
observados en los animales sanos utilizados como testigos (28). Esta disminucién puede
ser resultado de la infeccion de células sanguineas que hemos identificado durante la fase
de viremia que se presenta entre los dias 14 y 21 pos-infeccion (27). La identificacion de
antigeno viral, en el interior de células mononucleares circulantes y en células inmunes de
nodulos linfaticos, indica que el mismo sistema inmune es blanco de la infeccion viral,
aunque no se presente una notable alteracién en los mecanismos de respuesta como
ocurre en virus verdaderamente inmunosupresores.

Inmunopatologia

Hasta el momento no se han realizado experimentos para conocer la participacion
del sistema inmune en el dafio a los tejidos durante la infeccién por Rubulavirus porcino.
No obstante, observaciones indirectas indican que la respuesta inmune esta involucrada
al menos en dos eventos patoldgicos. Stephano ha propuesto que la opacidad de la cérnea
es una reaccion de hipersensibilidad mediada por complejos inmunes (20). La gran
respuesta de anticuerpos circulantes contra el Rubulavirus porcino observada en las
infecciones experimentales y la identificacion de una abundante expresion de receptores
virales en el tejido ocular hacen suponer que efectivamente hay una deposicion de
complejos inmunes en la camara anterior del 0jo, lo que produce la opacidad corneal. El
otro evento es la formacion del granuloma epididimario que se presenta en los cerdos
adultos. Al parecer el virus llega al epididimo transportado por células inmunes que infiltran
el tejido, la abundante replicacion viral en ese sitio y en los conductos seminiferos atraen
una gran cantidad de células inmunes: monocitos, linfocitos T y células plasmaticas, que
en su afan por destruir las células infectadas, terminan por dafar las paredes de los
conductos, dejando escapar a los espermatozoides al tejido intersticial, lo que genera un
circulo vicioso de activaciéon de células fagociticas y citotdxicas que incrementan el dafio
a los tejidos circundantes. El granuloma que se forma produce un engrandecimiento
testicular anormal, y el dafio al tejido puede ser tan importante que induzca la involucién
y la atrofia del testiculo afectado (29).

Conclusiones.
La generacion del dafio a los tejidos durante la infeccidn por Rubulavirus porcino
involucra diversos factores moleculares. El virus posee componentes estructurales que

causan dafo directo a las células infectadas o que modulan la respuesta inmune con el
fin de asegurar su supervivencia en el organismo. Esto induce una inmunosupresion
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pasajera que favorece las infecciones secundarias y el debilitamiento organico. Por otra
parte, los elementos de la respuesta inmune en su intento de controlar y eliminar la
infeccidn viral, producen dafio a las células infectadas y a los tejidos vecinos no infectados.
No hay duda que la hemaglutinina-neuraminidasa juega un papel decisivo en la
susceptibilidad celular y en el tropismo tisular del virus. Nuestros estudios indican que la
neuraminidasa es un probable factor de virulencia. No obstante, aun nos falta mucho por
conocer sobre las procesos moleculares que participan en la patogenesis viral.
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1. Introduccién

Muchos medicamentos actualmente en uso deben su descubrimiento
tanto al estudio de remedios tradicionales como al aislamiento de principios activos de
productos naturales, o bien a cierto azar, como en el caso de la penicilina (1). Sin
embargo, en el desarrollo moderno de farmacos se utiliza la tecnologia mas sofisticada
para realizar busquedas sistematicas a gran escala con el proposito de encontrar
sustancias cada vez con mayor potencia medicinal y menor toxicidad.

Una primera etapa en el complejo proceso del desarrollo de farmacos es
la eleccion del sujeto de estudio, también conocido como molécula blanco, sobre la que
actuara el medicamento para lograr el efecto terapéutico deseado. Diversas
investigaciones sobre los farmacos empleados en las ultimas décadas han revelado que
la accion terapéutica de éstos incide principalmente en proteinas (2), ya sea como
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receptores moleculares o como enzimas (Figura 1). Por esta razon, en el disefo
racional de medicamentos las proteinas pueden considerarse como la primera opcién
para fungir como moléculas blanco. La seleccion de la proteina especifica de trabajo
dependera de la informacion disponible sobre el mecanismo molecular responsable del
desarrollo de la enfermedad particular que se estudie.

Receptores Moleculares (45%)

\ Receptores Nucleares (2%)
ADN (2%)

f,,A. Canales I6nicos (5%)

\/ﬁw Blancos desconocidos (7%)

N

Hormonas y
Factores (11%)

Enzimas (28%)

Figura 1. Distribucién de moléculas blanco en un estudio sobre 485 farmacos de uso
actual.

El efecto deseable en un nuevo farmaco es el control de los procesos
bioquimicos alterados en un paciente, o bien el evitar que un organismo patdégeno
realice sus procesos invasivos naturales. En este ultimo caso, lo ideal es seleccionar
como molécula blanco a una proteina que sea indispensable para la supervivencia del
organismo patoégeno y que esté ausente en el huésped; asi, un farmaco que se una a
esa proteina e impida su correcto funcionamiento tiene posibilidades de ser un buen
antibiotico. La identificacibn de moléculas blanco con estas caracteristicas es
complicada ya que en muchas ocasiones, la proteina en cuestidon existe
simultdneamente en el huésped y en la especie patégena y es entonces necesario que
el ligando, o farmaco por desarrollar, se fije exclusivamente a la proteina del patdégeno
(3). En los casos donde la enfermedad que desea tratarse se debe al funcionamiento
inapropiado de la maquinaria molecular del propio paciente, es preciso indagar el tipo y
modo de accion particular de las enzimas involucradas en la disfuncion y elegir como
blanco de estudio la molécula que esté mejor caracterizada. La eleccion del sujeto de
estudio puede validarse a través de experimentos que permitan conocer el efecto de la
modificacion funcional del blanco (o incluso, de la ausencia total del mismo) sobre un
microorganismo.

Cuando se trabaja con proteinas, y particularmente con enzimas como
sustancias blanco, deben considerarse tres factores importantes: la especificidad o
selectividad molecular de la enzima, la afinidad o fuerza con que se fija el sustrato a
ella, y la geometria del sitio de union. Muchos farmacos son inhibidores de la funcién de
una enzima a través de un bloqueo efectivo del sitio activo o de las zonas coadyuvantes
de la catalisis (4,5). En estos casos es deseable desarrollar compuestos que se unan
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con gran firmeza y alta especificidad a los sitios funcionales, y para desarrollar un
farmaco con ambas caracteristicas es imprescindible conocer con detalle la geometria
del sitio de unidn.

La siguiente etapa del proceso en el disefio de medicamentos es la identificacion
de moléculas lider, que son aquellos compuestos que muestran tener una actividad
significativamente alta sobre el blanco seleccionado. En esta fase del trabajo es preciso
realizar una serie de experimentos en microescala con varios cientos de miles de
compuestos distintos. Estos ensayos masivos de laboratorio son realizados
rutinariamente por las grandes companias farmacéuticas; y son costosos dado que
requieren de la instrumentacién de pruebas biolégicas que puedan ser realizadas y
analizadas agilmente, y porque ademas se requiere de un banco enorme de
compuestos quimicos que debe ofrecer acceso y consulta expeditos.

Las moléculas lider que demuestran ser quimicamente viables y poseer alta
actividad bioldégica son caracterizadas estructuralmente y sometidas después a un
proceso de optimizacion de su potencia farmacolégica. En este paso se generan
derivados de las moléculas lider, y se determina su estructura tridimensional, asi como
la relaciéon que existe entre la actividad biolégica que manifiestan y algunas de sus
propiedades moleculares; tarea que se lleva a cabo con el empleo de la técnica
conocida como QSAR (siglas en inglés para Quantitative Structure-Activity Relationship)
(1). Los resultados obtenidos con esta técnica dirigen el disefio de nuevos compuestos
con actividad farmacoldgica que se presume sera mayor a la de los lideres previos.
Estos nuevos compuestos deben ser sintetizados en el laboratorio y, si confirman
poseer mayor potencia farmacoldgica, se reincorporan al proceso de optimizacion en
una serie de etapas iterativas. Si alguna de estas sustancias logra unirse con suficiente
firmeza al blanco, entonces se realiza un estudio detallado de su viabilidad biolégica, su
estabilidad quimica y metabdlica, sus propiedades fisicoquimicas (solubilidad,
lipofilicidad, etc.), su selectividad y su posible mecanismo de accién. Antes de que un
producto salga al mercado, es preciso realizar muchas pruebas sobre organismos
especificos para determinar los efectos secundarios y la dosis correspondiente para su
administracion a seres humanos.

Los ensayos masivos que se llevan a cabo en las primeras etapas del desarrollo
de farmacos, requieren de un gran despliegue de recursos puesto que, ademas de
utilizar grandes bancos de datos, es necesario obtener, procesar y almacenar
cantidades colosales de resultados experimentales. Por esta razon, en anos recientes
se ha optado por los estudios in silico, donde una simulaciéon molecular por
computadora realiza los ensayos masivos con el fin de hallar moléculas lider de una
forma eficiente y relativamente econdémica.

En este texto se describira un método de simulacion por computadora para el
desarrollo de farmacos que ha rendido resultados exitosos. Este método de
reconocimiento molecular o docking, es ampliamente utilizado alrededor del mundo por
compaiias privadas y por instituciones de investigacion publica para el hallazgo de
nuevos compuestos con efectos terapéuticos. Si bien la técnica del docking representa
una alternativa a los procedimientos de ensayo masivo de laboratorio, también, y de
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manera mas importante, ella ha sido utilizada en el diseiio de farmacos, tanto para
llevar a cabo las etapas de identificacion del sitio de union sobre el blanco, como las de
construccion y evaluacion de los complejos moleculares resultantes. En la siguiente
seccion se describiran los pasos que conforman al docking como método para el
desarrollo de compuestos farmacéuticos.

2. Simulacion del reconocimiento molecular

Para describir la metodologia del docking es util dividirla en una serie de etapas
(Figura 2). La primera de ellas consiste en disponer de la estructura tridimensional de la
molécula blanco, la cual debe ser acondicionada para los calculos subsecuentes y
sobre la que debe identificarse el sitio de unidn de una molécula de prueba
(generalmente pequefia en relacion con el blanco). La siguiente etapa requiere poseer
un archivo numeroso de ligandos potenciales, esto es, moléculas organicas con
estructuras tridimensionales conocidas y que se encuentran en condiciones adecuadas
para simular su asociacion al blanco. La tercera etapa, que es la parte medular del
meétodo, consiste en un algoritmo de computadora que toma cada uno de los ligandos
de la base datos y lo coloca dentro del sitio de unidn en una gran cantidad de
orientaciones (6).

1a. Etapa 2a. Etapa
BLANCO LIGANDOS

Estructura tridimensional del blanco Base de datos de ligandos

Preparacion de la molécula Preparacion de las moléculas

Definicidn del sitio de unién Asignacion de cargas atdmicas

3a. Etapa
COMPLEJOS

Formacion y evaluacion de los complejos

Analisis y validacion de resultados

Figura 2. Diagrama simplificado de las etapas de simulaciéon del reconocimiento
molecular o docking.
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Durante esta etapa es indispensable emplear un criterio numérico para distinguir
cual de todas las disposiciones probadas resulta ser la mas adecuada, es decir, la que
adoptaria el ligando si tuviera acceso al sitio de union; a este criterio le llamaremos
puntaje. Una vez establecidas las condiciones descritas anteriormente, el proceso para
probar orientaciones se repite para cada ligando de la base de datos, ésta es la etapa
que consume la mayor cantidad de tiempo de calculo. Finalmente, el programa de
computo ordena los diferentes compuestos probados de acuerdo al puntaje de su
orientacion Optima y entonces, el usuario puede analizar estos resultados y planear
experimentos para validar los resultados generados en la simulacion por computadora.
A continuacién se discutiran algunos detalles de cada una de las etapas descritas para
el proceso de docking, donde se utilizara como ejemplo en las figuras a una proteina
indispensable en la ruta de la glucdlisis, la triosafosfato isomerasa (7) (Figura 3).

Figura 3. Estructura tridimensional de la triosafosfato isomerasa usada como
blanco en el ejemplo de docking de este trabajo.

133



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXVI (2002)

2.1 El blanco y su sitio de union
2.1.1 Estructura tridimensional

Para un estudio de docking es indispensable que la estructura tridimensional del
blanco haya sido previamente determinada, ya sea por difraccién de rayos X (Figura 3)
0 por resonancia magneética nuclear. La fuente principal de estructuras tridimensionales
de proteinas es el PDB (Protein Data Bank), el cual es de acceso gratuito a través de la
red en la direccion www.pdb.org. Sin embargo, en la mayor parte de los casos los
archivos depositados en esta base de datos no pueden ser utilizados directamente en
estudios de disefio de farmacos, sino hasta realizar algunas adecuaciones. Aunque
cada caso tiene sus peculiaridades, puede generalizarse que las modificaciones mas
comunes que deben hacerse a estas moléculas son: la adicion de los atomos de
hidrégeno, que representan casi la mitad de los atomos totales en una proteina, y cuya
posicion normalmente no es detectada por la técnica de difraccion de rayos X; la
remocion de las moléculas de agua que estan unidas a la superficie de la proteina, y
que con gran frecuencia ocupan el sitio de unién; la eliminacién de ligandos presentes
durante la determinacion de la estructura tridimensional de la macromolécula; y
finalmente, el modelado de las regiones que no pudieron ser determinadas
experimentalmente o que resultaron ser ambiguas. Para la mayoria de los esquemas de
evaluacion numérica durante el docking es imprescindible conocer la carga eléctrica
que corresponde a cada atomo del blanco (y del ligando, como veremos mas adelante).
Una forma sencilla de establecer estas cargas es asignar, de acuerdo con el pH en la
simulacién, carga positiva a los atomos de nitrégeno de las cadenas laterales de
arginina, lisina e incluso histidina; negativa a cada atomo de oxigeno de los grupos
carboxilato; y neutra al resto de los atomos. Sin embargo, este procedimiento no
considera los efectos electrostaticos que pueden sufrir los atomos con cargas parciales;
por ejemplo, el oxigeno en un grupo carbonilo de la cadena principal puede llegar a
tener una carga de hasta -0.4. Para incluir estos efectos en la simulacion pueden
consultarse valores promedio calculados para cada uno de los atomos de los
aminoacidos que constituyen a las proteinas (8) y que normalmente representan una
buena opciodn inicial en la asignacién de cargas parciales.

2.1.2 Sitio de union en el blanco

La superficie de una proteina es irregular, con una serie de protuberancias y
cavidades que forman un relieve complejo. Generalmente, es en estas cavidades donde
las moléculas organicas pueden unirse. Sin embargo, debido al tiempo de calculo que
implica, no es practico probar el conjunto de las moléculas de la base de datos en todas
las orientaciones posibles sobre cada uno de los sitios potenciales de union. Por ello es
necesario seleccionar una sola de esas cavidades para su estudio. Si la proteina es una
enzima o un receptor, la eleccion directa es analizar el sitio activo o de reconocimiento;
ya que cualquier molécula que pueda unirse a este lugar impedira que la proteina
realice adecuadamente su funcion biolégica. Lamentablemente, no siempre es posible
dirigir el disefio de inhibidores sobre el sitio activo, pues es una region que esta muy
conservada en diferentes especies a lo largo de la evolucién, esto hace que el ligando
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se una con la misma afinidad a la enzima de un organismo patdégeno que a la del
huésped. Existen dos alternativas que para identificar posibles sitios de unién para el
reconocimiento de moléculas pequefias. La primera es computacional y consiste en
revisar la superficie molecular en busca de cavidades con ciertas caracteristicas de
tamano, hidrofobicidad y grupos funcionales. La segunda es experimental y en ella se
requiere determinar los sitios donde se albergan moléculas de solvente organico que
difunden por el cristal de una proteina (9) (Figura 4). La ubicacion de tales moléculas de
solvente se determina por difraccion de rayos X y se consideran probables sitios de
unién para un ligando (4). Es necesario enfatizar en este momento que la unién de un
ligando en una de estas zonas no necesariamente afectara la funcion de la enzima.

Figura 4. Estructura tridimensional obtenida al permitir la difusién de hexano a través
de cristales de la triosafosfato isomerasa. La posicion de las moléculas de hexano se
muestra en color negro.

2.2 Seleccion de ligandos
Una vez preparada la molécula blanco cuya funcion se desea alterar, y ya

seleccionada la cavidad o sitio de unién sobre ella, es necesario realizar una busqueda
de las moléculas organicas mas afines a este sitio que logren actuar como ligandos
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potentes. Para esta busqueda se emplean las grandes bases de datos de compuestos
organicos que estan disponibles a través de la red (10) y que provienen tanto de fuentes
publicas como privadas. Aunque el acceso a las primeras es gratuito, la consulta a las
segundas resulta bastante oneroso.

Estas bases de datos, que contienen del orden de miles de moléculas distintas,
son de gran utilidad en el proceso de docking, donde la intencién es realizar un
muestreo amplio de los compuestos existentes, para asi incrementar la posibilidad de
éxito en la identificacion de sustancias potencialmente utiles como farmacos. Muchas
de las moléculas contenidas en las bases de datos que provienen de empresas
privadas poseen las caracteristicas mas comunes observadas en los medicamentos
conocidos (Tabla 1), situacion que no es compartida por las fuentes de informacion
publicas. Para hacer uso de los compuestos presentes en cualquiera de estos dos tipos
de bases, es necesario someterlos una serie de etapas de adecuacion previas a la
simulacién por computadora. El acondicionamiento a que deben sujetarse las moléculas
es similar al discutido en la seccidon anterior para el blanco, esto es: a) deben afadirse
atomos de hidrégeno, ya que en muchos complejos proteina-ligando estan involucradas
las interacciones de puentes de hidrogeno; b) debe darse una representacion
tridimensional a las moléculas, pues en la mayoria de los casos solo se cuenta con una
imagen plana o una formula codificada de ellas (11-13) y; c) debe estimarse la carga
parcial de cada uno de los atomos que constituyen al compuesto. En esta ultima tarea,
debe considerarse que las moléculas pequefias poseen una mayor variedad de tipos de
atomo y grupos funcionales que las proteinas conocidas. Por ello, en vez de emplear
tablas de valores promedio para la asignacién de cargas, se utiliza un algoritmo basado
en calculos de electronegatividad de los atomos involucrados en cada enlace quimico
(14).

Debido a que la serie de etapas de preparacién debe realizarse sobre cada una
de las moléculas que integran las enormes bases de datos de compuestos quimicos, se
han desarrollado paquetes de cOmputo que realizan esta ardua tarea de forma
automatica y eficiente (15).

Tabla I. Propiedades moleculares de farmacos potenciales (16)
Propiedad Valor minimo Valor maximo
Donadores de puentes de hidrogeno 0 5
Aceptores de puentes de hidrogeno 0 10
Carga eléctrica formal -2 +2
Numero de enlaces con rotacion libre 0 8
Masa molar (Da) 200 500
Numero de atomos pesados 20 50
Hidrofobicidad (Log P)? -2 5
@ P se define como el coeficiente de particion entre una fase organica y una
acuosa.
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2.3 Simulacién de la formacién de complejos

La tarea de acomodar una molécula organica en una cavidad de la proteina
blanco no es sencilla. Como analogia, podria pensarse en estacionar un automovil en
un sitio estrecho orientandolo al azar en diferentes posiciones, s6lo que el caso
molecular es tridimensional y no hay informacién previa de cual es la colocacion
correcta. Justamente ésta es la razén para desarrollar esquemas numéricos de puntaje
para cada orientacién (17). En el mas sencillo de estos esquemas se determina el
numero de contactos totales que pueden establecerse entre cada pareja de atomos del
sitio de union y del ligando, en una orientacion particular de éste. Se considera formado
un contacto cuando un atomo del ligando y otro del sitio de unién se encuentran a una
distancia menor o igual a la de un valor umbral (v.g. 5 A). Si la forma geométrica del
ligando es complementaria a la de la cavidad (Figura 5), una orientacién adecuada
generara un gran numero de contactos y se le asignara un puntaje alto; por supuesto
que debe haber penalizaciones por el traslape de cualquier atomo del ligando con los
de la proteina para evitar asi interacciones no realistas (Figura 6d).

Figura 5. Detalle de la interaccion ligando-proteina donde puede apreciarse la
complementaridad geométrica de la molécula organica (esferas oscuras) y los atomos
de la cavidad.
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Aunque este criterio de evaluacion es bueno para detectar compatibilidad
geomeétrica, no considera la naturaleza de los atomos que interactuan, es decir, otorga
el mismo peso a tener dos atomos cercanos con carga del mismo signo que con carga
opuesta o sin ella. Una forma alterna y mas confiable para asignar puntajes consiste en
hacer uso de programas de regularizacién de geometria o de simulacion de dinamica
molecular (18). La intenciéon es emplear ecuaciones matematicas de la fisica clasica que
determinen la energia no covalente de la unién blanco-ligando como funcién de las
distancias atomicas entre moléculas. Por ejemplo, para calcular la energia electrostatica
entre dos atomos cargados puede utilizarse la ecuacion de Coulomb:

E—j.98°9
BL
Donde gg y q; son las cargas parciales de un atomo del blanco y uno del ligando,

respectivamente, y dg; es la distancia entre ellos. Valores negativos, generados por
cargas con signo opuesto, indican interacciones favorables, y viceversa.

Figura 6. a) Evaluacion de la interaccion entre un atomo de carbono en un punto de la
malla y el sitio de unién, la evaluacion se repetira para cada punto de la malla y para
cada tipo de atomo. b) Las interacciones del atomo de carbono (y de los demas) de la
molécula ya fueron precalculadas. La energia de interaccion es la suma de esos
valores. c) Una orientacion diferente de la misma molécula requiere los valores
precalculados para los atomos en los nuevos sitios de la malla. d) Ejemplo de
interaccion no realista donde parte del ligando se traslapa sobre la molécula blanco. El
atomo de nitrégeno recibe una penalizacién alta.
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De esta forma, como es de esperarse, la menor distancia entre atomos genera la
mayor energia de interaccidén. Para estimar las relaciones de tipo van der Waals existe
una expresion matematica tipicamente descrita por:

4 B

g2 6
dBL dBL

Donde A y B representan los valores de constantes que dependen de la
naturaleza de los dos atomos que establecen la interaccidn. En los calculos de docking
es comun emplear mas de un criterio de asignacion de puntaje para evaluar de manera
mas completa las diferentes orientaciones que adquiere cada una de las moléculas en
la cavidad del blanco. Es importante mencionar que los calculos de energia, debidos
tanto a las contribuciones electrostaticas como a las de tipo van der Waals, deben
repetirse para cada pareja de atomos que intervienen en el reconocimiento molecular.
Si el ligando tuviera 40 atomos y el blanco 8000 jel numero de contactos que deberia
calcularse es de mas de 300,000 para cada una de las orientaciones posibles del
ligando! La tarea computacional crece con el numero de atomos asi como una gran bola
de nieve que se desliza por una ladera, pues la cantidad de orientaciones rigidas a
probar puede ser de varios cientos para cada una de las cerca de cien mil moléculas
que constituyen las bases de datos de estructuras de compuestos organicos. Con el
propésito de aligerar el tiempo de calculo, los diferentes programas de simulacién por
computadora utilizan una amplia gama de aproximaciones; por ejemplo, dado que las
interacciones entre atomos disminuyen con la distancia, pueden obviarse los calculos
que involucren a los atomos mas alejados del sitio de reconocimiento. También puede
reducirse el numero de orientaciones del ligando a través de una seleccion y evaluacion
de los arreglos tridimensionales que produzcan los mejores contactos con las paredes
de la cavidad (19, 20); volviendo al ejemplo del automdvil que se estaciona, seria
equivalente a elegir solo los arreglos que mantuvieran al menos una llanta a una
distancia menor o igual a 30 cm de la banqueta; sin invadirla. Una estrategia mas
consiste en calcular la energia que tendria un atomo de cada tipo representativo de las
moléculas organicas (carbono, oxigeno, nitrogeno, azufre, etc.) que de manera
independiente se ubicara en lugares definidos por una malla dentro de la cavidad
(Figura 6). Toda la informacion generada podria entonces ser almacenada y utilizada
posteriormente de acuerdo con la naturaleza del ligando y la disposicién de sus atomos
en la misma cavidad. Esto evita repetir un mismo calculo miles de veces dado que en
general, la energia de interaccion de cualquier acomodo del ligando puede
determinarse facilmente mediante la suma de las energias precalculadas para los
distintos tipos de atomo considerados.

El uso de las aproximaciones en estos estudios, si bien reduce el tiempo de
calculo, tiene un costo en la precision de los resultados, de forma que debe encontrarse
un balance entre estas dos variables. Se ha visto que un tiempo de calculo de un
minuto por molécula arroja resultados que permiten discriminar a los mejores ligandos
dentro de la base de datos analizada, y esto implica que el estudio de un conjunto de
100 mil compuestos, requeriria aproximadamente de dos meses de trabajo de computo
en un procesador moderno, lo cual es un lapso bastante razonable en un estudio de
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docking. Los resultados obtenidos al finalizar los calculos son dos archivos por cada
criterio de puntaje empleado. Un archivo contiene las coordenadas cartesianas de cada
atomo del ligando en la mejor orientacion dentro de la cavidad del blanco (Figura 7). El
otro archivo incluye los nombres o cédigos de cada uno de los ligandos, ordenados de
acuerdo con el puntaje obtenido para su orientacion optima.

=
bi; ; /\0 1

Figura 7. Representacion tridimensional generada a partir de las coordenadas
cartesianas de los atomos del sitio de union y del ligando en su orientacion
optima.

3. Uso de los resultados del docking en el disefio de farmacos
3.1 Identificaciéon de moléculas lider

Las listas de ligandos que se generaron en la etapa anterior contienen a los
compuestos ordenados de forma descendente de acuerdo con el puntaje obtenido en
cada criterio de evaluacién empleado. Si se utilizaran tres de esos criterios se
obtendrian tres listados independientes y en ellos se espera que los compuestos que
ocupan los primeros lugares manifiesten la mayor afinidad por el blanco. Esta
informacion es importante para los estudios de validacion in vitro de los resultados del
docking. Sin embargo, si se analizan los primeros compuestos de las tres listas se
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observara que el orden y los nombres de las sustancias no necesariamente coinciden.
Esto podria generar un problema para seleccionar a los compuestos que deben ser
tratados en las etapas posteriores del disefio de farmacos. A fin de ensayar in vitro la
potencia bioldgica de los compuestos estudiados, una estrategia razonable es construir
inicialmente un archivo con los 300 compuestos de mayor puntaje de cada lista,
evitando las duplicidades. Es conveniente ademas incorporar a este archivo los
compuestos que, sin estar dentro de los primeros 300 lugares, aparezcan
simultdneamente en las diferentes listas. El resultado final es un conjunto de cerca de
500 moléculas lider potenciales que debera ser sujeto a tres etapas posteriores de
seleccion. La primera de ellas elimina a los compuestos que se alejen de los criterios
farmacolégicos mencionados en la Tabla I, y también excluye a las sustancias que sean
intrinsecamente inestables (como derivados de ATP y oxidantes o reductores fuertes), o
que contengan metales. En una segunda etapa, los compuestos son discriminados por
su accesibilidad, es decir, se conservaran unicamente aquéllos que puedan ser
adquiridos ya sea por sintesis quimica o bien de forma comercial. Esta etapa de
seleccion es imprescindible dado que, para llevar a cabo las pruebas de actividad sobre
el blanco, se requiere una muestra fisica de cada compuesto. Justamente, estas
pruebas de laboratorio constituyen la tercera etapa de seleccidén, donde las sustancias
que alteren sensiblemente la funcionalidad del blanco son finalmente consideradas
como moléculas lider, ya que son usadas como guia en el trabajo posterior del disefio
de farmacos. En los estudios tipicos de docking, el numero de moléculas lider
constituye menos del 30% de los lideres potenciales originales. Ello se debe a las
caracteristicas de las moléculas que integran las bases de datos de compuestos
organicos y, de manera significativa, a las aproximaciones presentes durante las
simulaciones del docking (21, 22). Estas aproximaciones, que son necesarias para
hacer eficiente el calculo por computadora, se refieren basicamente al empleo de
moléculas rigidas durante la asociacion a la cavidad del blanco, y también, a la
ausencia de moléculas de solvente explicito (lo que comunmente se denomina calculos
en vacio). Para reducir el efecto de la primera de estas condiciones de trabajo puede
generarse un conjunto de conformaciones de un mismo ligando ya sea antes de iniciar
la simulacion o bien, una vez que se tiene la mejor geometria rigida unida a la cavidad
en el blanco. La inclusiéon de los efectos del solvente en los calculos por computadora
es bastante mas complicada que la busqueda conformacional, pues se requiere
conocer la forma en que se ve afectada la interaccidon molecular por fendmenos tales
como: el efecto hidrofobico de la region interfacial; el estado de ionizacion (a cierto pH)
de los grupos involucrados; el grado de deshidratacién de las superficies que
interactuan, etc. Las nuevas versiones de los programas de simulacion empiezan a
incluir rutinas para considerar la flexibilidad molecular y presencia del solvente, al
menos de forma simplificada (23, 24).

A pesar de las restricciones que impone la simulacion por computadora, los
métodos de docking no sélo han demostrado ser utiles para identificar moléculas lider
exitosas, sino que ademas en los casos de alta afinidad molecular, han generado
representaciones tridimensionales de la interaccion proteina-ligando que resultan ser
muy similares a las descripciones logradas experimentalmente por difraccion de rayos X
(25, 26).
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3.2 Diseiio de derivados de las moléculas lider

Dado que en esta etapa del disefio de farmacos no se espera que los
compuestos de trabajo manifiesten una alta afinidad por la cavidad del blanco, la
geometria del arreglo generada hasta este momento podria no ser representativa del
reconocimiento molecular real. Por esta razéon es necesario realizar nuevas
simulaciones por computadora que logren una mejor descripcion del espacio de
conformaciones del ligando. Esto implica ensayar mayor numero de orientaciones
rigidas y optimizar cada una de ellas, e incluso permitir una mayor movilidad a la
molécula organica a través de una revision de sus rotameros de menor energia. Esta
metodologia requiere de tiempos de calculo por molécula relativamente grandes pero
accesibles, dado que se estudia un numero mucho menor de compuestos respecto al
de la primera etapa de la simulacion. La importancia de tener orientaciones confiables
de los ligandos radica en que éstas permiten postular hipdtesis sobre las caracteristicas
moleculares de la union y la manera en que podrian modificarse las estructuras para
aumentar su afinidad (o selectividad) por el blanco. Con base en esas premisas es
posible disefar derivados de los compuestos lider sobre los que se realicen nuevas
simulaciones del reconocimiento molecular, asi como pruebas de laboratorio de su
capacidad inhibitoria sobre el blanco. Toda esta informacion permite conocer detalles
especificos de la fisicoquimica de la interaccion ligando-proteina tales como: la
naturaleza polar o hidrofébica de los grupos participantes; la existencia de grupos
ionizables involucrados en el reconocimiento, la cooperatividad y el tipo del proceso de
inhibicion e incluso la identificacion de los puentes de hidrégeno mas importantes para
la asociacion. Este trabajo genera por una parte, a un nuevo grupo de compuestos lider
caracterizados y con afinidad mejorada; y por otra, informacion que ayuda a ratificar o
rectificar las hipotesis sobre los detalles de la unién, con lo que se retroalimenta el
proceso de disefio y ensayo. En un proceso iterativo que puede requerir varios ciclos, el
grupo de moléculas lider optimizadas dara origen a un nuevo conjunto de derivados,
que a su vez volvera a ser sometido a las etapas de simulacién y experimentacion.
Cuando se tiene un numero suficientemente grande de derivados de una molécula lider
cuya actividad inhibitoria es conocida, puede utilizarse la metodologia de QSAR (27)
para predecir las caracteristicas necesarias en nuevos derivados y de esta forma
sistematizar el disefo de los ligandos de las nuevas etapas.

El proceso descrito en el parrafo anterior puede conducir al descubrimiento de
moléculas cuya afinidad, medida por su Ki, se encuentra del orden de mili o0 micromolar
en la etapa de seleccion de lideres, y hasta de nano o picomolar cuando se han
localizado los mejores derivados de estos lideres. La selectividad también mejora
durante este proceso, y en ocasiones es necesario comprometer uno de estos dos
factores para favorecer al otro. Una etapa final requiere que las simulaciones realizadas
originalmente in silico y que propusieron a los ensayos in vitro se conviertan en
experimentos in vivo, pues debe probarse que los compuestos que muestran gran
afinidad y selectividad por el blanco no interfieren significativamente con otros procesos
dentro de un organismo y que los productos de degradacion del ligando tampoco
resulten ser toxicos.
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4. Consideraciones finales

En este trabajo consideramos interesante enmarcar al docking como una de las
varias etapas en el disefio de nuevos farmacos. Con ello esperamos haber logrado
transmitir una vision mas amplia de esta técnica y haber enfatizado que las
simulaciones por computadora no sustituyen a los experimentos y pruebas fisicas, sino
que permiten plantear una aproximacion complementaria del sujeto de estudio, al
proporcionar el detalle de la unidn proteina-ligando a escala molecular y atdmica. No es
sorprendente que muchas compafias farmacéuticas utilicen los métodos
computacionales para sus proyectos de investigacion. Sin embargo, el transito desde el
proyecto inicial hasta tener un producto comercial es largo y costoso, lo que obliga a las
empresas a centrar sus mayores esfuerzos en descubrimientos que les permitan
recuperar rapidamente su inversién. Por este motivo, es dificil que la iniciativa privada
se interese en la cura de enfermedades que son caracteristicas de sectores de bajos
ingresos; a pesar de que son los mas numerosos. Esta situacion es una excelente
justificaciéon para que las universidades e institutos de investigacion publicos dediquen
sus esfuerzos al disefio de farmacos contra los padecimientos que afectan a esos
sectores marginados.

Con el sorprendente desarrollo tecnoldgico que ha logrado la humanidad en las
ultimas décadas es facil predecir que cualquier campo del conocimiento lograra tener
avances espectaculares en pocos anos. En el estudio de ligandos potenciales de un
blanco actualmente se tienen equipos automatizados que son capaces de realizar
experimentos de inhibicion de una proteina con decenas de miles de sustancias en
tiempos reducidos, y se espera que este volumen continue creciendo en las siguientes
décadas. Respecto a los ensayos computacionales, se espera que las capacidades de
almacenamiento de informacion y de velocidad de calculo continuen incrementandose
rapidamente. Recientemente, se han construido cumulos de cientos de procesadores
de alto desempefio que logran incrementar la velocidad de calculo al dividirse el trabajo
para resolver un problema particular, un caso ideal para el docking masivo. Puede
pronosticarse que la precision de esta metodologia de disefio de farmacos aumentara
notablemente al reducir el nuUmero de aproximaciones en los modelos de asociacién y al
incorporar un numero cada vez mayor de factores que intervienen de manera
significativa en la afinidad molecular. En conjunto, la informacién obtenida en cada uno
de los proyectos que involucren simulacion molecular por computadora no sélo
generara un enorme numero de nuevos medicamentos en el futuro, sino que nos
ensefara detalles insospechados de la accion molecular en sistemas biolégicos que,
muy posiblemente, produciran los adelantos nanotecnoldgicos de las siguientes
décadas.
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Introduccioén

¢, Como es que un ser vivo puede construir estructuras celulares de gran variedad y con
tanta precision? Conocemos a fondo la bioquimica de los procesos celulares. La célula
es basicamente un reactor quimico muy complejo en el cual miles de conversiones
quimicas transforman a los nutrientes en las diversas macromoléculasy otros compuestos
gue van a ser parte del armazén estructural de la célula.

Pero en la mayoria de los casos, sabemos muy poco de como estos componentes se
integran espacialmente para construir el edificio celular con todos sus compartimentos
internos. El origen de la morfologia celular sigue en espera de nuevas ideas mas alla de
lo que la bioquimica nos ha ensefiado. Parte de la deficiencia estriba en que se ha
descuidado la parte biofisica de los procesos morfogenéticos.
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Auge inicial de la biofisica

Curiosamente, antes de que la bioquimica, y especialmente la subdisciplina llamada
biologia molecular, dominaran el panorama de la investigacion bioldgica, la biofisica estaba
a la vanguardia en los estudios de fisiologia de los hongos. Uno de los primeros usos del
microscopio electronico en biologia condujo al descubrimiento de la naturaleza fibrilar de
las paredes celulares de las plantas y los hongos (1,2). Ello abrié las puertas para
numerosos estudios sobre la estructura de la pared celular. Basandose en las
propiedades fisicas de las microfibrillas y su orientacion, se formularon nuevas ideas para
entender el crecimiento y la forma celular de los hongos (3-5).

La morfogénesis de los hongos.

Entre los organismos eucarioticos, los hongos poseen virtudes que los hacen atractivos
como ejemplares para la experimentacion. En ellos podemos ver cambios de morfologia
muy sencillos pero muy vistosos, como por ejemplo el dimorfismo levadura-micelio (6).
Esta dualidad morfolégica resulta muy conveniente, pues permite hacer preguntas
fundamentales sobre la morfologia celular en un sistema que se puede manejary controlar
facilmente ajustando las condiciones de cultivo.

Durante el transcurso del siglo pasado, se hicieron un buen numero de estudios
tratando de entender las bases bioquimicas de estos cambios morfogenéticos pero todos
ellos terminaron en un callejon sin salida. ;Por qué? Porque después de numerosos
intentos de hallar claves para descifrar las bases bioquimicas del desarrollo, se llegé a la
conclusién de que la morfogénesis no obedecia a una sola reaccién, o inclusive a unas
cuantas rutas metabdlicas, sino al resultado integrado del conjunto de actividades
metabdlicas de la célula (6, 7). Igualmente el abordaje genético, por analisis de mutantes
con defectos morfologicos, dio a fin de cuentas, el mismo resultado negativo (8). Y aqui
es donde estamos hoy en dia, tratando de entender la morfogénesis en un marco holistico,
donde es necesario lidiar lo mas posible con la totalidad de la célula. Las reglas o leyes de
este nuevo juego estan por descifrarse.

Biologia celular de la morfogénesis

En este articulo la discusion esta enfocada al problema de la morfogénesis en las hifas.
Estas células tubulares se alargan continuamente por la punta, manifestando un
crecimiento apical altamente polarizado (Fig. 1). La hifa es el denominador comun de la
gran mayoria de las especies fungicas y por tanto el crecimiento apical viene a ser el
mecanismo universal de crecimiento en el quinto reino biolégico (9). No obstante todo lo
que ya se sabe sobre la fisiologia, citologia y bioquimica de los hongos, el crecimiento
apical sigue siendo uno de los grandes misterios de la biologia de los hongos.
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Para los fines de este articulo, las tres estructuras celulares mas importantes son la

pared celular, las vesiculas y el citoesqueleto.

1) La pared celular, porque ésta es la estructura esencialmente rigida donde descansa la
forma de la célula (10).

2) Las vesiculas, porque son el vehiculo donde se transportan a la superficie los
componentes para fabricar la pared celular (11-14).

3) El citoesqueleto, porque parece ser el camino por el cual se desplazan las vesiculas
dentro de la célula (15).

Por lo que a procesos se refiere, se consideraron principalmente dos:

1) La exocitosis, o sea la secrecién de precursores de la pared por medio de vesiculas.
Como veremos, el patron de descarga de vesiculas es lo que ultimadamente determina
el patrén de crecimiento.

2) La presion interna o turgencia de la célula. Los hongos registran presiones muy altas
del orden de 5-15 atmosferas (16) que proveen la fuerza fisica para que se expanda

la célula.
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Figura 1. Evidencia autorradiografica de que la sintesis de la quitina y quitosana
esta altamente polarizada en el tubo germinal de Mucor rouxii. La curva grafica el
numero de granos de plata por unidad de area contra la distancia a partir del apice.
La sintesis es maxima en el polo apical y desciende rapidamente en la regién
subapical. Montaje basado en una publicacion previa (17).
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El hecho de que las vesiculas que construyen la pared sean elementos moéviles dentro
de la célula, es la base para entender cémo la célula puede controlar su forma vy
crecimiento mediante el patron de descarga de las vesiculas. El caso mas sencillo es el
de una célula esférica, cuya forma podemos atruibuirla a una descarga uniforme de
vesiculas por toda la superficie de la célula. Por el contrario, en las hifas las descargas
vesiculares estan altamente concentradas en la punta, como se demostré hace mucho por
autorradiografia (Fig. 1). Estos dos patrones distintos de descarga de vesiculas nos dan
la pista inicial para explicar cualitativamente las dos morfologias opuestas: tubos vs.
esferas. Pero aun cuando ésto formulaba mas claramente el problema de la morfogénesis,
no lo resolvia; obviamente quedaba por
demostrar el punto clave: ;Cémo adquieren
las vesiculas sus instrucciones para formar
estos dos patrones de descarga? @ Si
pudiésemos contestar ésto podriamos saber
el origen del gradiente de crecimiento que
caracteriza al crecimiento apical (Fig. 1).
Otra pista importante se obtuvo al estudiar el
patron de crecimiento de la pared durante la
germinacion de una espora, donde se
produce un cambio drastico de morfologia de
la esfera germinal al tubo de germinacion
(Fig. 2). Este cambio en el patron de
T Y crecimiento se registra sin que haya ningun
otro cambio apreciable en el metabolismo o la
fisiologia de la célula (18). Esto quiere decir
que la polarizacion del crecimiento es un
proceso muy sutil que no involucra cambios
apreciables en el metabolismo general.

. . .
L. ,d::f
@ dpae

Reduccionismo fisiolégico: Modelos
matematicos del crecimiento polarizado

Ante la imposibilidad de encontrar el
secreto de la polarizacion de la exocitosis
en el cumulo de conocimientos fisiolégicos,
citolégicos, bioquimicos y genéticos, optamos
por buscar otra salida. Se nos ocurrié que si
pudiésemos describir tedricamente las

Figura 2. Autorradiografia de la
germinacion de esporas de Mucor
rouxii. Esta secuencia muestra la
polarizacién progresiva de la sintesis
de pared (quitina y quitosana) antes (a-

d) y despues (e-h) de que empiece a
salir el tubo germinal. Modificado de
una secuencia publicada previamente
(18).

trayectorias que deberian seguirlas vesiculas
para dar el patron de crecimiento polarizado
de la hifa, conseguiriamos una pista para
definir qué es lo que guia o establece el
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gradiente de formacion de pared. Era necesario tener un buen dominio de las
matematicas, algo fuera de nuestro alcance, pero tuvimos la buena fortuna de haber
encontrado un colega ideal en un departamento vecino. Gerhard Gierz del departamento
de Matematicas de la Universidad de California, Riverside, tuvo la paciencia para entender
de qué se trataba el fendmeno bioldgico, la perspicacia para sugerir junto con otro de sus
colaboradores, F. Hergert, que la manera de abordar esta cuestidn no era por deduccion
abstracta sino haciendo intentos de simular el proceso de crecimiento en la computadora,
y luego la destreza para hacer la formulacion matematica del proceso. En esta empresa
fue necesario plantear el problema de manera que alguien sin experiencia en cuestiones
biolégicas lo pudiese entender. Y para ello recurrimos al maximo del reduccionismo
fisiologico:

Imaginense que esta habitacion donde estamos es una célula. Y que las paredes
estan hechas de unos ladrillos muy especiales. Dentro de la célula hay una fabrica de
ladrillos (que le llamamos aparato de Golgi), cada ladrillo viene envuelto en una
membrana, y este paquete es lo que denominamos vesicula. Lo que la célula del hongo
hace es lanzar las vesiculas, o sea los ladrillos, contra la pared. Estos ladrillos son muy
especiales, pues en vez de rebotar o desintegrarse con el impacto, se insertan en la pared
existente y hacen que aumente su superficie. La expansion se produce porque el recinto
celular esta a alta presion. Me es facil imaginar lo que sucederia con la forma de la célula
si las vesiculas salen disparadas en todas direcciones: la célula se va a expandir
igualmente por doquier, y se va generando una esfera cada vez mas grande. La pregunta
clave es j,como debe organizar la célula los disparos de ladrillos para fabricar un tubo? Los
datos que tenemos nos indican que las vesiculas se concentran en una region
relativamente pequena en la punta de la hifa. ;Pero qué distribucion espacial de los
disparos se necesita para forma un tubo?

Modelo bidimensional del crecimiento: "Fungus Simulator"

Con este simil ultrasimplificado del proceso de secrecion, Gierz y Hergert elaboraron
un programa cibernético que hacia crecer a una célula en dos dimensiones (2D) en la
pantalla del monitor. Lo que posteriormente se refind y se llamé el Fungus Simulator® (19)
(disponible por Internet en el sitio http://boyce3427.ucr.edu). En éste modelo, cada
vesicula es un pixel. A partir de un punto en la pantalla, que se denomind “centro
suministrador de vesiculas” o CSV (el "vesicle supply center” o VSC en inglés), se
programa para que salgan continuamente vesiculas en todas direcciones. Cuando una
vesicula encuentra un pixel que esté fuera del limite de la forma o "célula" se adicionan al
borde de la misma (i.e. se cambia el color del pixel). Si el CSV se mantiene fijo, lo que se
obtiene es un circulo que se va agrandando a medida que llegan mas vesiculas. Y fue asi
como al estar “jugando” con el programa nos dimos cuenta que habia una manera muy
elemental de cambiar o modular la forma de la célula. Bastaba simplemente con mover la
fuente de donde provenian las vesiculas, el CSV, para cambiar la forma de la célula en
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crecimiento. No habia que cambiar ni la direccion ni la intensidad de los disparos, sélo la
posicion del CSV. Y si el CSV se mueve continuamente en linea recta, automaticamente
se “polariza” el crecimiento y se produce una forma tubular que crece en la punta y cuya

morfologia es casi idéntica a la de las hifas (Fig. 3).

Centro suministrador de vesiculas: CSV

X
-.
Y
A
ECUACION HIFOIDE  y=xcot (xV/N) |x

Figura 3. Gréfica de la ecuacion hifoide. Las flechas indican
la direccién en que las vesiculas parten del CSV (centro
suministrador de vesiculas) y terminan descargando su
contenido en la membrana celular. Se ve como la densidad
de la descarga vesicular es maxima en el domo apical y
disminuye rapidamente en la regidén subapical. El crecimiento
de la hifa esta determinado por el desplazamiento del CSV
sobre el eje Y. Modificado del original (20, 25).

La ecuacion de una hifa

Una vez que se vio que

el simulador podia
reproducir la morfologia de
la hifa, se procedi6 a
describir el proceso
matematicamente con los
siguientes resultados:
1) Al final de la derivacion
matematica se obtuvo una
ecuacion de exquisita
sencillez:’

y = x cot (xV/N)

la cual resulta de utilidad
inmediata pues los dos
parametros V y N tienen un
significado fisioldgico
preciso: V es la velocidad
con que se mueve el CSVy
N es el numero de
vesiculas por unidad de
tiempo emanadas del CSV.

2) Al graficar esta ecuacion
se obtiene una figura

geométrica que es copia fiel de la forma que tienen las puntas de las hifas (Figs. 3y 4).
Esta curva, llamada hifoide, describe con mucha precision no solo la punta, sino también
el resto del tubo de una hifa real. Aquilo que hay que remarcar es que la forma hifoide se

obtiene como consecuencia de un proceso de crecimiento.

“y, " “y 9

' Las variables
sobre el eje de las ordenadas.
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3) Y lo que es muy significativo, el CSV de la ecuacion coincide con el sitio donde se
encuentra una estructura apical, llamada Spitzenkorper (Fig. 4), y la cual es
principalmente una aglomeracién de vesiculas que por mucho tiempo se sospechaba tenia
algo que ver con el crecimiento apical (21).

Figura 4. Correspondencia morfoldgica entre la célula y el modelo del CSV. La grafica
muestra dos coincidencias: 1) La curva de la ecuacion hifoide corresponde al perfil de
una hifa de Armillaria mellea vista en el microscopio electrénico (11). 2) El centro
suministrador de vesiculas (CSV) de la curva hifoide corresponde con el centro del
Spitzenkorper (SPK). Tomada de una publicacion anterior (20). Micrografia
proporcionada por Charles E. Bracker (11).

El Spitzenkorper como CSV

La mayoria de los hongos superiores presentan en las puntas de sus hifas una
estructura dinamica denominada Spitzenkorper (Spk). Uno de los descubrimientos mas
importantes logrados por microscopia electronica de transmision fue ver que el
Spitzenkdrper era una acumulacion de vesiculas, junto con elementos citoesqueléticos y
material amorfo no caracterizado (11, 22, 23). El éxito del modelo cibernético en reproducir
morfologias tipicas de las células de los hongos, y la coincidencia entre la posicion del
CSV del modelo y el Spk de la hifas, nos dio una razén de mucho peso para proponer que
la funcién del Spk es la de servir como centro suministrador de vesiculas.

153



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXVI (2002)

Basandonos en esta hipétesis hemos podido explicar no sélo el crecimiento apical de
las hifas sino tambien otros tipos de morfogénesis celular en los hongos. Cabe aclarar
aqui que las vesiculas no se originan en el CSV, pues no hay evidencia citolégica de que
las vesiculas que construyen la pared celular se formen en la punta de una hifa. El CSV
vendria a ser el centro que recoge el gran numero de vesiculas que provienen de la regién
subapical, para luego liberarlas en cualquier direccion al azar hacia la superficie de la
célula.

Lo que se hizo en estos estudios fue seguir el comportamiento del Spk durante el
crecimiento de células vivas. Se utilizaron las nuevas técnicas de videomicroscopia de alta
resolucidn para obtener una grabacion en videocinta del crecimiento de las células. Por
medio de analisis electrénico de imagenes, se mapean dos cosas: la posicion del Spk a
medida que la célula crece y el perfil de la célula. El primero nos permite reconstruir la
trayectoria del Spk a intervalos tan cortos como sea necesario, generalmente 2-5
segundos; el segundo, a intervalos mas largos, nos permite calcular la cantidad de
crecimiento (en area) por cada intervalo. Estos dos grupos de datos se transfieren al
Fungus Simulator. Al correr el programa el simulador genera morfologias muy parecidas
a las de las células analizadas. Es decir, en todos estos casos podemos decir que la
morfologia se derivd de un Spk que funciond suministrando vesiculas en todas direcciones
a medida que avanzaba. En pocas palabras, el movimiento del Spk actuando como CSV,
genera el gradiente de descargas vesiculares que le da la forma a la hifas. Los gradientes
de crecimiento de la pared celular son por tanto, el resultado directo del movimiento
continuo del CSV.

El modelo del CSV puede explicar diversos casos de morfogénesis, incluyendo
cambios en la direccion de crecimiento de las hifas (24), formaciones anulares (25), ciertas
deformaciones espontaneas de las hifas (26), el dimorfismo micelio-levadura (27), la
morfologia aberrante de las mutantes ropy (28), la ramificacion apical (29), etc.

El modelo CSV tridimensional: Lecciones inesperadas

A pesar de que el modelo bidimensional nos habia sido muy util para elucidar la funcién
del Spitzenkdrper, quedaba la duda, expresada por otros (30, 31), de que el modelo
carecia de realismo, ya que obviamente no podia capturar los aspectos tridimensionales
del crecimiento. Inicialmente nos parecié que tal deficiencia no presentaria gran problema,
pues bastaria con que le diéramos un giro de 360° al hifoide bidimensional por su eje
longitudinal, para obtener la versién tridimensional (20). La realidad fue otra.

PRIMERA LECCION: La especulacién es un arma de dos filos. La informacién usada

para modelar en dos dimensiones resultd insuficiente para producir un modelo
tridimensional.
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Cuando mi colega Gierz tratd de derivar un modelo en tres dimensiones basado en el
mismo principio del CSV, se topd con una barrera matematica. La derivacion se estanco
en un juego de tres ecuaciones que quedaron indeterminadas por falta de informacion (32).
Las ecuaciones no podian resolverse a menos que se introdujera otro factor, que resulté
ser el patron espacial de expansion de la superficie celular. Es decir, en el modelo
tridimensional, mas no en el bidimensional, se necesita saber en qué direccidon se desplaza
la pared existente al insertarse nuevos "ladrillos".

Para solventar este obstaculo se consideraron un numero de soluciones tedricas; las
mas probables estan ilustradas en los 3 patrones de expansion superficial mostrados en
la Figura 5. En los tres casos se producen hifoides tridimensionales, pero en cada uno
el desplazamiento de la superficie es diferente:

Hifoide isométrico: la superficie se desplaza lateralmente en todas las direcciones
tangenciales al plano de la pared.

Hifoide ortogonal: el material existente se desplaza perpendicularmente al plano de la
pared.

Hifoide rotacional: la pared se desplaza siguiendo fielmente la geometria de un sélido de
revolucidon basado en el modelo bidimensional.

Aunque las tres soluciones producen hifoides tridimensionales bastante parecidos, sus
patrones de expansion son muy diferentes (Fig. 5). ¢ Cual es el patron que verdaderamente
ocurre en la hifa? Esto es algo que sdélo se podia resolver experimentalmente.

SEGUNDA LECCION: Las buenas intuiciones triunfan...tarde o temprano. Tenia razén
Reinhardt (1892).

Para determinar el patron espacial de expansién de la superficie de las hifas recurrimos
al uso de marcadores de superficie. Afos atras, otros investigadores habian tenido éxito
marcando la superficie de las células de plantas y de hongos con particulas inertes
(carbdn, almidon, oro, etc). El marcaje sirvié para delimitar a grandes rasgos las zonas de
crecimiento (12, 33). En nuestro caso se necesitaba mayor precision, pues habia que
detectar movimientos minusculos en células que median escasamente 5-8 um. Gracias
a la videomicroscopia pudimos registrar y resolver desplazamientos de particulas con una
resolucién de 0.1 um. Los mejores resultados se obtuvieron marcando la superficie de los
apices de las hifas de Rhizoctonia solani con particulas de carbdn (tinta china) (34). Las
particulas se adhieren firmemente a la superficie y sirven como marcadores de su
crecimiento. Para facilitar el analisis matematico, escogimos particulas adheridas al perfil
longitudinal de la célula (Fig. 6). Se trazé la trayectoria de cada particula desde su
contacto inicial con la superficie del apice hasta su posicion final en la parte tubular de la
hifa. En todos los casos, las particulas siguieron una trayectoria ortogonal, es decir, la
expansién de la pared fue siempre perpendicular a la superficie de la célula (Fig. 7). Estos
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resultados se reforzaron con observaciones del desplazamiento de irregularidades en la
pared celular que nos sirvieron de marcadores internos de la superficie celular. Igualmente
se vio que el desplazamiento de estos marcadores internos seguia el patron ortogonal
(34).

ISOMETRICO

——————
\\\“;‘\\‘

Figura 5. Esquemas de tres modos tedricos de expansion durante el crecimiento apical. En
el lado izquierdo se muestra, en corte mediano longitudinal, las trayectorias tedricas de 14
puntos en la superficie de los hifoides, a medida que éstos crecen de izquierda a derecha.
Las trayectorias fueron calculadas de acuerdo con los tres modos de expansién descritos
en el texto. Los paneles del lado derecho se derivan de una secuencia animada
tridimensional que se hizo para ver mejor las diferencias en el crecimiento espacial de los
hifoides. El primer panel (0) es una vista frontal y aumentada de la punta del hifoide, donde
inicialmente se trazé un pequefo circulo junto al polo apical. En los paneles siguientes se
ve como el circulo se desplaza y deforma a medida que crecen los hifoides. (Para apreciar
mejor los modos de expansién se recomienda verlos en movimiento en el sitio
http://boyce3427.ucr.edu/current_publications.htm). Figura modificada de una publicacién
anterior (32).
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Figura 6. Movimiento de una
particula de carbén adherida a la
punta de una hifa de Rhizoctonia
solani. Los niUmeros son tiempos
en segundos. La particula se
adhirio a los 14 segundos y las
flechas indican su
desplazamiento progresivo a
medida que creci6 la hifa.
Extraida de imagenes
previamente publicadas (34).
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El primer estudio a fondo sobre el crecimiento apical
de las hifas fue hecho por Reinhardt en 1892 (35). El
trato de explicar, por medio de diagramas ortogonales,
coémo deberia transformarse la superficie de la punta
para producir un tubo por crecimiento apical. Aunque
estos diagramas se han reproducido frecuentemente en
libros y articulos de fisiologia de hongos, Reinhardt no
dijo qué experimentos hizo para sostener sus ideas,
simplemente escogio intuitivamente el patron ortogonal
descrito en otros estudios botanicos de la época. Mas
de un siglo después comprobamos que tenia razén
(34).

Ecuacidn de la hifa en tres dimensiones (3D)

La evidencia experimental en favor del patron
ortogonal permitié completar la derivacion matematica
del modelo 3D, para lo cual se forzé a que todos los
puntos de la superficie se desplazaran
perpendicularmente al plano existente. Como resultado
final se obtuvo una ecuacion diferencial que se puede
resolver numéricamente para darnos el perfil del hifoide
ortogonal en el plano XY.

dy 1

- \/16n2élj%§(x2+y2)(\/m+yz)—xz

Aunque esta expresion carece de la sencillez
de la ecuacion en 2D, ambas ecuaciones dan perfiles
en el plano XY que son bastante parecidos,? y que en
la practica seria muy dificil de distinguir el uno del otro
(32). Esta observacion nos es muy provechosa pues
justifica y revalida el uso del modelo 2D en los estudios
de la morfogénesis mencionados anteriormente.

2 Inclusive, en esta ecuacion en 3D, los parametros y
variables utilizadas son iguales a los definidos para la
ecuacion en 2D.
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Figura 7. Analisis del desplazamiento de cuatro particulas de carbén adheridas a tiempos
distintos a la superficie de la punta de una hifa de Rhizoctonia solani. La particula # 1 se adhiri6
a los 0 segundos; las dos siguientes simultaneamente a los 58 segundos, y la # 4 alos 136
segundos. El ultimo perfil celular se tomé a los 219 segundos. Cada particula se rastreé a
intervalos variables (circulos grises). La grafica muestra las curvas teoricas de desplazamiento
para cada particula de acuerdo con los tres modelos de expansién: | =isométrico, O = ortogonal
y R = rotacional. Durante el crecimiento hay cambios pequefios en el eje de crecimiento
longitudinal (flechas) que se tienen que tomar en cuenta al hacer los calculos correspondientes.
Los valores indicados arriba de las flechas, muestran el angulo relativo del eje de crecimiento con

respecto al eje “x”. Se ve claramente que el desplazamiento de las 4 particulas fue ortogonal.

Tomado de una publicacion anterior (34).

TERCERA LECCION: En la ciencia, uno de los placeres mas exquisitos es encontrar algo
valioso sin haberlo buscado. Confirmacion del papel de la turgencia en el crecimiento.

El descubrimiento de que la expansion de la hifa obedece a un patrén ortogonal nos
lleva a la conclusion de que la presidn osmatica interna es la fuerza fisica que expande a
la pared celular del hongo. No sabemos que exista otro agente dentro de la célula que
pudiese ejercer presion en direccion perpendicular a la superficie por toda la region de
crecimiento, la cual incluye no solo el apice, sino también un buen trecho del subapice
(25). Aun cuando el papel de la turgencia en la expansion de la pared celular estaba ya
bien aceptado en la literatura, en afos recientes se empezd a sugerir que no era la
turgencia, sino el citoesqueleto, lo que ejercia la fuerza para dicha expansién (36, 37). Sin
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haberlo buscado especificamente, los
g, resultados del marcaje de la superficie de la
f / o, hifa rechazan estas especulaciones que
// empezaban a cobrar fuerza en los circulos

/}V micolégicos. Independientemente de que

%, seria minuscula la presiéon que pudiese

provenir del citoesqueleto de actina (38), no
\ existe evidencia alguna de que el mismo

\\\& esté orientado perpendicularmente a la

superficie de la hifa para hacerlo

L \&\\\\ S tuasoansonorisona

] - _ Conclusion
Figura 8. Representacion vectorial

esquematica de las fuerzas necesarias para
que la pared se expanda ortogonalmente.
Tomada de una publicacion anterior (34).

La excursidon teorico/practica por el
terreno de la morfogénesis descrita en este
articulo nos lleva a la conclusion de que la
forma tridimensional de wuna hifa la
determinan dos procesos: el patron de descarga de vesiculas y la turgencia. El primero
es el responsable primario de que se produzca una forma tubular; el segundo, aunque
esencial para que haya expansion de la pared, tiene un efecto pequerio en la forma final
de la hifa. El modelo del CSV, tanto en dos como en tres dimensiones, nos explica como
se genera el gradiente de crecimiento caracteristico del crecimiento apical.

El modelo del CSV es una simplificacion al maximo que nos sefiala como la célula
podria derivar su morfologia. El modelo nos permite hacer predicciones sobre la funcién
de estructuras como el Spitzenkorper y de procesos como la presion osmatica interna. La
ecuacion hifoide sirve de punto de partida para hacer comparaciones cuantitativas y
analisis morfométricos.

Puntos pendientes

¢ Qué sigue? Ante todo, demostrarinequivocamente la validez de la hipétesis del CSV.
No obstante la evidencia circunstancial a favor del modelo (24-26, 28, 29) quedan dos
puntos claves por comprobar. Primero, verificar que en realidad el Spitzenkdrper funciona
como CSV. Se necesitan desarrollar técnicas para visualizar el trafico de vesiculas en
células vivas y poder observar y medir la entrada y salida de vesiculas en el Spitzenkorper.
Segundo, determinar el mecanismo que hace avanzar al CSV. Tenemos evidencia
preliminar de que el citoesqueleto microtubular esta involucrado (24, 28), pero no se puede
descartar que el movimiento del Spk sea mucho mas complejo e incluya a otros
componentes del citoesqueleto. Por ejemplo, se necesita definir bien los motores
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moleculares que permiten que transiten las vesiculas dentro de la célula, su especificidad
y su regulacion.

No hay que olvidar que el modelo del CSV es un ejemplo de reduccionismo fisioldgico
que extrae la esencia del proceso de biogénesis de la pared celular. La construccion de
la pared fue reducida a su minima expresion: la descarga de una vesicula representa una
unidad de superficie celular. La realidad es que el proceso es bastante complejo e
involucra cuando menos dos tipos de vesiculas: los quitosomas (39) que son
microvesiculas que transportan al zimégeno de la quitina sintetasa y las vesiculas de
secrecion convencionales, o macrovesiculas (14) que acarrean otras enzimas y polimeros
de pared prefabricados. EI modelo no incluye la complejidad del ensamble de la pared
celular (40). ¢ Como es que los polimeros prefabricados mas las enzimas que hacen las
fibrillas se organizan in situ para ensamblar la pared celular? A pesar de que el proceso
de fibrilogénesis de la quitina se puede reproducir in vitro (41), estamos muy lejos de
conocer como se tejen estas fibrillas para dar una malla, que sin costura o desperfecto
alguno, envuelve a la totalidad de la célula. Tampoco se sabe cémo es que las
microfibrillas se integran a otros componentes de la pared celular, ni como la pared
existente se reblandece para permitir la entrada de nuevos componentes y poder asi
incrementar la superficie celular sin aumentar su grosor. Queda mucho por
conocer.....afortunadamente.
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Introduccién

La capacidad de mantener un volumen celular constante es una caracteristica
que se ha mantenido a través de la evolucidn, en practicamente todas las especies. La
preservacion del volumen es un imperativo homeostatico en la célula, ya que una
variacion en la concentracién de iones y moléculas puede dar informacion equivoca en
el sistema de sefales que es la base de la funcion celular y de la comunicacion
intercelular. En condiciones fisioldgicas la osmolaridad del medio extracelular esta
controlada con precision. La presidn coloido-osmoética de las macromoléculas
intracelulares cargadas eléctricamente lleva a una entrada continua de Na® a la célula,
que, sin embargo, no modifica el volumen celular debido a la funcion de la ATPasa de
Na’/K*. Esta situacién puede cambiar en condiciones patolégicas, en las que la
osmolaridad del plasma se modifica, como en la hiponatremia, o en las que la actividad
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de la ATPasa se ve afectada, como en la isquemia. En estos casos, ocurren cambios
importantes en el volumen celular, que de no ser corregidos, tienen consecuencias muy
graves para la célula y para el organismo en su conjunto. Por otra parte, en el curso de
la actividad normal de la célula se generan microgradientes osmoticos que llevan
modificaciones locales y transitorias en el volumen de estructuras intracelulares que
deben, también, ser ajustadas. Tales cambios ocurren, por ejemplo, a consecuencia de
la acumulacién de nutrimentos, o en el curso de procesos de secrecion y motilidad
celular y durante la actividad sinaptica.

Edema celular cerebral

El mantenimiento de un volumen constante es de particular importancia en las
células nerviosas. Debido a las restricciones impuestas por la estructura rigida del
craneo a la expansion del tejido cerebral, el edema celular cerebral tiene
consecuencias clinicas muy serias que van desde lesiones locales por ruptura vascular
con la consecuente anoxia y muerte neuronal, hasta, en casos extremos, la muerte por
paro respiratorio y cardiaco debido la opresion de nucleos del tallo cerebral (1). El
edema celular cerebral se presenta basicamente en dos tipos de situaciones: una,
como resultado de la hiponatremia, asociada a diversos cuadros clinicos, durante la
cual la osmolaridad del medio extracelular esta modificada, es decir, es una condicion
en la que el edema se debe a una condicién hiposmatica, que provoca la entrada de
agua a las células para alcanzar el equilibrio osmotico. La otra, en la cual el edema
ocurre como consecuencia de un incremento en la concentracion intracelular de iones,
seguida por agua para alcanzar el equilibrio osmatico, pero siempre en condiciones de
osmolaridad externa constante.

La hiponatremia es la causa mas comun de edema cerebral celular (2, 3). Esta
condicion es consecuencia de un desbalance entre la ingesta y la excrecion de agua y
electrolitos. Este desbalance se presenta frecuentemente en condiciones de
insuficiencia hepatica o renal o por una deficiente secrecion de la hormona
antidiurética. También ocurre asociado a bajos niveles de glucocorticoides o
mineralocorticoides, en el hipotiroidismo, asi como por una excesiva ingesta de agua,
como en la polidipsia psicotica. La hiponatremia y la consecuente aparicion del edema
celular cerebral es frecuentemente una consecuencia fatal de la infusidn de soluciones
hiposmoéticas durante el tratamiento postoperatorio o por una correccién rapida de
uremia por hemodialisis excesiva. El edema celular cerebral es también la principal
causa de los accidentes fatales en consumidores de la droga "éxtasis". Un estado
cronico de hiponatremia se presenta normalmente durante el embarazo y es frecuente
en los ancianos.

El edema celular cerebral isosmoético ocurre en condiciones de osmolaridad
plasmatica normal en patologias asociadas a hiperamonemia, como la encefalopatia
hepatica y mas frecuentemente en condiciones de epilepsias, isquemia y de
traumatismo craneoencefalico (2, 3). En este ultimo caso, es imperativo controlar el
edema cerebral para evitar la muerte por paro cardiaco o respiratorio, como ya se
menciond. En general, cualquier patologia que conlleve una situacion de estrés
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oxidativo, particularmente la lipoperoxidacion de las membranas, tiene el riesgo de
resultar en edema celular, debido a una sobrecarga i6nica a través de las membranas
deterioradas.

El abordaje para el estudio del cambio en volumen en los dos tipos de
situaciones, edema hiposmodtico y edema isosmotico, es necesariamente distinto ya
que, ademas de la notable diferencia en los mecanismos que originan el edema en
cada caso, parece haber también diferencias importantes en cuanto a la respuesta
celular. En el primer caso, el del edema hiposmético, el incremento en el volumen
celular se produce simplemente por la entrada de agua y las células responden con la
expulsion de osmolitos intracelulares y agua, hasta que se alcanza el equilibrio
osmaotico y el volumen celular se recupera. El conocimiento en detalle de los
mecanismos que permiten esta movilizacion, permitiria hacer mas eficiente el proceso
asi como, evitar posibles interferencias con el proceso de rescate del volumen celular.
En el segundo caso, por el contrario, el mecanismo que origina el edema es
precisamente la entrada de solutos osmoticamente activos, acompaniados de agua, por
lo que, para contrarrestar el edema, la eficiencia de los mecanismos de expulsion de
los osmolitos intracelulares, deberia ser mayor que la de su entrada. Mientras que
muchos de los aspectos de la regulacion del volumen en la situacién hiposmatica se
conocen bien y han sido muy estudiados durante varios afnos, los posibles mecanismos
para regular el incremento en volumen en condiciones isosmoticas se conocen
escasamente. Es incluso posible que las células no tengan la capacidad de
contrarrestar activamente el edema impuesto, y por ello, los esfuerzos para evitar las
consecuencias negativas del edema isosmoético deben dirigirse a conocer los
mecanismos que permitan prevenirlo, mas que a tratar de hacer mas eficientes los
compensatorios.

Regulacién del volumen celular cerebral en el edema hiposmético

En estudios in vivo, en condiciones de hiponatremia cronica, la primera
respuesta adaptativa que se observa es un desplazamiento compensatorio de liquido
del espacio intersticial al cefalorraquideo, y, posteriormente, a la circulacion sistémica.
Mas adelante ocurre la movilizacién de osmolitos intracelulares, inicialmente K™ y CI,
cuyos niveles disminuyen en las primeras 3-6 horas, seguido de una disminucion
gradual, pero constante y persistente, de los niveles celulares de osmolitos organicos
tales como mio-inositol, fosfocreatina/creatina, glicerofosforilcolina, asi como algunos
de los aminoacidos mas abundantes: glutamato, glutamina, taurina y glicina (4). El
exceso de agua celular se corrige simultaneamente a estos cambios en los osmolitos y
permanece dentro de niveles normales. Mientras que la concentracion intracelular de
los electrolitos se restaura con rapidez a pesar de que persista la condicion de
hiponatremia, la de los osmolitos organicos se mantiene disminuida, indicando que es a
través de estas moléculas que se lleva a cabo la regulacion cronica del volumen celular
en el cerebro. En particular, los niveles de taurina permanecen bajos en tanto persista
la condicion de hiponatremia.
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Este manejo distinto de los osmolitos sugiere que la movilizacion de los
electrolitos es una respuesta de emergencia celular, pero que puede ser
potencialmente perjudicial en el cerebro, dado el papel clave que los iones
desempenan en el control de la excitabilidad neuronal. A largo plazo, el mantenimiento
del volumen celular en el cerebro esta a cargo de los osmolitos organicos, en particular
la taurina. Este aminoacido, que no forma parte de las proteinas, tiene ademas la
ventaja de su inercia metabdlica, lo que le permite movilizarse dentro y fuera de la
célula sin afectar ninguna de las funciones o reacciones metabdlicas celulares.

HZO e ——

Aminoacidos y otros solutos
organicos

Isosmotico Hiposmotico / DRV

Figura 1. El proceso de ajuste de volumen se lleva acabo a través de la modificacién en
la concentracion de solutos intracelulares osmoéticamente activos, que se reduce en
condiciones hiposmoticas eliminando de la célula el agua osméticamente obligada. La
salida de los solutos puede ocurrir a través de canales, transportadores e
intercambiadores.

El conocimiento en detalle de los mecanismos basicos de la regulacion del
volumen celular cerebral se ha llevado a cabo utilizando cultivos primarios de neuronas
y astrocitos. Esta preparacion tiene multiples ventajas, entre ellas el poder contar con
una poblacién celular homogénea, y una mayor facilidad para estudios de perfil
farmacoldgico. Al exponer a las células nerviosas a un medio externo hiposmoético,
inicialmente responden como osmometros perfectos, incrementando su volumen, pero
casi inmediatamente se inicia un proceso de regulacion activa que ocurre a través de
la expulsion de osmolitos intracelulares, junto con agua (Fig. 1) (3). La eficiencia de
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NAA 29

Cr/PCr 55
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AA |5.2

Cloro 18.6

Figura 2. Contribucion de los osmolitos organicos e inorganicos a la regulacion del
volumen en el cerebro en condiciones de hiponatremia cronica (Tomado de 4).

esta respuesta adaptativa varia en las distintas células, siendo mayor en los astrocitos
que en las neuronas (5). Los osmolitos que participan en esta recuperacion del
volumen son, al igual que en el cerebro in vivo, los iones intracelulares que se
encuentran en mayor concentracion, que son el K* y el CI, asi como un grupo de
moléculas organicas (Fig. 2). Muchas de las caracteristicas de este proceso de
regulacion en células nerviosas se han definido por el trabajo de nuestro laboratorio
(5-9). Uno de los aspectos que mas nos ha interesado es el de senalar la importancia y
la contribucion de los osmolitos organicos, en particular los aminoacidos, en los
mecanismos adaptativos que permiten a las células nerviosas controlar su volumen
ante un decremento en la osmolaridad externa, con la consecuente entrada de agua
tendiente a restaurar el equilibrio osmoético (10). Hemos caracterizado la via de
movilizacion de los aminoacidos, generalmente considerando a la taurina como
representativo de este grupo de osmolitos, y probamos que se trata de un mecanismo
difusional, sin ninguna relacion con el transportador dependiente de energia, y que
funciona llevando a cabo la acumulacion de los aminoacidos al interior celular (11, 12).
Establecimos el perfil de sensibilidad farmacolégica de la via de movilizacién de la
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taurina habiendo encontrado que es muy similar a la que moviliza el cloro, que es uno
de los osmolitos mas importantes durante la regulacion del volumen (13). Estos
resultados han dado sustento a considerar una via comun de translocacion de CI,
aminoacidos y otros osmolitos organicos, activada por volumen.

La identificacion molecular de la(s) via(s) que movilizan a los aminoacidos y al
cloro durante la regulacién del volumen celular no se ha concretado, a pesar de que
existen ya numerosos canales de CI clonados, algunos de los cuales incluso son
sensibles a hiposmolaridad (14). Sin embargo, ninguno de ellos reune las
caracteristicas tipicas del canal que se activa durante la regulacion del volumen. En
cuanto al canal de K™ activado por volumen, se ha considerado la posibilidad, con base
en un reporte reciente, de que se trate de un subtipo de los canales de la familia Task
(15). La identificacion de este canal es importante ya que es precisamente la salida del
K" el proceso que limita la eficiencia del proceso regulador del volumen en condiciones
hiposmoéticas. Es interesante senalar que en las células epiteliales, el incremento en
volumen activa canales de K* dependientes de Ca*?, pero no se trata en si de un canal
sensible a volumen, sino de una respuesta al incremento en Ca*™ citosélico, que
generalmente acompana al aumento en el volumen celular (16).

Senales de transduccion

El proceso de regulacion del volumen implica varias etapas: la inicial es aquella
en la que la célula debe detectar el cambio en volumen, para posteriormente
desencadenar un sistema de sefiales que llevan a la activacion de los efectores; en
este caso, los osmolitos que ajustan el contenido de agua. Finalmente, la célula debe
"recordar" su volumen inicial y desactivar los mecanismos reguladores, ya sea por el
silenciamiento de las sefnales transductoras o por la desactivacion de los canales a
través de los cuales permean los osmolitos. Hasta este momento, no se han
identificado los sistemas o moléculas que pudieran funcionar como sensores para el
volumen en ningun tipo celular. En cuanto a las sefiales de transduccion, los resultados
son todavia poco claros. El incremento en volumen esta asociado, en la mayor parte de
las células, con un aumento en los niveles citosdlicos de Ca*? (16), por lo que se
considerd a este cation como un elemento clave para el proceso de transduccion. Sin
embargo, numerosas investigaciones (revisadas en 16) han demostrado claramente
que el Ca*? sdlo participa como sefial en aquellas células, generalmente de tipo
epitelial, en las que el canal de K que participa en la regulacién del volumen es un
canal dependiente de Ca*?. En células no epiteliales, incluyendo las células nerviosas,
el incremento en la concentracion de Ca*? parece ser sélo un epifenémeno, no
vinculado directamente con los mecanismos de regulacion del volumen. ElI cambio en
volumen y su subsecuente recuperacion son fenomenos complejos que involucran
numerosos cambios celulares que pueden estar o no, asociados directamente con la
activacion de los osmolitos, tales como reacciones de estrés, la reorganizacion del
citoesqueleto necesaria para ajustar tanto el cambio inicial en el volumen celular como
su ajuste posterior y las reacciones de adhesion, vinculadas con el cambio en el
volumen y su recuperacion.
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Figura 3. Participacion de PI3K y tirosinas cinasas en la liberacién de *H-taurina
sensible a hiposmolaridad en rebanadas de hipocampo de rata. A. Western blot que
muestra la actividad de PI3K cuantificada por la deteccion de la forma fosforilada de Akt,
enzima cuya fosforilacién ocurre casi exclusivamente por la actividad de PI3K. (I)
control, (H) hiposmético 30% y (H+W) hiposmético + el inhibidor de PI3K, wortmanina.
B. Curso temporal de la liberacion de *Htaurina . Las células con el trazador radioactivo
incorporado se prefundieron con medio isosmético durante 5 min, (e) y a continuacién
(flecha) con un medio hiposmético 30% (m), o con un medio hiposmético conteniendo
wortmanina 100 nM (A), o el inhibidor general de tirosinas cinasas, AG18 50 uM. Datos
extraidos de Franco et al. (18).

Recientemente se ha puesto énfasis en la participacion de cinasas de tirosina
como elementos clave en la recuperacion del volumen celular, como resultado del
efecto de inhibidores de estas enzimas, como la tirfostina (AG18) que reduce de
manera muy importante la movilizacion de los osmolitos y previenen, por tanto, la
recuperacion del volumen (Fig. 2). Aunque las enzimas especificas involucradas no se
han identificado, se sabe que una enzima blanco de las tirosin-cinasas, la cinasa de
fosfoinositidos (PI3K), tiene un papel clave en la movilizacion de taurina y CI" en
respuesta al incremento al volumen. La PI3K se activa por hiposmolaridad y los
bloqueadores de su actividad, como la wortmanina y el LY294002 son muy eficientes
inhibidores de la movilizacion osmosensible de taurina y CI" (Fig. 3) (17, 18). La
investigacion acerca de las conexiones vy la jerarquizacion de estas cinasas de tirosina
y sus efectores, hasta llegar a la activacion de las vias de translocacion de los
osmolitos es un tema que esta siendo investigado muy activamente.
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Regulacién isovolumica

Los modelos experimentales en los que se han realizado la mayor parte de las
investigaciones sobre la regulacion del volumen celular, implican cambios drasticos y
subitos en la osmolaridad externa. Aun cuando estos protocolos pueden ser muy utiles
para amplificar las reacciones del proceso para su estudio, no reflejan estrictamente lo
que sucede en condiciones fisiolégicas y, aun, patoldgicas, en las que los cambios en
la osmolaridad externa son pequefios y escalonados. Por ello, se ha disefiado un
modelo experimental en el que el cambio en la osmolaridad se lleva a cabo en forma
gradual, simulando mas adecuadamente lo que ocurre en condiciones de hiponatremia.
En trabajos de nuestro laboratorio utilizando este modelo hemos detectado que en
estas condiciones no hay un cambio efectivo en el volumen celular, de ahi la
denominacion de ‘'isovolumico" para este proceso. Sin embargo, nuestros
experimentos han demostrado que se trata de un mecanismo de correccion activo,
que involucra la movilizacion de osmolitos, de manera similar a como ocurre en el
modelo de cambio subito en osmolaridad, pero con diferencias que enfatizan la
importancia de los osmolitos organicos y la taurina en particular, como osmolitos de
eleccion (Fig. 4-6) (19). En estas condiciones, el umbral de activacién de salida
de la taurina es muy bajo, ya que ocurre ante una disminucion en la osmolaridad de
s6lo 18 mOsm (Fig. 4), y su movilizacion es mayor que la de otros aminoacidos, lo que
hablaria de su papel preponderante en los mecanismos de regulacion de volumen en
condiciones mas parecidas a las que ocurren in vivo. La movilizacion de CI' y de K*
requiere decrementos en osmolaridad mayores que en el caso de la taurina (Fig. 5-6)

Consecuencias y riesgos de la correccion rapida de situaciones de hiponatremia

El procedimiento usado comunmente para corregir la hiponatremia es la
administracion de una solucion salina hipertonica, aunque la restriccion en la ingesta de
liquidos es la opcion aconsejable en los casos de hiponatremia asociada a falla en la
secrecion de la hormona antidiurética. El proceso de correccion debe, sin embargo,
hacerse en forma lenta y controlada, ya que, debido a los cambios adaptativos que se
han descrito, la osmolaridad celular esta ahora en equilibrio con un medio externo
hiposmotico. Al hacer la correccion restableciendo la normonatremia, la célula percibe
al plasma normal como una condicion hiperosmaética y activa los mecanismos de
regulacion tendientes a restablecer el nuevo equilibrio, con la consiguiente
deshidratacion. Es posible que esta respuesta sea la responsable de la consecuencia
mas grave de una correccion inadecuada de la hiponatremia; la mielindlisis que ocurre
en distintas regiones del cerebro, en particular en el tallo cerebral. Esta patologia,
cuyas caracteristicas son cuadriplegia flacida, paralisis respiratoria, letargo y coma,
podria derivarse de una ruptura de las uniones comunicantes en los elementos de la
barrera hematoencefalica a consecuencia de la deshidratacion, permitiendo el acceso
de factores que puedan causar dafo a los oligodendrocitos y llevando finalmente a la
destruccion de la mielina (20).
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Figura 4. Curso temporal de la liberacién de taurina inducida por un gradiente osmoético
en neuronas granulares de cerebelo de rata en cultivo. Las células se incubaron con
H-taurina durante 30 min y se perfundieron a una velocidad de 2 ml /min con un
gradiente osmotico de -1.8 mOsm/min, (®) formado al mezclar continuamente un medio
hiposmotico (50%) con un medio isosmético. Paralelamente se midié la liberaciéon de
®H-taurina en un medio isosmético, como control (e).
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Figura 5. Curso temporal de la liberacién de ®*Rb (como trazador de K*) inducida por un
gradiente osmotico. Las condiciones experimentales y los simbolos son como se
describe en la Fig. 4.

Edema Isosmético.

El edema isosmoético es un componente importante del dafo cerebral en
patologias como la isquemia, las epilepsias, la encefalopatia hepatica y el trauma
craneoencefalico. Los mecanismos que generan el edema son diferentes en cada caso.
Durante la isquemia, por ejemplo, la baja en la carga energética lleva a la acumulacion
intracelular de Na*, que es seguida por la entrada de CI" y agua. Como consecuencia
de la despolarizacién inducida por la entrada de Na®, se genera una liberacion excesiva
de K y de aminoacidos excitadores. Estas dos condiciones son, a su vez, generadoras
de una nueva fase de edema, con lo que el dafio entra en una cadena autopropagada
de despolarizacion y excitotoxicidad que causa nuevos episodios de muerte neuronal,
impidiendo la recuperacion del area isquémica perifocal. Ademas, la liberacion del
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acido araquidonico, asi como la presencia de oxigeno durante la reperfusion, generan
un cuadro de lipoperoxidacidn de las membranas causando una sobrecarga idnica a
través de las membranas deterioradas, que lleva a nuevas situaciones de edema y a
una entrada de Ca*? , causante de muerte neuronal (2, 3, 21, 22).
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Figura 6. Curso temporal de la liberacién de "I (como trazador de CI') inducida por un

gradiente osmotico. Las condiciones experimentales y los simbolos son como se
describe en la Fig. 4.

En el caso de las epilepsias, la hiperexcitabilidad neuronal incrementa las
concentraciones de K" extracelular, que es acumulado por los astrocitos, junto con CI' y
agua osmotica, produciéndose el edema. En el caso de los traumatismos craneo-
encefalicos, la causa del edema no es muy clara, pero podria deberse por una parte a
la produccion de lactato o por otra, al dafio membranal y la generacién de especies
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reactivas de oxigeno, lo que llevaria a una serie de reacciones en cadena
autopropagadas, perpetuando el dafo membranal, con la consiguiente sobrecarga
idnica y acumulacion de Ca*? intracelular, todo ello causante de sucesivos episodios de
edema y muerte celular.

No se ha investigado la existencia de posibles mecanismos de regulacion de
volumen en condiciones de edema isosmaético. Sin embargo, puede predecirse que, en
estas condiciones, el papel regulador a cargo de los iones no esté funcionando, ya que
es precisamente la entrada de éstos lo que genera el edema. Sin embargo, la
contribuciéon de los aminoacidos y de otros osmolitos organicos, puede reducir el
edema, o, al menos, atenuar su magnitud.

Puesto que la activacion de un proceso regulador similar al que ocurre en el
edema hiposmatico es poco factible, las estrategias para prevenir el edema isosmético
deben dirigirse a su prevencion, mas que a una eventual correccion por parte de las
células. Ya que el CI, es siempre un factor comun causal del hinchamiento en
condiciones isomaticas, estas estrategias deben considerar la posibilidad de evitar la
entrada de CI'. Para ello, es imprescindible conocer con detalle las caracteristicas de
los procesos de traslocacion de este anion en cada una de las patologias que generan
el edema isosmotico.
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Introduccion y advertencias al lector

Este documento se presenta en dos partes, en la primera de ellas se dan a
conocer algunas reflexiones que ayudan a poner en contexto la actividad docente y la
actitud de éste frente a las tecnologias de la informaciéon y comunicacién. Esto con el
objetivo de llegar a imaginar aplicaciones y estrategias dirigidas a mejorar o diversificar
la intervencion pedagdgica y facilitar el aprendizaje de los alumnos.

La segunda parte es una guia para el disefio y elaboracion de mapas
conceptuales. En esta guia se presentan los argumentos psicopedagdgicos con
respecto a la elaboracién de los mapas conceptuales, asi como experiencias de su uso
y se proponen ademas como un pretexto y herramienta que permita hacer un uso de
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las computadoras mas alla de almacenes inertes de informacion. Las propuestas
especificas o aplicaciones dependeran de los intereses de cada uno de los lectores. En
este texto se ‘“insinuan” algunas otras posibilidades; otras mas seran también
imaginadas, producto del propio interés de los lectores.

PRIMERA PARTE : HAGA “CLIC” PARA CONTINUAR O PRESIONE “ESC” PARA
SALIR.

ESTRATEGIAS PARA ENTRAR Y SALIR DE INTERNET Y LAS TECNOLOGIAS

Las siguientes lineas se dirigen a dos tipos de docentes, los dos imaginarios y
un poco esquematizados para el beneficio de la redaccién de este texto. Uno de
nuestros imaginarios docentes es aquél que es huidizo acerca de aprender nuevas
cosas, que se escabulle para no verse frente a la computadora y que posee un arsenal
de justificaciones para mantenerse alejado de lo nuevo, porque siempre los tiempos
pasados son mejores. El otro docente es el lector de este texto, dispuesto a discutir,
debatir, escuchar, opinar y sobre todo, a aprender y ensefiar.

El tema de las nuevas tecnologias y su aplicacion en la ensefianza y el
aprendizaje se presenta para el docente como ineludible, no porque su labor dependa
directamente de dichas tecnologias, sino porque son parte de la realidad de sus
aprendices, una relacion pedagdgica que ignore el contexto del ofro tiene pocas
expectativas de éxito.

Tecnologia y aparatos electrodomésticos

La civilizacion occidental, se caracteriza entre otras cosas, por su capacidad
acumulativa y generalizable de las experiencias, los conocimientos, la técnica y la
tecnologia. La acumulacion de conocimiento y su aplicacion para transformar y
construir cosas se denomina progreso. Sin entrar al debate de los beneficios del
progreso y si esa carrera acumulativa es negativa o positiva para la humanidad,
algunas de sus expresiones materiales han transformado nuestra cotidianidad y cultura.

La licuadora o la television son maquinas que definen en parte lo que somos y
hacemos todos los dias; de igual forma, se pueden considerar muchos otros inventos y
artefactos: Videocaseteras, aparatos reproductores de DVD, CD, MP3, entre otros y sin
olvidar, por supuesto, la computadora personal. Todos los artefactos mencionados
tienen caracteristicas y funciones que superan y/o se adicionan a modelos anteriores.
Algunas de las nuevas versiones introducen cambios radicales, sin embargo, la
mayoria de los cambios son versiones de las anteriores: cada uno de los aparatos ha
acumulado y condensado las funcionalidades y caracteristicas de los anteriores. (1)

La innovacion requiere de lo anterior, es un producto histérico que requiere ser
comparado con algo similar. De no existir referente, el artefacto u objeto en vez de ser
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identificado como innovador o novedoso, pasaria a ser algo incomprensible o carente
de significado o interés.

¢, Coémo funciona esto?

Los seres humanos poseemos la capacidad de aprender. Algunas veces,
nuestros aprendizajes son integrados a un sistema que conecta con ofros aprendizajes.
En algunos otros casos los aprendizajes dependen o son facilitados por aprendizajes
previos. Resultado del proceso de aprendizaje son los conocimientos que tenemos
sobre las cosas: algunos conocimientos nos parecen tan obvios, basicos o necesarios
que perdemos conciencia de que algunas vez tuvimos que esforzarnos para aprendery
obtener los conocimientos que utilizamos y aplicamos para resolver problemas.

El uso de diversos objetos cotidianos lleva implicitos aprendizajes de los cuales
no siempre somos conscientes; por ejemplo, el saber que antes de hacer funcionar la
mas rudimentaria television hasta la mas sofisticada pantalla, los aparatos deben estar
conectados a la corriente eléctrica. Este conocimiento es generalizable a todos los
aparatos electrénicos y eléctricos (obviamente). No importa que nos pongan frente a
mil modelos de television, un conocimiento adquirido, basico e importante es que
necesitan corriente eléctrica, el segundo conocimiento es que puede ser encendido y
existe un interruptor para hacerlo, conocimiento fundamental para poder tener la
intencion de encenderlo. Probablemente, si se tratara de un modelo extrafio nos
tardariamos un poco en encontrar el “botdn” para ponerlo a funcionar, pero de no saber
que existe el “boton” simplemente no tendriamos ninguna estrategia para llegar a
aprender como se enciende.

¢, Qué mas cosas hace?

Existen situaciones que exigen aprendizajes, y entonces aprendemos como una
forma de adaptacibn para mantener el trabajo, o para superar determinada
circunstancia. Hay aprendizajes que se hacen por interés hacia un determinado tema, y
aprendizajes “a fuerza” porque de ellos depende una calificacion escolar. Pero todos
ellos son, de alguna forma necesarios y nos ayudan a alcanzar o cumplir objetivos
Todo aprendizaje es parte de un contexto y no siempre el individuo es conciente de que
aprende, la conciencia del propio aprendizaje permite aprendizajes mas complejos, de
ahi el interés de reflexionar acerca de nuestros propios aprendizajes (2).

¢ Conocemos todas las funciones de nuestra videocasetera? ;hacemos algo
distinto en la ultima versién de Microsoft Word XP que cuando usabamos hace unos 12
anos el Microsoft Word version 2.0? En la mayoria de los casos el uso de aparatos se
reduce a funciones basicas: reproducir una videocasete (para ver una pelicula) o
utilizar la computadora para imprimir un papel (Que ademas corregimos a mano).
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En algunas ocasiones la falta de interés por aprender nuevas cosas puede
deberse que simplemente que no son necesarias; en otras se debe a la falta de
voluntad e interés, aun cuando de alguna forma tendriamos que esforzarnos para
hacerlo. Esta situacion se expresa en gran variedad de estrategias que se desarrollan
para evitar el tener que aprender, y en otras ocasiones adaptamos lo nuevo para seguir
haciendo /o vigjo.

Estas actitudes sobre el aprendizaje las encontramos tanto en lo cotidiano como
en la escuela; funcionan tanto para aprender ciencia, como para grabar en video
nuestro programa favorito.

¢Disculpa, podrias ayudarme? ... jgracias nifio! ...jsoy demasiado viejo para
aprender!

La relacion con los otros puede llegar a constituirse en y por redes sociales de
apoyo, las cuales permiten hacer cosas que de forma individual no podrian hacerse:
trabajo en equipo, colaboracién, organizacion, solidaridad y demas cosas importantes
que nos preparan para la vida y el trabajo. Sin embargo, las redes de apoyo pueden, a
veces, servirnos para evadir aprendizajes necesarios y nos convertimos en
demandantes perpetuos de favores o servicios.

En muchos hogares mexicanos en los cuales existe una computadora porque el
nifio la necesita para su escuela, los padres preguntan cantidad de cosas y terminan
solicitando, rogando, ordenando o induciendo a que los nifios hagan lo que ellos, en
algun momento, pretendian hacer, por ejemplo, mandar un e-mail, o elaborar un
documento, etcétera.

En otros espacios, como el de la escuela o la universidad, ocurren cosas
similares: se generan dependencias y, a la vez, estrategias para no aprender. Asi,
existe el chico que imprime los documentos, o que sabe como guardar un documento,
o el que sabe hacer las presentaciones. Algunas de estos conocimientos tendrian que
ser parte de los conocimientos y habilidades de los docentes.

En lo que respecta a la educacién, son diversas la reacciones del docente sobre
aprender a utilizar las tecnologias y aplicarlas para la ensefianza y el aprendizaje. Esto
se manifiesta desde la posicién de reaccion en contra hasta la de reaccion a favor.
Cualquiera de las “reacciones” son en parte producto de la “sorpresiva” llegada de las
computadoras a la vida escolar y académica, aunado a la velocidad con la que cambian
los sistemas y aparatos. Pareciera que dejan soélo la posibilidad de reaccionar en
consecuencia o en defensa.

Es necesario “sacudirse” la sorpresa y aceptar que la computadora y la Internet
(y mas tecnologias y servicios que son confundidos o considerados parte de estos dos)
y comenzar a entender las consecuencias y las implicaciones de las nuevas
tecnologias en la cultura de los estudiantes y los docentes.
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Una forma de resistencia consiste en atribuir la capacidad de conocer y aprender
acerca de las tecnologias a una cuestion generacional. Es decir, que de acuerdo al
momento en que nacemos, en relacién a la edad que tenemos, se determina la
posibilidad y/o capacidad de conocer sobre tecnologias. Por muy absurdo que parezca
esta afirmacién, es la que sustenta de fondo las reacciones en contra e incluso a favor
de ellas. Lo importante es adoptar una posicion activa y participativa, que podria
implicar un proceso de aprendizaje sobre las tecnologias; solamente en este proceso
sera posible desarrollar una actitud propositiva.

¢ Sabes conducir un auto?

Conocer sobre cdmo operar una computadora es algo que trae consigo
oportunidades como condenas. Socialmente es un conocimiento altamente solicitado y
valorado, pero no todos ambicionan poseerlo. En pocas palabras: “ya que tu sabes,
¢ por qué no lo haces?”.

Sin lugar a dudas los especialistas, técnicos y expertos son necesarios para
todas las areas profesionales, del conocimiento, la tecnologia y la técnica. El
conocimiento se ha hecho tan complejo, que no es posible saber y solucionar todo. Sin
embargo, el contexto nos exige un aprendizaje constante y el dominio de areas que
ahora son parte de las competencias profesionales y no accesorios.

Algun dia utilizar una computadora sera igual que conducir un auto o saber
utilizar el teléfono, o leer y escribir.

Un automovil es un artefacto de alto desarrollo tecnoldgico, al igual que la
computadora. Conducir un auto es una actividad que requiere alto grado de
responsabilidad y adiestramiento porque puede poner en riesgo vidas humanas,
mientras que la computadora, en lo que se refiere en términos comunes y corrientes,
no pone en riesgo la vida de nadie. Sin embargo, conducir un automovil se ha
convertido en un conocimiento y destreza de lo mas generalizado y es parte de la
cultura urbana, tanto asi que se considera una necesidad y no siempre se requiere
poseer un auto propio para saber conducir. La idea de contratar un chofer para
conducir nuestro automovil, pareceria a la mayoria de nosotros algo innecesario o de
un costo elevado para una actividad que podemos hacer nosotros mismos, podemos
requerir al mecanico para servicios muy especificos y en circunstancias determinadas.
¢ Requeriremos siempre choferes para conducir nuestras computadoras?

El saber utilizar una computadora se esta convirtiendo en parte de la cultura
general, o en todo caso de las competencias profesionales de docentes e
investigadores y dificilmente podremos contar con “chéferes” para cada uno de
nosotros. Aunque es posible la opinion de que, no todos necesitamos un auto ni todos
una computadora y, por supuesto, “el dinero no hace la felicidad”.
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Entre el bien y el mal

Tomar una posicidon de promocion de la tecnologia y de defensa en contra de
ella pueden inducirnos a argumentaciones y actitudes que no permiten plantear los
como, quiénes y con queé fines de la tecnologia o de cualquier accion educativa que se
realice. (3, 4)

La tecnologia implica el artefacto tecnolégico asi como la intenciéon del sujeto
que opera el artefacto, y el objeto o realidad que se desea transformar, por ello es que,
la tecnologia es parte de las relaciones sociales y culturales, y su beneficio, uso e
invencion estan estrechamente ligados a la sociedad que pertenecen.

Desde la perspectiva de la tecnologia educativa, el pizarron es una tecnologia
para la ensefanza y el libro es también, una tecnologia para la ensefianza y el
aprendizaje. El tiempo que llevan siendo utilizados les ha convertido en tecnologias sin
cuestionar, Burbules y Calliser (3) consideran que es la familiaridad con ciertos objetos
por lo que éstos se vuelven relativamente invisibles por lo que “simplemente pasaron a
formar parte del mundo corriente” (p.14)

La computadora e Internet no son invisibles, no son como el automovil o el
pizarron que forman parte de las actividades cotidianas'; son tecnologias nuevas y
extranas que antes de ser rechazadas tendrian que ser evaluadas. Sin embargo, no
podemos detener su introduccion, y, tal vez si nos ponemos un poco necios, podemos
evitar su paso en los centros de estudio. Pero la situacion esta dada, deberemos
evaluar y aprender sobre la marcha y haciendo uso de ellas.

Inevitablemente las comparaciones

Sin duda el referente de lo que ya conocemos es necesario para conocer lo
nuevo, sin embargo, esta comparacion no debe convertirse en el rigido parametro.
Incluso las tecnologias con mucho mas tiempo en la historia y que se suponen estables
y de las cuales podria pensarse que ya no estan sujetas a transformaciones
“‘importantes” han presentado cambios significativos, tal es el caso de la imprenta y el
libro. El desarrollo de nuevas técnicas y tecnologias de impresién han permitido que los
autores puedan utilizar algo mas que palabras y tinta negra para expresar sus ideas.
Actualmente, las publicaciones impresas pueden incluir palabras, imagenes,
diagramas, colores e incluso materiales distintos al papel.

' No todas la innovaciones tecnoldgicas son aceptadas de forma inmediata por la sociedad, por
lo que lo cotidiano de ciertas tecnologias son producto de un proceso social y no siempre del
“abaratamiento” de la tecnologia. Segun Early C. Joseph, en un articulo citado por Kerckhove
(6), nos dice: “ ...los trasmisores fueron inventados hace cuarenta afios en los laboratorios Bell.
Fue necesario casi un decenio para que dichos dispositivos se utilizaran en computadoras... El
horno de microondas, por ejemplo, necesit6 mas de veinte afios para introducirse con éxito”.
(p.247)
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Landow (5) advierte que el acto de leer ha cambiado con en el tiempo, y que
dicha actividad podia exigir esfuerzos intelectuales muy distintos a los de ahora, debido
a los criterios de puntuacion y edicién de textos, asi como por la invencion de la
imprenta. Por ejemplo menciona que:

“Los lectores de la época de Platon, Virgilio o san Agustin procesaban textos sin
espaciado entre palabras, ni mayusculas ni puntuacion. Si hubiese leido estas frases
mil quinientos afios antes, habrian tenido este aspecto:

ellosseencontrabancontextostandiferentesdelosnuestrosquelamera
sugerenciadequepudiéramoscompartirlamismaexperienciadelalecturaeng
afnaloslectoresdelaépocadeplatonvirgiliosanagustinoricesabantextossines
oacidadoentrepalabrasnimayusculasnipuntuacionsihubieseleidoestasfrase
smilquinientosafiosanteshabriantenidoesteaspecto.” (p. 75).

Como muestra el parrafo anterior, la experiencia de lectura es una experiencia
intelectual situada en un contexto histérico y cultural que permite y restringe
simultaneamente procesos cognitivos.

La publicacion electronica, los libros electronicos, o novelas hipertextuales2
deben situarse también en un contexto histérico social y no s6lo en una comparaciéon
con el texto escrito como si éste, fuera la Unica posibilidad de comunicar, construir y
representar conocimientos.

Los medios que soportan y preservan la informacion se han diversificado,
ademas del papel se encuentran los medios electronicos-digitales. La estructura de la
informacion depende en parte de las posibilidades que ofrece el medio o tecnologia
que la soporta. El texto escrito puede ser considerado una tecnologia de preservacion y
construccion del conocimiento, el texto escrito puede ser soportado, almacenado y
distribuido utilizando el papel asi como el medio electrénico-.digital. En este caso no
existe ninguna diferencia entre un texto impreso y su version electronica.

El libro, cdmo tecnologia de preservacion y almacenamiento de informacion
requiere de ciertas estructuras discursivas y/o formas que adquieren la informacion
para ser almacenada y preservada y ademas de que esta informaciéon pueda ser
recuperable y accesible por los lectores. El uso de indices, tablas de contenido,
marcas, tipografia, estructura visual, grafica del texto, la numeracion de las paginas
entre otras cosas mas, son parte de la tecnologia del libro. Estas caracteristicas varian

% La novela hipertextual no necesariamente requiere del soporte informatico. Algunos ejemplos
de novelas cuya estructura puede considerarse hipertextual son: Rayuela de Julio Cortazar
(disponible en varias editoriales: Plantea, Catedra) y Diccionario Jazaro de Milorad Pavic
(editado por Anagrama) la cual incluso esta editada en dos versiones: para “el’ y para “ella”. Un
ejemplo de novela en hipertexto electrénico lo tenemos con Afternon, a story, de Michale Joyce
editado por Eastgate Systems. Estados Unidos de Norteamérica. (Edicion en CD-ROM para
Macintosh y Windows).
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de acuerdo a posibilidades técnicas y tecnologicas de la impresion y procesamiento de
textos, por lo que la forma y estructura del texto se puede ver impactada por desarrollos
distintos al de la disciplina que produce el conocimiento, el cambio de un discurso
puede ser provocado no uUnicamente por diferentes aproximaciones metodoldgicas,
sino por las tecnologias de construccion y preservacion del conocimiento (7).

El hipertexto mantiene la relacion con la escritura, el uso de las tecnologias
alfabética, pero la estructura del discurso cambia. La forma y estructura de lo que se
escribe o construye es distinta. La hipertextualidad es una forma de escritura no
secuencial, y el acceso a la informacién o conocimientos contenidos en un hiper-texto
son recuperados de maneras distintas con respecto al texto impreso.

No es lo novedoso o lo extrafio lo que debe determinar la aceptacion de una
tecnologia, sino sus posibilidades para facilitar y mejorar aquellos procesos y
actividades en si importantes, como puede ser la ensefanza. Al respecto, es
importante considerar que asi como la experiencia de la lectura se ha transformado por
el uso de nuevas convenciones en el cddigo alfabético y por la nuevas tecnologias de
impresion, el hipertexto ha implicado una experiencia de lectura distinta a la que
proporciona la lectura de libros convencionales impresos en papel. Es de importancia
considerar esta diferencia, pues implica posibilidades como restricciones en la cualidad
de transmisibilidad de conocimiento e informacion (3, 5-9). Las posibilidades para
ensenfar y aprender se han diversificado, pero también lo que se aprende ha cambiado,
no solo en lo que respecta a los contenidos que, de alguna forma siempre son
cambiantes, sino a la forma en que estan contenidos o estructurados.

Comunicacion y aprendizaje

La vida es un continuo aprendizaje. Comenzamos a aprender, incluso antes de
tomar conciencia de que los hacemos. Aprendemos a ver, a oir, a escribir, a
comportarnos. La sociedad que nos rodea antes y después del nacimiento nos educa,
nos ensefia, nos civiliza. Somos producto y productores de la sociedad del aprendizaje,
hemos inventado la sociedad del aprendizaje® (2).

Nos hemos desarrollado como humanos, en un constante aprendizaje cultural,
se aprende a leer y escribir, creer, a desconfiar, a colaborar, a interactuar con otros
Ssimilares a nosotros. En ese interactuar, intercambiamos roles constantemente de
aprendices a maestros®.

® Pozo (2) desarrolla el concepto de sociedad del aprendizaje. Otras expresiones similares se
encuentran relacionadas pero hacen énfasis en distintas cosas. A Pozo le interesa destacar las
actividades de aprendizaje y ensefianza que tienen lugar actualmente y como éstas son parte
de lo que los humanos hacen todos los dias. Otras términos son: “sociedad del conocimiento” y
“sociedad de la informacién”.

* La expresion de aprendiz, es retomada de Pozo (2) y se refiere al sujeto que aprende y no
tiene referencia al “aprendiz de oficio”.
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Inmersos en la dinamica socio-cultural, constantemente debemos solucionar
problemas para continuar con nuestras vidas, es decir: seguir resolviendo problemas.
Para lograr esto, es necesario aprender, de ello depende nuestra versatilidad y la
posibilidad de adaptarnos a un entorno. Aprendemos estrategias, técnicas y a utilizar
nuestros conocimientos previos. La consecuencia de este proceso es que cada vez
sabemos mas, y, en ocasiones aprendemos, a aprender.

Algo que hacemos todos los dias, en cualquiera de nuestros papeles, sean éstos de
maestros, aprendices, trabajadores, hijos, padres, hermanos o presidentes de la
republica (este ultimo caso puede constituir la excepcion a la regla) es aprender. El
ambiente (social-natural-cultural) nos exige y nos permite simultaneamente
aprendizajes para sobrevivir, sea la ley de la “jungla” que nos exija escalar un arbol o
aventar una piedra para conservar la vida, o sea, la ley de la “civilizacion” que nos
exige escalar una acera o aventar una piedra, también para conservar la vida.

Comunicarse con los otros, es un aprendizaje constante, milenario, necesario e
ineludible. La comunicacion se hace posible mediante el uso de herramientas
simbdlicas como el lenguaje (producto/productor del pensamiento) y sus posibilidades
expresivas: palabras, sefias, imagenes, sonidos y olores. La cultura es una matriz
simbdlica, acumulada histéricamente y en constante transformacion, que nos permite
establecer codigos negociables para comprender y explicar la intencion de los otros y a
la vez, que los ofros entiendan nuestras intenciones. Esta intencion de comunicar
requiere de algunos supuestos como el que tenemos algo que decir y que hay alguien
a quien le interesa lo que decimos. Lo que pensamos lo estructuramos en y por el
lenguaje y le damos forma de mensaje inteligible. Esto implica algunos acuerdos o
convenciones en los coédigos comunicativos (que son principalmente simbdlicos) para
que se de la comunicacion. Palabras, colores, sonidos y sefias deberan significar lo
mismo para aquellos con intenciéon de comunicarse. Entender y entenderse, asi como
explicar y explicarse son procesos conjuntos. No existen emisores sin receptores.

La comunicacion del conocimiento no requiere solamente de un cédigo comun que
permita estructurar un mensaje inteligible; también requiere de un soporte para
contener y dar a conocer el mensaje. Para comunicar los conocimientos, el docente
utiliza, entre otras cosas, la oralidad, el pizarrén, gesticulaciéon y tecnologias como el
libro. Las nuevas tecnologias amplian las posibilidades y también las hacen
redundantes, como cuando se utilizan las tecnologias para hacer lo mismo.

Cosa de humanos
Comunicarse es cosa de humanos, y como tal compleja. A pesar de que es una
experiencia que se da en sociedad y que tiene miles de afios de practica, de alguna

forma aparecen los malos entendidos o los malos explicados.

Comunicar es un acto humano que es posible sélo porque concebimos que al
que tenemos enfrente es capaz de entendernos y nosotros, a la vez, somos capaces
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de hacernos entender. La forma de la comunicacion, asi como su contenido depende
de la relacion intersubjetiva y de los procesos, acciones y de las convenciones
simbdlicas para codificar o expresar pensamiento y/o los contenidos, es decir de las
posibilidades para construir y transmitir un mensaje.

Los mensajes son “transeuntes” en constante riesgo: pueden ser atropellados
por el escandaloso claxon de un camién, por una mala caligrafia o una impertinente
falla en la linea telefénica y nunca llegar a su destino, pero incluso aunque el mensaje
llegara en perfecto estado de “salud”, puede ser olvidado, o no ser comprendido. Como
toda accion humana y sus consecuencias : jrequerimos culpables! ;es el emisor
culpable por enviar un mensaje olvidable o perdible? o ;el receptor tiene la culpa por
olvidar o no comprender el mensaje?

En el aula, e incluso para la pedagogia y la psicologia educativa, ya se ha
encontrado al responsable de la “incomunicacion”. Términos como “problemas de
aprendizaje”, se aplican al sujeto que aprende, es decir al alumno, con este punto de
partida, dificlmente se podria hablar de problemas de ensefianza como una
incapacidad del docente para ensefiar y comunicar, en un acto de autoridad se
determina que el “problema” reside en el alumno. Si bien la didactica y la pedagogia se
han preocupado por proponer modelos que permitan el mayor éxito a la intervencion
educativa del docente, cuando alguna estrategia no resulta, se le adjudica el problema
al alumno. Lo interesante, en todo caso, es no partir de un juicio, sino de una
problematica a resolver. Asi como la intervencion pedagodgica puede ser guiada por
teorias y técnicas didacticas, el aprendizaje también puede ser apoyado por técnicas y
estrategias. Una de ellas pueden ser la utilizacion de los mapas conceptuales, de los
cuales se tratara mas adelante.

Un juicio de lo anterior trae consigo atenuantes y agravantes de los actores de la
comunicacion, suspendiendo la busqueda de culpables, a lo que hay que prestar
atencion es al hecho de que no existe un cédigo comunicativo absoluto: la
comunicacion es un proceso continuo, dinamico y vivo que requiere de medios que
pueden dar mayor seguridad y mejorar el proceso comunicativo, pero que no eliminan
el factor activo y humano de la comunicacion, pues sobre todo lo dota de flexibilidad.

El mensaje y su envase

Los mensajes pueden ser soportados en distintos medios, éstos a su vez,
permiten y restringen la estructura del mensaje y el tipo de informacion que contienen.
La finalidad del mensaje es la de representar de la mejor forma aquello que pensamos
y satisfacer nuestra ansiedad comunicativa.

El dinero fue y es una de las herramientas simbdlicas que sirvieron para fijar un
cédigo estable para representar acuerdos, pensamientos y relaciones que forzaba a
compartir y explicitar una idea comun que quedaba “fija” e independiente de la memoria
o de caprichos de una de las partes (6).
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La escritura, supone Kerckhove (6), se origina posteriormente a Ila
representacion del valor (dinero) y con relacion a la necesidad de preservar las ideas
originales. Desde la comunicacion, el alfabeto es una tecnologia para la construccién y
preservacion del mensaje Una vez escrito sirve para salvaguardar el contenido, la
intencion original.

La escritura es un soporte para la memoria historica y social; la alfabetizacion de
los hombres permiti6 el almacenamiento y produccion de conocimientos; la
preservacion del conocimiento mediante la memoria y la oralidad fue desplazada en
occidente por el texto escrito, cuya forma o medio actual es el libro, convirtiéndose asi
este ultimo en la materializacion del conocimiento y después en mercancia.

En términos de la persona, la alfabetizacién requiere desarrollar determinadas
habilidades cognitivas. En y por medio del proceso de lectura-escritura se provocan
formas de pensamiento (7). La escritura como tecnologia es un producto y productor de
racionalidad, es decir de la explicacion del origen y causa de las cosas. Es el texto
escrito un modelo de representacion del pensamiento abstracto y a la vez, el mensaje
cuyo medio es, desde la invencion de la imprenta, el papel impreso.

Texto, impresos y digitales

El texto escrito e impreso en el ambito de la educacion, es el soporte mas
estandar y extendido de la informacion y el conocimiento y la forma que toma es la del
libro. Apropiarse de los contenidos o conocimiento del libro es la meta de la mayoria de
las actividades de aprendizaje.

El libro es un icono del siglo XX cuya tecnologia de produccion ha cambiado
permitiendo agregar elementos adicionales a las palabras, por ejemplo color, graficos,
fotografias y tablas entre otros. La tecnologia del libro no sélo se expresa en la
impresion, sino en otros elementos que le otorgan cualidades para el acceso de
informacion, por ejemplo los indices generales, indices de nombres, indices tematicos,
asi como la misma estructura del texto que separa los tipos de informacion en bloques,
como son los capitulos, anexos, bibliografia, etcétera.

Las cualidades mencionadas con respecto al acceso de informacién en el libro
es importante, pues de cierta forma permite que la informacion o contenidos sean
encontrados de forma mas rapida y exacta. Desde esta perspectiva, el libro es un tipo
de tecnologia de almacenamiento y acceso a la informacion.

Desde la aparicion de las computadoras y de las primeras versiones electrénicas
de textos se ha iniciado un debate sobre las cualidades, posibilidades y restricciones de
cada uno de los medios, es decir, se ha debatido si el libro impreso es mejor o si libro o
texto electronico lo es mas®. Los argumentos de ambos lados se refieren a diversos

® Un “libro” que aborda el debate es: Numberg, (compilador): El futuro del libro. ;Esto matara
eso (10).
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temas: la transportabilidad del texto, la comodidad de la lectura, la estructura del
discurso, la interactividad, la posibilidad de su distribucion, entre otros temas. Algunas
discusiones de un lado como del otro, han perdido su razén u oportunidad ya sea por
que los “vaticinios” del fin y del inicio no se han cumplido tan claramente y totalmente
como se suponia, o bien porque el desarrollo de las distintas tecnologias, tanto
aquellas electronicas como analdgicas, han generado nuevas posibilidades vy
experiencias antes no contempladas.

Cada uno de nosotros puede tener su opinibn y ser parte de los
“electrénicos/digitales” o los “analdgicos”. Lo que se ha demostrado actualmente es que
cada uno de los soportes de informacion funcionan de mejor forma en determinadas
circunstancias. Por ejemplo, las enciclopedias electronicas o manuales de referencias
cuyas versiones digitales o electronicas y soportadas en CD-ROM son mas comodas y
rapidas de utilizar que las versiones impresas. En el caso de manuales y catalogos, las
versiones electronicas son mas facilmente actualizables que una version impresa. Un
caso distinto son por ejemplo, una novela o el periddico cuyas versiones impresas, sea
por tradicién o por funcionalidad, no requieren o no se benefician tanto de adoptar un
formato digital.

Lo relevante es identificar que el acceso y soporte de la informacion ha
cambiado y que, si bien el libro es hoy todavia un soporte aceptado y de prestigio, las
versiones electronicas iran ganando terreno y sera necesario desarrollar también
estrategias para poder aprovecharlas.

No lei la novela pero vi la pelicula

Para Giovanni Sartori (11) de Homo sapiens se ha pasado a Homo videns, es
decir que la era de la palabra escrita ha sido sucedida por la era de la imagen. Para
Sartori, este abandono de lo escrito por lo visual, el paso de leer-pensar a soélo ver,
significa un empobrecimiento de las capacidades cognitivas del hombre y mucho de
esto se debe a la practica constante y extendida de ver television.

El problema, segun lo ve Sartori (11), es la incapacidad del Homo videns por
comprender el lenguaje abstracto y por tanto la dificultad de acceder y comprender el
conocimiento cientifico, el cual esta construido y almacenado precisamente mediante el
lenguaje abstracto. En vez de esto, el Homo videns se encuentra altamente
especializado para el consumo de la imagen, que requiere de un lenguaje concreto
cuyas caracteristicas mediaticas contemplativas (television) impiden la construccioén de
simbolos y abstracciones por tanto el abandono del pensamiento abstracto y cientifico
En palabras de Sartori (11): “... el homo sapiens ha entrado en crisis, una crisis de
pérdida de conocimiento y de capacidad de saber”. (p. 61)

Punto de vista distinto, el de Raffaele Simone (7). El considera que es necesario

aceptar que existen otras formas de conocer y de conocimiento. La diferencia de fondo
entre los planteamientos de Simone y Sartori esta en lo que se considera conocimiento,
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y en particular el conocimiento cientifico o complejo. Para Sartori el conocimiento tiene
una forma primordial: es escrito y es un texto objetivado en libro. Para Simone, el
conocimiento puede tener distintas estructuras a la de un texto y otras formas distintas
al libro, esto le permite analizar otras posibilidades del pensamiento y la construccion
de nuevos y valiosos conocimientos. Simone considera que entramos en una tercera
fase cuya caracteristica es la variedad o diversidad de la formas del conocimiento, el
libro ha dejado de ser el emblema del conocimiento y la cultura (7), y mas alla del
soporte de éste, esta la forma de conocer, es decir, (y en términos generales), el
cambio en las formas de conocer no es leer un mismo libro en su versién electronica,
sino de un objeto que contiene conocimiento cuya estructura y contenidos es distinto,
digamos un multimedia o un video. Las “otras” formas de conocer distintas a la lectura
de textos, se van convirtiendo en dominantes, talvez en algunas areas del conocimiento
este fendbmeno sea menos frecuente, pero en términos generales, las necesidades de
conocimiento comienzan a resolverse (insistimos, en algunos casos) fuera de los libros
impresos, a este contexto Simone le llama /a tercera fase, vale la pena, -como dice el
autor-, evaluar si, en estos cambios de formas de conocer las ganancias son mas
grandes que las pérdidas

Las posturas de Sartori y Simone permiten reconocer que existe una forma
distinta de pensar y conocer, en el caso de Sartorio el panorama no es esperanzador
puesto que supone que la pérdida de la capacidad del hombre para el uso y
comprension del lenguaje abstracto no le permitira el desarrollo y progreso de las ideas
y de la ciencia, lo cual es parcialmente cierto, es decir, si el conocimiento que se
pretende construir requiere de procesos abstractos del pensamiento, su codificacion,
estructuracion e invencion mediante el uso del alfabeto y su organizacion y
comunicaciéon mediante el texto, requiere entonces de habilidades del pensamiento
abstracto; en ese sentido sin duda que la pérdida de las capacidades para manejar el
cédigo alfabético y el pensamiento abstracto impediria el desarrollo de un tipo de
conocimiento. Sin embargo, como lo advierte Simone, es posible pensar que existe un
conocimiento que puede ser construido con elementos distintos al alfabético y para ello
se requieran habilidades distintas o no unicamente del manejo del lenguaje abstracto,
como por ejemplo, la interpretacion de imagenes y graficos como actividades
directamente relacionadas a la construccion y comunicacion del conocimiento. Tufte
(12) contribuye con un argumento interesante de como la representacion grafica de los
datos puede abrir caminos al razonamiento para la solucién de problemas, que de otra
forma dificiimente podrian darse®.

Una perspectiva propositiva con respecto al uso de las palabras e imagenes y la
capacidad de éstas de comunicar informacion y conocimiento es la de Robert Horn
(13). Para Horn, el lenguaje visual integra palabras, imagenes y formas en una sola
‘unidad comunicativa” (p.8) y argumenta que el uso integrado de tales elementos son
parte de la cultura y la comunicacién, por lo cual es importante conocer cual seria la

® De manera especial Edward R. Tufte (12) menciona al menos dos casos, el que se refiere a
una epidemia de colera en Londres en 1854, y el de que se podia haber evitado el lanzamiento
del trasbordador espacial Challenger en 1986 basandose en informacion que “evidenciaba” el
riesgo de la explosion.
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mejor forma de estructurar un mensaje para que éste explique o represente de la mejor
formas las ideas, los conocimientos y la informacion.

El panorama que abren los diversos planteamientos, segun lo vemos, es un
espacio de posibilidades, ya que no existe una forma de ser o de pensar Unica y
completamente determinada y que ambas posibilidades comparten la realidad del
hombre. Por una parte, es cierto que la escritura permitié el desarrollo del pensamiento
y la ciencia y que transformé al hombre como especie, sin embargo, no puede
considerarse que todos los seres humanos de este planeta perdieron su “alfabetibidad”
por la exposicidon frente a la television, asi como tampoco todos los hombres se
encuentra tecnoldgicamente alfabetizados y construyen conocimientos con
herramientas hipertextuales y multimediales.

El campo de batalla

Las nuevas tecnologias de la informacién y comunicacion, en especial la Internet
y los multimedia, son parte actual de la problematica educativa. Sea a favor o en
contra, existe un debate que pretende convencer o demostrar a unos y otros sobre los
beneficios, peligros o posibilidades del uso de dichas tecnologias.

Desde una perspectiva de la tecnologia educativa, que implica ir mas alla de la
instrumentacion didactica de los medios’, las redes y las aplicaciones informaticas
abren posibilidades para la creacion y utilizacion de software educativo sin que esto
implique al docente y/o al alumnos convertirse en expertos programadores. Mas bien,
es asumir que el uso creativo de la tecnologia, materiales existentes y materiales de
autoria propia requieren de iniciar un proceso gradual de apropiacion de la tecnologia,
de un aprendizaje continuo que demanda tiempo y esfuerzo, pero sobre todo que es
necesario y util.

De acuerdo a Jonassen (14) el aprendizaje que ha implicado a las computadoras
puede distinguirse y organizarse de la siguiente forma:

* Aprendizaje asistido por computadoras. Se refiere a que los objetivos del
aprendizaje son logrados por la intervencion de un software/computadora
estableciendo el orden y tipo de actividades de aprendizaje.

+ Aprendizaje acerca de computadoras. Lo que se aprende es sobre la
computadora en si, partes, componentes, posibles usos y sobre como hacer, por

" Existe un debate en torno a la que debe entenderse por tecnologia educativa. En algunas
consideraciones se le da a la tecnologia educativa una intervencion de uso de los medios, es
decir, el uso de aparatos para una mejor ensefianza. Otras perspectivas consideran la
tecnologia educativa como una disciplina que planea, organiza y sistematiza la intervencion
educativa en un entorno o mediacion tecnoldgica y el debate continua. Al respecto puede
consultarse: Julio Cabero (15) “Tecnologia Educativa: diversas formas de definirla” en Cabero,
J. (ed.), Tecnologia educativa (pp. 17-50). Madrid: Sintesis Educacion. Para una perspectiva
mucho mas completa e histérica puede consultarse del mismo autor: Cabero (16).
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ejemplo: como imprimir, como guardar un archivo, como proyectar una presentacion,
etcétera.

» Aprendizaje con computadoras. Esta perspectiva supone a la computadora y
software como herramientas que son utilizadas de diversas formas por los aprendices,
sirviéndoles como recurso o referencia de informacién, medio de comunicacion,
herramientas para hacer algo, en general como herramientas mentales o de
aprendizaje.®

Los dos primeros tipos de aprendizaje son los mas comunes en lo que respecta
a actividades de aprendizaje escolares. La tercera perspectiva involucra mayor
complejidad y depende de muy variadas posiciones disciplinarias y teoricas. Los fres
tipos de aprendizajes no son excluyentes entre si, ni tampoco consecutivos. La
importancia de destacarlos es identificar que diversas actividades de aprendizaje
pueden requerir o utilizar computadoras y aun asi tener objetivos distintos.

Para el docente cada uno de los distintos aspectos del aprendizaje mencionados
le posibilitan el usar y beneficiarse de las computadoras, sin embargo esto no basta
para proporcionar estrategias claras en el uso de la maquinas para facilitar o propiciar
aprendizajes en los alumnos. El que el docente aprenda a utilizar una hoja de calculo
para obtener promedios y calificaciones y no se relaciona directamente con las
actividades de ensefianza ni con las actividades de aprendizaje.

Cada individuo carga con una historia personal de aprendizajes: algunos de los
aprendizajes son unicos pues se dan en contextos particulares y en situaciones y
momentos que son significativos para cada individuo, y es cierto, solamente aprende el
individuo, nadie puede aprender por alguien mas (2).

De acuerdo con lo anterior, podria suponerse que el docente no tiene nada que
hacer, después de todo, no podemos hacer que alguien aprenda. Sin embargo, existen
muchas posibilidades de facilitar, propiciar y conducir los aprendizajes. No es posible
ordenarle a alguien que aprenda, no todos los aprendizajes dependen de la repeticion,
la memoria o la necedad, en ocasiones los aprendizajes dependen de “tips”, “trucos” y
‘espacios”, llamados de forma mas correcta técnicas de estudio, estrategias de

aprendizaje y entornos de aprendizaje.

Comprender como se da el aprendizaje permite, desde la perspectiva docente,
disefar estrategias de ensefianza, ensenar técnicas de estudio, disefiar entornos de
aprendizaje, provocar y animar la reflexion sobre el propio aprendizaje.

Las tareas anteriores implican una actividad docente constante y se encuentra
muy lejos de la contemplacion de lo que hacen los estudiantes a la vez que no

® Jonassen (14) propone el concepto de Mindtools el cual es desarrollado en el transcurso de
su libro Computers as mindtools for schools. El término mindtools podria traducirse como
herramientas mentales. Otras aproximaciones similares pero con referentes tedricos distintos
puede ser: herramientas psicolégicas, tecnologias de aprendizaje, mediadores del aprendizaje
(17).
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excluyen la actividad de ensefiar, pero es necesario ponderar los efectos de la
ensefianza, es decir ensefiar no produce o causa aprendizaje, la ensefanza es
fundamental pues ofrece al alumno los espacios, tiempos y recursos de informacion
que le pueden guiar o propiciar sus aprendizajes. La intervenciéon docente no se agota
en la exposicion del tema. La observacion, disposicion e interés por el aprendizaje de
los alumnos lo llevara a idear tareas y actividades que complementaran o daran sentido
a la exposicion o lecturas de textos, esto implica una constante evaluacién de los logros
y retos de aprendizaje de sus alumnos.

Conciliaciones entre lenguaje abstracto y lenguaje concreto

Los alumnos que llegan hoy frente al docente estan dotados de experiencias,
algunas completamente ajenas al docente. No todas las experiencias son relevantes
para un determinado tipo de aprendizaje, otras simplemente no intervienen y algunas
mas pueden inhibir o dificultar los aprendizajes o las actividades requeridas para
propiciar dichos aprendizajes, sin embargo, todas ellas son parte de la persona que
aprende y de la que ensenfa.

El saber para utilizar una computadora, operar un procesador de textos,
estrategias de busqueda de informacidén en bases de datos e Internet, el conocimiento
de herramientas de comunicacion e intercambio de informaciéon como el e-mail, el chat,
grupos de discusion y otros, pueden ser irrelevantes si el docente decide que nada de
eso sirve y se inhibe su utilizacion en clase y en las actividades y tareas que se
desarrollen.

Ciertos requisitos para el aprendizaje se encuentran tan establecidos en la
sociedad que no se discuten si deberian ser; simplemente son. Por ejemplo, seria
inconcebible que una persona que no sabe leer ni escribir, cursara un carrera
universitaria, o que alguien incapaz de comunicarse, participara en grupos de
aprendizaje. No todos los requisitos para el aprendizaje son tan definidos. Podriamos
preguntar: ¢es indispensable (requisito) para la educacion media superior y superior
que el alumno sepa usar la Internet y los procesadores de texto? Pero ¢y para el
docente?

Las respuestas a las anteriores preguntas seran diversas y muchas de ellas
buscaran ponderar cuando si, y cuando no, es necesario poseer determinadas
habilidades y/o conocimientos. ;Y qué pasa cuando los alumnos ya las tienen? De ser
asi podrian ser potencialidades que les permitan aprender. También es necesario
considerar distractores o inconvenientes como pueden ser los juegos o la informacién
dudosa, y que se imprime y se presenta como trabajo elaborado por el alumno y demas
tretas que puedan ser imaginadas. Lo que tiene que aclararse es: que las habilidades y
conocimientos sobre Internet y las computadoras no provocan esas conductas: lo
mismo puede hacer con lapiz y papel, o con un juego de cartas de papel reciclado.
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SEGUNDA PARTE: Guia para la elaboracién de Mapas Conceptuales y sus
aplicaciones en la ensefianza y el aprendizaje.

Segunda Introduccién

Este apartado se propone exponer las posibilidades del uso de mapas
conceptuales como esquemas de representacion del conocimiento. Dadas sus
caracteristicas, - que seran discutidas en el transcurso de documento- se presentan
como recursos de sintesis y organizacion de conocimientos y contenidos.

El recurso del mapa conceptual ha sido utilizado de maneras muy diversas.
Aparte de su uso como sistema de representacion de conocimiento e informacion, se
ha comenzado a utilizar como interfase de navegacion en sistemas hipertextuales. Se
han aplicado como metodologia de trabajo con grupos, herramienta de evaluacion de
los aprendizajes, organizacion de exposiciones, planeacion de programas y cursos,
técnica de estudio, técnica de lectura, entre otras mas.

Con las posibilidades que ahora ofrecen las herramientas informaticas y las
tecnologias y sistemas de comunicacion e informacion, se diversifican las posibilidades
del uso de los mapas conceptuales, pero antes de imaginar nuevas posibilidades, se
hace necesario aprender la técnica basica para la elaboracion y disefio de los mapas
conceptuales. Por ello este apartado pretende ser una guia para elaborar mapas
conceptuales y se sugieren algunas posibilidades de combinar los mapas conceptuales
y el uso y aplicacion de tecnologias de la informacion y comunicacion.

La importancia de los mapas conceptuales en el contexto de la nuevas
tecnologias no radica solamente en su uso y aplicacion a sistemas de informacién y
disefio de interfases (que implica un uso mas especializado o enfocado al desarrollo de
material educativo). Los mapas también pueden servir ahora como “mapas de
navegacion” en medio de la mar de informacion, nos permite recobrar el “sentido” y la
“direccion” que a veces se pierden en las tormentas de informacion no siempre del todo
relevantes.

Es necesario aclarar que, las caracteristicas de disefio y el proceso de
elaboraciéon de mapas conceptuales se encuentran fundamentadas en teorias
psicoldgicas que es importante reconocer, al menos en su parte mas relacionada con el
mapa conceptual, para comprender la importancia y posibilidades para el aprendizaje
de quien lo realiza y de sus posibilidades como representacion para quien lo lee.

Se presentan en este apartado aproximaciones al tema de debate y a la

diversidad en las aplicaciones, con la idea de orientar los intereses del lector/docente y
sera éste -el lector/docente- quien decida ir “mas alla” de esta vision general del tema.
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Se deja de lado en este documento, por una cuestion tematica y de espacio, las
técnicas de evaluacion de los aprendizajes mediante mapas conceptuales®.

Se considera ademas que los mapas conceptuales pueden ser utilizados como
una forma de conciliar el lenguaje abstracto y el lenguaje visual. La combinacién de
ambos elementos obliga a lectores y constructores de mapas conceptuales a “entrar y
salir” de las légicas visuales y las conceptuales. En este sentido, el mapa conceptual es
una representacion visual-conceptual, que puede ser el inicio de la amistad y mutua
compresion de Homo videns y Homo sapiens.

Lo que puede entenderse por Mapa Conceptual

No existe una definiciéon unica de mapa conceptual. Esto se debe a que existe
una gran variedad de usos y aplicaciones de ellos. Actualmente la técnica de los mapas
conceptuales es utilizada por investigadores, empresas, docentes, profesionales y
técnicos. Las aplicaciones varian desde estrategias para mejorar los procesos de
comunicacion en empresas (18), hasta su uso para el analisis de informacioén de las
sondas espaciales (http://www.coginst.uwf.edu/projects/mars2000/mars2000.html).

Esta diversidad y extension del uso de los mapas conceptuales ha traido a su
vez, una gran diversidad en la metodologia de elaboracidn y sus aplicaciones en areas
distintas a la de la ensefianza.

Los mapas conceptuales surgen como una propuesta de un grupo de
investigadores coordinados y representados por Joseph D. Novak y D. Bob Gowin,
quienes en 1984 publican un libro en el cual se explica el uso, elaboracion vy
aplicaciones de los mapas conceptuales y los diagramas “V”. Dicho libro fue traducido y
publicado en 1988 como Aprendiendo a aprender, editado por Martinez Roca (19).

En Aprendiendo a aprender encontramos los fundamentos teoricos sobre los
mapas conceptuales, diversos ejemplos y consejos para su implementacion y
elaboracion. Es sin duda una obra fundamental para conocer los origenes de la
propuesta.

La aproximacién de mayor interés, en este caso, es el considerar el mapa
conceptual como un esquema de representacion de conocimiento y como un mapa
de acceso organizado y estructurado a la informacion (que de utilizarse en un sistema
de informaticos podria ser empleado como interfase de navegacion en ambientes
hipertextuales), que en una aplicacion practica podria servir como guia de lectura para
textos.

® Novak y Gowin (19) proponen una técnica de evaluacion de los mapas conceptuales; otros
autores han propuesto nuevas formas de “calificacién” de mapas conceptuales y de evaluacion
de los aprendizajes utilizando los mapas conceptuales. Se pueden mencionar a: Ontoria y otros
(20). Edmondson (21), Trowbridge y Wandersee (22).
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A continuacion se presenta un mapa conceptual elaborado por Novak (pag. 54
de la ref. 19) que presenta los elementos basicos a considerar para la elaboracién de
un mapa conceptual. Mas adelante se explicara de forma detallada los aspectos de su
lectura'®.

MAPAS
CONCEPTUALES

REPRESENTAN

/‘CONOCIMIEN’TO]\

PARA

T APOYAR \

- " o SE COMBINAN . - DEPENDIENTE
: _>l PROPOSICIONES |
CONCEPTOS PARA FORMAR DEL CONTEXTO
SON
I ESTAN -
REGULARIDADES N\ " ENSENANZA
PERCIBIDAS SO ]ERARQU]CANEENTE PUEDEN

APRENDIZAJE

I ESTRUCTURADAS SER
EN
SE ETIQU E’I'ANJ
(UDAN =
HECHOS / o ]N’l’l-‘.RVINCULOSI

SON UNA CON
BASE PARA

OBJETOS T FARA
- . CREATIVIDAD| | DARA
LAS
NECESARIA
IPARA VER
INTERRELACIONES ]
SIMBOLOS

ENTRE

DISTINTOS SEGMENTOS
DEIL. MAPA

Figura 1. Mapa conceptual tomado de Novak (18). “Mapa conceptual que muestra las
ideas y principios que debe poseer un buen mapa conceptual’. (Pag. 54).

' Posteriormente se abordara el tema de como se leen los mapas conceptuales. La idea de
introducir en este momento un mapa conceptual es el de familiarizar al lector con este tipo de
esquemas. Puede decirse que la lectura se hace de arriba hacia abajo, leyendo los conceptos,
se sigue la linea o lineas que salen del concepto y se lee la palabra enlace y después el
concepto al que “llega” la linea o conectivo.

195



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXVI (2002)

El mapa conceptual y sus posibilidades como esquema

Para quien observa un mapa conceptual, sin saber los procesos de su
elaboracion, lo que ve es un esquema y no un mapa conceptual. No es equivocado
considerar el mapa conceptual como esquema, sin embargo es importante reconocer
caracteristicas particulares que lo distinguen de otro tipo de representaciones, pues la
distincion va mas alla del aspecto grafico.

El mapa conceptual es un tipo particular de esquema que representa y muestra
relaciones conceptuales. Considerado asi, es un recurso esquematico que permite
sintetizar y a la vez, mostrar los elementos mas significativos de la informacion a partir
de la cual fue elaborado.

Es posible elaborar mapas conceptuales de textos, entrevistas, procedimientos,
proyectos de investigacién, peliculas, eventos o cualquier tipo de fuente cuya
interpretacion exija el empleo de conceptos y su relaciones. Un ejemplo de mapa
conceptual es el siguiente:

(MAPA CONCEPTUAL)

EPITOMES

es

RECURSO
PARA LA
REPRESENTACION

se disungue

de una

REDES-CONCEPTUALES
O SEMANTICAS

se caracteriza por

ESTRUCTURA /
DE IMPACTO\  (JERARQUIA)  (SIMPLIFICACION
s VISUAL

PROPOSICIONE

DIAGRAMAS
DE
FLUJO

por orden de

integrada CINCLUSIOND

requiere

PALABRAS
ENLACE

REGULARIDADES

en

son se expresan con
TERMINOS
CONCEPTUALES

(ACONTECIMIENTOS)

OBJETOS

Figura 2. Mapa Conceptual sobre el “Mapa Conceptual” como recurso para la
representacion. (Tomado de: Ontoria, et al. (20) Pag. 38).
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El mapa conceptual visualizado como un esquema contiene caracteristicas
importantes a considerar. Siguiendo a Ontoria (20) las cualidades de mapa conceptual
son: su Iimpacto visual y la posibilidad de simplificar y mostrar las relaciones
conceptuales.

Adicionalmente, puede considerarse valiosa la posibilidad de mostrar
simultdneamente los conceptos mas significativos, sus relaciones y la cualidad de esas
relaciones. Esto significa que va mas alla de la identificacion de conceptos claves,
pudiendo representarse las estructuras proposicionales significativas que distinguen al
discurso del cual se extrae, es decir, de un texto, charla, pelicula, etcétera.

En el caso de ser una representacion de conocimiento, el mapa conceptual es
valioso pues permite presentar una sintesis de los contenidos y simultaneamente
resaltar los conceptos mas significativos que pueden propiciar claves valiosas para el
aprendizaje de textos, orientar la busqueda de informacién y marcar las relaciones mas
significativas entre los conceptos, asi como su jerarquizacion.

Elementos que componen el mapa conceptual

Bajo la idea de esquema de representacion, el mapa conceptual es una forma
de representar visualmente estructuras proposicionales, identificando simultaneamente
los conceptos mas significativos y su jerarquia (qué tan generales o particulares son).

Es importante destacar que el fundamento tedrico que Novak (18, 19) da a los
mapas conceptuales se apoya en la teoria del aprendizaje de Ausubel y pretende
explicar, a la vez que aplicar, la propuesta de aprendizaje significativo. Si bien el uso de
los mapas se ha extendido sin que necesariamente se consideren sus bases teoricas
de forma profunda, es importante conocerlas para quien desee entender las
implicaciones en el proceso de elaboracion de los mapas conceptuales.

Novak y Gowin (19) dicen que: “Los mapas conceptuales tiene por objeto
representar relaciones significativas entre conceptos en forma de proposiciones” (pag.
33), de tal modo que la forma mas simple y reducida de un mapa conceptual seria la
constituida por dos conceptos, una liga y una palabra enlace.

Utilizando el ejemplo de Novak y Gowin, a partir de la proposicion:

“El cielo es azul’

Se pueden reconocer los siguientes conceptos::

cielo
azul

Las palabras “EI’ y “es” no son conceptos. En este caso la palabra “es”
representa el conectivo que permite unir los dos conceptos.
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La representacion grafica de estos
conceptos seria la ilustrada en la figura 3:

CIELO

Los componentes basicos del mapa

conceptual como esquema son: es

1. Los conceptos. El circulo que los encierra
tiene la funcion de resaltar la palabra he indicar o
hacer explicito que se trata de un concepto. Su AZUL
utilidad es con respecto al impacto visual y la
facilidad de lectura del mapa.

Figura 3. La forma mas
2.Las ligas. Son las lineas que unen los simple del mapa conceptual.
conceptos; éstas permiten marcar las relaciones
entre los conceptos. En algunos
casos, es posible o incluso
necesario terminar las lineas
con una flecha. Esto ultimo para
indicar la direccion de lectura del
conectivo o palabra de enlace.

Concepto

3.La palabra de enlace
permite unir dos conceptos y

dan la “cualidad” de dicha ' :
relacion, es decir, que marcan (A

cual es la relacion entre los

conceptos.
Unidad
En la figura 4 se pueden semantiea
observar los componentes
basicos del mapa conceptual Figura 4. Se presentan los componentes
considerado como recurso de basicos del disefio del mapa conceptual.
esquema.

En un principio Novak, Gowin y colaboradores proponian el mapa conceptual sin
las palabras enlace. Esto permitia marcar cierta jerarquia conceptual y relaciones entre
los conceptos, sin embargo, se mostrd que sin las palabras enlace las relaciones entre
conceptos resultaban, en algunos casos confusas, pues no todo aquel que leia el mapa
conceptual “ponia” los enlaces debidos. En la figura 5 se presenta un ejemplo que el
mismo Novak (18) proporciona para ilustrar la importancia de las palabras de enlace.
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ESTADO
DE
ANIMO

Figura 5. Prototipo de mapa conceptual. Tomado de Novak (18). Este mapa
representa la estructura de analisis de la novela. Lo que se muestra es la ausencia de
palabras enlace, lo cual hace mas variable la interpretacion y/o lectura del mapa
conceptual.

Usos y Aplicaciones de los mapas conceptuales

Las aplicaciones y usos de los mapas conceptuales son muy variadas, y de
acuerdo a los diversos autores que han reflexionado sobre el tema, el uso y aplicacion
depende, tanto de los referentes tedricos sobre educacion y aprendizaje, como de las
propias experiencias en la utilizacién de los mapas conceptuales.

En la Tabla 1, se presenta una generalizacion sobre los usos y aplicaciones de
los mapas. Para su elaboracion se consultaron los textos a los cuales se hace
referencia. En algunos de ellos se hace referencia explicita al “uso y aplicacion” de los
mapas conceptuales, en otros casos en los que no se hace mencidn explicita sobre el
uso y aplicacién, hemos decido agruparlas con aquellas que mejor las representen.

Una aplicacibn mas es la que propone Novak (18), en la que los mapas
conceptuales son parte de una estrategia para negociar y comprender puntos de vista
en empresas, con la finalidad de mejorar sus procesos de comunicacion. No se incluye
en el cuadro ya que no existen mas referencias similares.
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Tabla 1. Posibles usos y aplicaciones de los mapas conceptuales y algunos de los
autores que proponen dichas posibilidades.

Uso, aplicacion o posibilidad de los mapas
conceptuales

Autores.

Planeacién y desarrollo de sistemas de
informacién.

Kommers y Lanzing (23)

Interfase de acceso organizado a la informacién
en sistemas informaticos

Kommers y Lanzing (23) Cafas y
otros (24).

Representacion visual-conceptual de las
estructuras proposicionales de los sujetos que los
elaboran.

Kommers y Lanzing (23) Novak
[18] McAleesse [25] Trowbridge y
Wandersee (22)

Facilitadores del aprendizaje.

Kommers y Lanzing (23) Ontoria
y otros. (20 y 26) Novak (18)
Novak y Gowin (19) Edmondson
(21)

Técnica para el disefio curricular y la organizacion
de contenidos para exposicion.

Novak (18) Novak y Gowin (19)

Estrategia didactica en el aula.

Novak (18) Novak y Gowin (19)

Estrategia para compartir significados entre
maestros y alumnos y como promotores del
aprendizaje significativo.

Novak (18) Ontoria y otros (20)
Trowbridge y Wandersee (22)

Organizador y facilitador de la memoria.

Novak y Gowin (19) McAlesse
(25)
Trowbridge y Wandersee (22)

Para el desarrollo de tareas cooperativas.

Ontoria y otros (20) Canas y
otros (27, 28)

Herramienta o instrumento de evaluacion.

Novak (18) Novak y Gowin (19)
Kommers y Lanzing (23)
Edmondson (21)

Al final de este capitulo puede consultarse el mapa conceptual (Figura A) el cual

sintetiza las las propuestas de Kommers y Lanzing (23).

Diferencias entre “leer y hacer” los mapas conceptuales

Debe distinguirse entre el proceso de elaboracion de un mapa conceptual y el
esquema, como tal, ya terminado. Leer un mapa conceptual requiere de algunas
instrucciones. El conocer el proceso de elaboracion y el que lector tenga la experiencia
de haber elaborado algun mapa, sin duda le dotara de mas elementos para el analisis y
critica del mapa.

Novak (18) distingue tres formas basicas de utilizar los mapas conceptuales: a)
estrategia, b) método, c) recurso esquematico.
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La utilizacion de los mapas conceptuales como estrategia supone considerar el
aprendizaje como finalidad y el uso de los mapas estara enfocado a propiciar, facilitar
o provocar los aprendizajes. Lo mas importante en este caso, es el proceso de
elaboracion y el uso de estrategias y técnicas de aprendizaje y comprension que los
sujetos utilizan para la elaboracion de los mapas conceptuales.

En lo que respecta al uso del mapa conceptual como método, éste puede
combinarse con una serie de actividades de aprendizaje y dinamicas grupales o usarse
en tareas que incluyan actividades en colaboracion (sean a distancia o presenciales).
Novak y Gowin (19) mencionan algunas: la negociacion de significados, o bien la
posibilidad de actuar sobre el animo y disposiciéon de los estudiantes, la confianza,
entre otras.

El caso del recurso esquematico se refiere tanto a la posibilidad grafica del
mapa como a lo que implica su elaboracién, en la cual se dan procesos de sintesis,
reconciliacion, negociacion de significados y aprendizajes, es decir, involucran el nivel
cognitivo de los sujetos. El resultado es un esquema (con el significado anterior de
sintesis) que puede mostrar explicitamente la sintesis a la cual se ha llegado. Una vez
concluido el disefio puede ser utilizado para guiar una exposicion, por ejemplo.

"Elaborar" los mapas conceptuales, una estrategia de aprendizaje.

La elaboracion del mapa conceptual pone en juego el uso de diversas técnicas
de aprendizaje. El proceso de construccidon de un mapa conceptual implica que se den
ciertos procesos de negociacion y reflexion con conocimientos previos de los sujetos.
Ademas, las normas de disefio del mapa conceptual implican no sélo una inventiva y
creatividad visual o estética del mismo mapa, sino también estrategias de clasificacion,
organizacion y jerarquizacion de la informacién que se procesa.

Novak y Gowin (18, 19) fundamentan los mapas conceptuales desde la teoria
del aprendizaje de Ausubel, y consideran el proceso de aprendizaje, en el marco de
una teoria general de la educacion que toma en cuenta, ademas del procesamiento de
la informacion, factores determinantes como los sentimientos, la relacién del
conocimiento con la experiencia, asi como el factor afectivo entre otros.

Lo anterior trae a discusién el mismo concepto de aprendizaje y educacion. La
propuesta de los mapas conceptuales dentro de un marco educativo como el
mencionado, supone favorecer el aprendizaje significativo. Novak y Gowin (19) hacen
ver que los paradigmas educativos dominantes en la sociedad occidental favorecen el
aprendizaje memoristico y que pocos recursos creativos le conceden a los aprendices
en un ambiente de cambio y de exigencia que propicien cada vez mayores
aprendizajes (18).
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Algunos autores situan el mapa conceptual como una técnica (3, 29); otros mas
le dan el caracter de estrategia (18-20, 25, 26).

Esta diferencia deriva de discusiones del ambito de la psicologia sobre como se
concibe el aprendizaje, pero también del ambito mismo de la educacion, es decir, del
contexto y ambiente en los cuales se dan los aprendizajes, asi como del uso y
aplicacién que se le den a los mapas, es decir, si son utilizados como estrategia,
meétodo o recurso esquematico.

Una forma de acercarse a este debate es considerar que estrictamente el disefio
de los mapas conceptuales es una metodologia que implica técnicas de aprendizaje.
Ahora bien, cuando la elaboracion de un mapa conceptual se da en un contexto
educativo en el cual el alumno adquiere conciencia y ademas, responsabilidad de sus
aprendizajes y éste se encuentra apoyado por un maestro que evalua procesos de
aprendizaje y no tanto los productos, que privilegia el aprendizaje significativo sobre el
memoristico, que promociona la reflexion y la critica sobre la repeticion, entonces la
elaboracion de los mapas puede extender sus aplicaciones, pues no sera solamente
una técnica de representacion de la informacion, sino un instrumento que permita la
autorregulacion (25). Para ello, se requiere acompanar el disefio de los mapas con
practicas de evaluacion, por parte de los maestros, que estimulen la construccion de
estrategias de aprendizaje para la comprension y explicacion de lo que se estudia. Si el
mapa conceptual es utilizado en un contexto donde se premia y estimula el aprendizaje
memoristico, el mapa conceptual se constituye en un estorbo para el estudiante, asi
como un factor de frustracion, pues el trabajo y los aprendizajes que implican su
elaboracion no seran considerados en las evaluaciones.

En la figura 6 se muestra un mapa conceptual que resume la concepcion de
Beltran (29) sobre lo que son las estrategias y técnicas cognitivas. Este es un ejemplo
de mapa conceptual utilizado bajo la modalidad de esquema y resumen para mostrar lo
mas significativo de un texto o discurso. Se trata ademas de un caso particular de
mapa conceptual en lo que respecta a su aspecto visual, o que significa romper con
algunas reglas tradicionales del disefio, por ejemplo, la jerarquia conceptual inicia de
izquierda a derecha u no de arriba abajo. Se han utilizado otros recuadros que agrupan
o conjuntan conceptos que corresponden a la misma categoria, y aunque no tenga la
“apariencia” de mapa conceptual, su funcionamiento y la forma en que lee, asi como lo
que representa lo hacen ser un mapa conceptual, es decir posee los elementos y
caracteristicas de un mapa: jerarquia conceptual y ligas, ademas de palabras enlace y
mostrar los conceptos mas significativos. La lectura del mapa conceptual puede
hacerse siguiendo las direcciones de las flechas.

Leer y ver los mapas conceptuales
El mapa conceptual, al ser una representacion visual, presenta algunas caracteristicas

de la imagen: globalidad y simultaneidad. La vista de un mapa conceptual puede
brindar informacién distinta a la de su lectura, como por ejemplo Ila
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complejidad de la estructura, la simetria y orden de los conceptos. Podemos usar el
ejemplo de ver la pagina de un libro: en ella podemos observar la tipografia, el
interlineado, si hay dialogos o no, si los parrafos son muy largos, y otros elementos de
disefo; toda esa informacién visual de la pagina de un libro no dice nada del contenido
y sin embargo, nos habla del libro y probablemente alguna otra informacion un poco
mas especifica que nos permitiria especular algunas cosas (como por ejemplo, la
existencia o no de didlogos puede significar mayor numero de voces en el texto o que
incluye algunos personajes). El mapa conceptual puede brindar informacion inmediata
aun antes de comenzar su lectura, y una vez comenzada ésta aun conserva aspectos
visuales, como los mencionados anteriormente, tales como la globalidad, pues es
posible seguir viendo en conjunto el mapa y el detalle de las tramas conceptuales. Una
vez que se conocen las normas generales del disefio de los mapas, el aspecto visual
permite ver el orden y simetria con la que se exponen las relaciones conceptuales.

La “lectura” del mapa conceptual tiene otras consideraciones aparte de la
valoracion “estética” del mapa. Esta lectura tiene que ver también con ciertas
normativas de disefio del mapa conceptual. De acuerdo con Ontoria (20), pueden
distinguirse tres normativas de disefo: jerarquizacion, seleccion e impacto visual. El
seguir estas normativas de disefio brinda la confiabilidad de representacion de mapa
conceptual.

La jerarquizacion permite reconocer el lugar y amplitud del uso de un concepto
en el contexto que se representa (en el texto); la jerarquizacion implica el
reconocimiento de conceptos mas generales o inclusivos, asi como los mas
particulares. Esto implica también la construccion o identificacion misma de los limites
del concepto y su clasificacién.

La seleccién implica el reconocimiento de términos y palabras con un “estatus
conceptual”; implica también dejar de lado aquellos conceptos que no sean
fundamentales para la construccién de un discurso inteligible. Permite identificar qué
conceptos son los fundamentales para comprender aquello que se explica o lee.

El impacto visual se refiere a aspectos visuales, es decir una “estética del
mapa conceptual”. Esto ultimo no debe pensarse como un accesorio de lujo, pues el
impacto visual favorece la lectura: un disefio puede facilitar una lectura mas rapida o
comprensiva'’. Un mapa conceptual con buena presentacién, producto de la
organizacion y seleccién de conceptos, puede favorecer la memoria, aun cuando esto
no es el fin del mapa.

" Esta no es una caracteristica intrascendente. La facilidad de la lectura, y la claridad con la
gue se encuentren organizados los conceptos son parte de las cualidades y capacidades
representativas, comunicativas y demostrativas de los mapas. Recuérdese el ejemplo
mencionado anteriormente de la “experiencia de lectura”, de acuerdo al uso de cddigos
alfabéticos como el espacio y puntuacion.
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Lectura de los mapas conceptuales.

La lectura de un mapa conceptual jerarquico es muy simple. A continuaciéon se
presentan los pasos a seguir:

Se comienza con el concepto de mayor jerarquia, es decir, el concepto
principal que se encuentra en la parte superior.

Se siguen las lineas o ligas que conducen al siguiente concepto. Debe leerse
la palabra enlace. Las palabras enlaces otorgan sentido a la relacion
conceptual, lo que se lee es un enunciado.

Al llegar al siguiente concepto debe continuarse la lectura siempre y cuando
exista un concepto de menor nivel o segun lo indiquen las flechas. Las
palabras enlace no son siempre bidireccionales, por lo tanto no debe leerse en
"sentido contrario" a menos de que exista una doble flecha o, en caso de no
existir flechas y si los conceptos se encuentran en el mismo nivel o jerarquia,
entonces sera posible leer en ambos sentidos la palabra enlace.
Generalmente para evitar confusiones en esos casos es mejor indicar con una
flecha el sentido de la lectura.

Es posible comenzar la lectura desde cualquier concepto, respetando la

direccion de lectura, es decir, en el caso de mapas jerarquicos cuyas ligas no
contengan flechas, la lectura se hara de arriba hacia abajo. En caso de que el mapa
conceptual contenga ligas con flechas deberan respetarse los sentidos o direcciones
indicadas.

Véase el ejemplo siguiente sobre la secuencia de lectura del mapa conceptual.
Se presenta en la figura 7 un fragmento de la figura A (mostrada al final de capitulo):

La secuencia de lectura forma el

enunciado: Figura 7. Secuen-
“ (los) Mapas Conceptuales pueden cia de lectura to-
servir como Método o herramienta de mando como ejem-

Diseno”.

plo un fragmento
de la figura A, que

Mapas Conceptuales

Método o
herramienta de

€s un mapa con-
ceptual sobre las
posibilidades y
aplicaciones de los
mapas conceptua-
les, de acuerdo
con Kommers y
Lanzing (23).

/ @Meden servir como

<

Interfase de Hemamienta

de Evaluacion

Navegacion

Diseno

Incluye la
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Como se observa en la figura anterior la secuencia de lectura forma el
enunciado: "(los) Mapas Conceptuales pueden servir como Método o herramienta
de Diseno". Este enunciado es una afirmacion verdadera. Si se quisiera leer en
"sentido contrario" el enunciado quedaria de la siguiente forma: "(el/la) Método o
herramienta de Diseino puede servir como Mapas Conceptuales"”. La afirmacion
anterior, en caso de otorgarle sentido, seria una afirmacion falsa.

Como toda lectura de textos, la lectura de un mapa conceptual también esta
sujeta a interpretacion. La comprension de un texto o mapa no consiste en su
memorizacion o repeticion literal. Una interpretacion de la lectura de este enunciado
puede generar otro enunciado (falso o verdadero), por ejemplo: " Los métodos y
herramientas de disefo pueden optar por utilizar los Mapas Conceptuales”. En la
figura 9 se marcan todas las posibles rutas de lectura de un mapa. El fondo borroso
corresponde a la Figura A que aparece al final del capitulo.

Estructura de lo mapas conceptuales.

Los mapas conceptuales son recursos esquematicos que permiten representar
de forma grafica y conceptual, la estructura de un texto o discurso.

El resultado del proceso de elaboracién es un "esquema visual" que conocemos
como mapa conceptual. Sin embargo, para llegar a un determinado disefio es
necesario, por parte de quien lo elabora, realizar distintas actividades cognitivas. Si se
trata de la lectura de un libro, implica la comprension de lo que se dice y su relacién
con lo que ya se sabe, la seleccion y jerarquizacion conceptual y la sintesis de los
contenidos. Imaginar o crear el disefio de un mapa implica hacer explicitos los
conceptos y sus relaciones. Muchas veces, el acto de escribirlo o hacerlo visible
permite reflexionar y negociar significados, que pueden ser provocaciones para que se
den nuevos aprendizajes. Las caracteristicas basicas del mapa conceptual son:

Los conceptos. Cuando éstos se encuentran considerados en un mapa
conceptual supone que ha sido producto de la identificacion de los conceptos
principales de la lectura. Una vez organizados en la estructura del mapa conceptual es
posible también determinar si los conceptos son de caracter mas global o particular. La
seleccién de conceptos implica también la jerarquizacion y la clasificacion, asi como la
diferenciacion entre el caso o evento concreto y el concepto que lo designa.

Al interior del mapa se establecen ligas o relaciones entre los conceptos; éstas
marcan relaciones directas entre conceptos. Generalmente la mayor cantidad de ligas y
relaciones entre conceptos se trazan de forma jerarquica, es decir de arriba hacia abajo
conformando una estructura de cascada. Es posible establecer ligas cruzadas, las
cuales permiten establecer relaciones entre conceptos fuera de una secuencia o
cascada.
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Las ligas no bastan para determinar el tipo de relacion, entre los conceptos. Esto
se logra mediante el uso de palabras de enlace o conectivos. Estos permiten
establecer relaciones proposicionales entre los conceptos, lo que permite "leer" un
mapa conceptual.

La jerarquia conceptual es un elemento importante del mapa conceptual pues
permite no solo clasificar y delimitar el concepto, sino que, de acuerdo al progresivo
detalle de los "conceptos que explican otros conceptos", cambian las sentencias
proposicionales haciéndose mas precavidas, y menos absolutas. La jerarquia
conceptual permite hacer explicitas las posibilidades del detalle o generalidad de las
aproximaciones, asi como la flexibilidad de los conceptos al interior de los textos o
teorias. Ya que la jerarquia no es fija, ésta puede variar de acuerdo al concepto
principal que se desea explicar, de tal forma que puede cambiar los niveles
conceptuales, cambiar los conceptos relacionados y las palabras enlaces entre ellos.

La figura 9 ilustra mediante un esquema, los elementos y caracteristicas de
disefio de un mapa conceptual.
Proceso de elaboracién del mapa conceptual.

A continuacion se presenta los pasos que propone Novak (1998) para la

elaboracion de un mapa conceptual. Se ha optado por transcribir integros los pasos del
apéndice 1 del libro de Novak: Conocimiento y aprendizaje.

COMO CONSTRUIR UN MAPA CONCEPTUAL

1. Identificar una pregunta de enfoque referida al problema, el tema o el campo de
conocimiento que se desea representar mediante el mapa. Basandose en esta
pregunta, identificar de 10 a 20 conceptos que sean pertinentes a la pregunta y
confeccionar una lista con ellos. A algunas personas les resulta util escribir las
etiquetas conceptuales en tarjetas individuales o Post-its, para poder desplazarlas. Si
se trabaja con un programa de ordenador para construir mapas, hay que introducir la
lista de conceptos en él. Las etiquetas conceptuales deben estar compuestas por una
sola palabra, o por dos o tres a lo sumo.

2. Ordenar los conceptos colocando el mas amplio e inclusivo al principio de la lista.
A veces es dificil identificarlos. Es util reflexionar sobre la pregunta de enfoque para
decidir la ordenacion de los conceptos. En ocasiones, este proceso conduce a
modificar la pregunta de enfoque o escribir otra distinta.

3. Revisar la lista y anadir mas conceptos si son necesarios.
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' —
Jerarquia conceptual Nivel 1 Concepto

‘ Palabralenlace

J e.rarquia conceptual Concepto
Nivel 2

‘ Palabra en acj

Jerarquia conceptual
Nivel 3

Palabxa enlace
Palabra/enlace

) Palabra enlace
J e.rarqula conceptual Concepto Concepto < S
Nivel 4 N i

N Palabra e

Jerarquia conceptual
Nivel 5

Palabra enlace

Figura 9. Elementos del mapa conceptual. Se muestra la jerarquia conceptual, que en este
caso implica 5 niveles. Los conceptos se distinguen de las palabras enlace porque los primeros
se encierran en un ovalo o recuadro. Las ligas son las lineas que unen a los conceptos; en
ocasiones es necesario e importante marcar “la direccion” de la liga mediante una flecha, ya
gue esa es la direccién de lectura de la palabra enlace.
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4. Comenzar a construir el mapa colocando el concepto o conceptos mas inclusivos
y generales en la parte superior. Normalmente suele haber uno, dos o tres conceptos
mas generales en la parte superior del mapa.

5. A continuacion, seleccionar uno, dos, tres o cuatro subconceptos y colocarlos
debajo de cada concepto general. No se deben colocar mas de tres o cuatro. Si hay
seis u ocho conceptos que parece que van debajo de un concepto general o de un
subconcepto, suele ser posible identificar un concepto intermedio adecuado,
creandose, de este modo un nuevo nivel jerarquico en el mapa.

6. Unir los conceptos mediante lineas. Denominar estas lineas con una o varias
palabras de union, que deben definir la relacién entre ambos conceptos, de modo que
se lea un enunciado o proposicion validos. La union crea significado. Cuando se une de
forma jerarquica un numero amplio de ideas relacionadas, se observa la estructura del
significado de un tema determinado.

7. Modificar la estructura del mapa, lo que consiste en anadir, quitar o cambiar
conceptos supraordenados. Es posible que sea necesario realizar esta modificaciéon
varias veces; de hecho es un proceso que puede repetirse de forma indefinida, a
medida que se adquieren nuevos conocimientos o ideas. Es ahi donde son utiles los
Post-its, 0 mejor aun, los programas informaticos para crear mapas.

8. Buscar intervinculos entre los conceptos de diversas partes del mapa y etiquetar
las lineas. Los intervinculos suelen ayudar a descubrir nuevas relaciones creativas en
el campo de conocimientos en cuestion.

9. Se pueden incluir en las etiquetas conceptuales ejemplos especificos de
conceptos (por ejemplo, "golden retriever" es un ejemplo de raza canina).

10. Los mapas conceptuales pueden realizarse de formas muy distintas para un
mismo grupo de conceptos. No hay una unica forma de elaborarlos. A medida que se
modifica la comprensiéon de las relaciones entre los conceptos, también lo hacen los
mapas.

Novak, Joseph (1998) Conocimiento y aprendizaje. Alianza. Espana. Pags. 283 y
284.

Ejemplo y ejercicio de elaboracién de un mapa conceptual

Considérense las instrucciones de Novak (18) para la elaboracion de los mapas
conceptuales.
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Como ejemplo tomaremos un fragmento de un articulo de Chanez-Cardenas
(30): “El uso de 1-amilino-8 naftalenosulfonato (ANS), para la identificacion de
intermediarios en la ruta de plegamiento de proteinas globulares”.

Como primer paso, es necesario determinar el concepto principal a partir del
cual se elaborara el mapa conceptual, es decir el concepto enfoque.

El concepto de enfoque para realizar el mapa conceptual sera: PROTEINA.

’)INTRODUCCI()N
Para ser biol6gicamente activas, las proteinas deben

adoptar unaestructura tridimensional inica, que cons-
tituye su conformacién nativay funcional. Laadopcién

de esta conformacién ocurre durante y después de la

sintesis de las mismas en los ribosomas. In vivo,
algunos pasos del plegamiento son catalizados por

roteinas como la peptidil cis-trans isomerasa o la
1somerasa de disulfuros, y por las chaperoninas, que
evitan la agregacidnirreversible en condiciones extre-
mas. Sin embargo,in vitro, s posible llevar acaboel
plegamiento de proteinas pequeias y globulares sin
informaciénoenergiaadicional, modificandosolamen-
te las condiciones del disolvente.

Figura 10. Fragmento de la pagina 11 del articulo de Chanez [30].

Al realizar la lectura deben considerarse al menos dos aspectos generales (no
son lo unicos):

a) Se puede realizar la lectura para saber de lo que se trata, para conocer la
informacion que presenta y evidentemente para comprender lo que ahi se dice. Esto
implica que en el proceso de lectura se reconocera la tematica de la que se trata y
cémo se le trata.

211



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXVI (2002)

b) Otra posibilidad es llegar al texto con intenciones mas especificas. Es decir,
cuando se consulta un texto al cual se ha llegado con conocimientos previos o
buscando una informacién y explicacién precisa. Evidentemente esto también implica
reconocer en el texto, los conceptos claves y su comprension. Sin embargo, es
importante hacer la diferencia. De este acercamiento al texto dependera la pregunta de
enfoque principal, es decir, que algunas veces se construye la pregunta, y en otras,
como el caso del inciso a), se “descubre” la pregunta de enfoque (¢, qué quiere decir el
autor?). Esto no es una regla rigida y no agota las posibilidades e implicaciones de la
interrogacion del texto y su interpretacion.

Seleccion de los conceptos. La identificacion de los conceptos no siempre
implica que se encuentren escritos de una forma utilizable en los mapas conceptuales,
o bien pueden ser referidos de otra forma. Aun cuando no se encuentre la palabra, es
posible considerar el concepto cuando esta implicito en algun parrafo o como parte de
un concepto que es utilizado para implicar o referir . En este ejemplo se hace una
seleccion mas o menos amplia; recordemos que hemos marcado como concepto clave
PROTEINA.

De acuerdo con el texto marcado, como se observa en las figuras 10, los
conceptos que se consideran importantes son:

Tabla de conceptos. Se muestran todos los conceptos que se
reconocieron en el texto.

Proteina In Vitro

Estructura tridimensional In Vivo

Conformacién nativa Plegamiento

Conformacion funcional Disolvente

Sintesis de proteinas Peptidil cis-trans isomerasa
Ribosomas Isomerasa de disulfuros
Agregacion irreversible Chaperoninas

Lista y ordenaciéon de los conceptos. Para facilitar la elaboracion del mapa
conceptual es recomendable hacer algun tipo de clasificacion de los conceptos. Esta
clasificacion puede ser variable de acuerdo a las caracteristicas del texto. Puede ser
jerarquica, por caracteristicas comunes, semantica, etcétera. La clasificacion
dependera del tema que se desee representar.

En este caso, la pregunta de enfoque es PROTEINA, y el mapa conceptual
pretenderia ser explicativo de los que implica o significa la PROTEINA, sin olvidar que
la mencién de ésta depende del objetivo del texto que se analiza. Es importante
mencionar que el proceso de clasificacidbn y jerarquizacion conceptual implica
conocimientos e informacién mas alla del fragmento de texto que se esta analizando y
es probable que se construyan conceptos adicionales.
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Tabla de Conceptos. Se muestran los conceptos agrupados. La agrupacion
puede ser de caracter semantico o bien de conceptos subordinados. En este
caso se muestran ambas posibilidades.

Proteina Estructura tridimensional
Ribosoma Conformacion nativa
Peptidil cis-trans isomerasa Conformacion funcional
Isomerasa de disulfuros Plegamiento

In Vitro In Vivo

Isomerasa de disulfuros Disolvente

Inicio del mapa conceptual. Una vez hecha la seleccion y clasificacion, se
procede a la elaboracion del mapa.

El mapa conceptual se iniciara colocando el concepto PROTEINA como el
concepto de mayor jerarquia, por lo que toda la estructura conceptual tendra el fin de
explicar dicho concepto. Se puede empezar utilizando algun software especializado
para realizar mapas conceptuales, o el boceto a mano. En la figura 11 se presenta sélo
el resultado final. (se realizaron 4 bocetos para determinar qué informacién podia ser
incluida asi como cuestiones visuales del mapa, es decir, cdmo ordenar espacialmente
los conceptos). En la figura 11 se muestra una propuesta elaborada utilizando el
programa IHMC Cmap ToolKit.

Rediseno y malabares conceptuales

Los mapas pueden tomar formas distintas de acuerdo al concepto principal o
pregunta de enfoque, asi como aquello que se desee considerar como parte del mapa.
Como se observa en el mapa conceptual de la figura 11, se dejaron de lado algunos de
los conceptos que se habian detectado en la lectura del texto, y se le dio relevancia a
las caracteristicas mas significativas de la PROTEINA, considerando que la explicacién
sobre ella es introductoria y pretende dar algunos antecedentes al lector para abordar
el estudio de las rutas del plegamiento, por lo que los esquemas se refieren a texto y no
a una estructura logica o didactica de explicacién sobre las proteinas.

Se ha presentado un ejemplo simple a modo de ilustracién que evidentemente
no agota las posibilidades.

El mapa fue disefado en el software llamado “/IHMC CmapToolKit’. Este
software permite modificar de forma sencilla las ubicaciones de conectivos y conceptos
y también exportar el mapa a una imagen GIF. Esto ultimo permite su uso en la WEB o
bien la modificacién para una mejor presentacion o adicién de elementos de disefio que
no son posibles en el software.
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afoptan una  reaccionan en el

Plegamiento
lleva a una

Estructura Tridimensionalr_/f determinada

puUede darse

se realiza durante
y despues de la

pueden plegarse
de forma

modificando |as
condiciones de

Sintesis

en los

pueden reguerir

Isomerasa de

disulfuros

isomerasa

Peptidil cis-trans |

‘L

evitan la

[ Agregacién irreversible ]

Figura 11. Mapa Conceptual que muestra caracteristicas principales del concepto
Proteina segun el fragmento de texto mostrado en Fig. 10. Fue disefiado en el
software para mapas conceptuales llamado: “IHMC Cmap ToolKit".

Libertad y palabras intrusas.

El mapa conceptual es un esquema visual que permite la representacion de un
contenido o informacion estructurada cuyo origen la mayoria de las veces, es un texto
escrito.

Tanto el texto escrito como el mapa conceptual tienen caracteristicas que
implican légicas especificas para su elaboracion, lectura y comprension. Cuando se
realiza un mapa conceptual con base en un texto no debe olvidarse que se esta
interpretando el texto y representando su contenido o informacion. No se trata de una
traduccién automatica vy literal. Esto significa que un mapa conceptual puede estar
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equivocado o ser una mala representacion de la estructura e informacién que el texto
contiene.

Durante el proceso de elaboracion de un mapa conceptual es posible
encontrarse con la necesidad de agregar conceptos y conectivos que no se encuentren
explicitamente en el texto, pero es posible que estén implicitos en él, pues
consideremos que cuando seleccionamos un fragmento de un texto éste puede
contener referencias a otras partes de él mismo. En otros casos, puede ser que en el
fragmento del texto que se analiza se den por explicadas ciertas relaciones
conceptuales significativas, pues pudieron ser tratadas con anterioridad. Esto nos
advierte que en el proceso de interpretacion de un texto y en la elaboracién de un mapa
conceptual, también deben ser considerados los contextos y referentes.

La interpretacion del texto debe conducir al lector a formular sus propios
enunciados. Esto permite expresar en el mapa conceptual distintas estructuras
conceptuales que no necesariamente deben tener los mismos enunciados del texto. No
debe olvidarse que un mapa conceptual puede servir para comprender y representar lo
que dice el texto, aunque caben ofras posibilidades como por ejemplo el analisis del
texto en el cual, la construccion del mapa conceptual serviria como método de analisis
que permitiera descubrir omisiones o errores en el texto sobre el cual se esta
trabajando.

Otras posibilidades en el uso de los Mapas Conceptuales

Existen ya experiencias sobre el uso de mapas conceptuales como interfases de
navegacion que regulan el acceso a la informacion en sistemas expertos y de
aprendizaje. Sobre esto puede consultarse el sitio en Internet del Institute for Human &
Machine Cognition (http://www.coginst.uwf.edu/ ). Ahi se pueden encontrar numerosos
articulos sobre experiencias en el uso de los mapas conceptuales.

Las posibilidades de los mapas conceptuales como organizadores previos en las
actividades de aprendizajes los pueden hacer utiles para su aplicacién en: antologias
electrénicas, guias de lectura, o en hipertextos de acompafiamiento para el estudio de
contenidos en libros (17).

El mapa conceptual como guia de lectura

La mayoria de las veces que se utiliza un texto en clase se hace con la
intenciodn, por parte del docente, de recuperar conceptos importantes que ayudaran al
alumno a comprender los fendbmenos, a analizar o ampliar su saber tedrico sobre un
tema. Se utiliza el texto (que puede ser un articulo o libro) para explicar o enseriar
algun tema en especifico. En ese sentido, el texto es un recurso de informacién, como
un medio de informacion, y una herramienta para el aprendizaje. Para un lector experto
en la materia le sera relativamente facil en la lectura determinar o localizar los
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conceptos claves. Nuestra experiencia docente indica que esto no siempre es tan facil
para un aprendiz.

Existen diversas técnicas para ayudar a la comprension de textos. Algunas
proponen la formulacion de ciertas preguntas antes de leer, otras presentan preguntas
al final de los textos con la idea de obligar y ayudar al lector a recuperar la informacion
mas importante en el texto, y algunas técnicas mas.

El mapa conceptual puede servir como guia organizada de lectura y puede
permitir hacer explicito aquellos conceptos o informaciones importantes de recuperar
del texto, ofreciendo al lector una referencia y recordatorio de la intencion de la lectura.

No debe olvidarse que el mapa conceptual que se elabore como guia de lectura
es una interpretacion del texto, depende de la pregunta central planteada, y responde a
las tematicas y objetivos de un curso: es una orientacion para la lectura.

Mapa Conceptual |

Muestra de forma organizada
los conceptos importantes
contenidos en el texto (de
acuerdo a una pregunta central)

A 4

Elabora mapa conceptual
Docente en el que se muestran los
conceptos mas relevantes l

del texto

Realiza la lectura con elementos de
organizacion, conceptos claves,
NS pregunta de enfoque y el esquema
de referencia

Lector

Texto

Figura 12. Ejemplo de mapa conceptual.

Este ejemplo no se refiere al uso de los mapas como parte de un material
educativo, sino como una propuesta para el analisis de textos.

En este caso se presenta un ejemplo (véase la figura 13) de cémo puede
aplicarse un mapa conceptual para descubrir “la densidad” conceptual de un texto. Esto
resulta interesante para determinar qué exigencias de conocimientos implica la

comprension de un texto. O bien, para hacer explicita la complejidad conceptual de un
texto.
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Para el ejemplo se han seleccionado tres parrafos a ser interpretados y
representados en un mapa conceptual. La obra es: Castells, Manuel: La sociedad red.
Siglo XXI. Paginas 40 y 41 (31). (Ver la figura 13). Los dos parrafos seleccionados
contienen una gran cantidad de conceptos y la informacion es compleja. Esto no
siempre es evidente, sobre todo cuando se trata de lectores especialistas del area para
quienes es facil comprender los que se dice en los textos especializados o tedricos. Sin
embargo, para un lector inexperto en la materia o que carezca de estrategias de
interpretacion el texto puede presentarse carente de sentido o incomprensible.

Se ha elaborado un mapa conceptual (ver figura 14), a partir de los dos parrafos
marcados que se muestran en la figura 13 y es un ejemplo, tanto de las posibilidades
del mapa conceptual desde la perspectiva del detalle, como de su uso como una
herramienta que permita hacer explicita la cantidad y calidad de la informacion
contenida en el texto y determinar la pertinencia de su uso en determinado contexto.

Herramientas informaticas para la elaboracion de mapas conceptuales

El uso de elementos visuales y graficos son un recurso cada vez mas utilizado
para comunicar, exponer ideas, discutir problemas, e incluso para vender. El interés vy,
en algunos casos, la necesidad por utilizar el lenguaje visual (13) no ha pasado
desapercibido por las companias de software, y actualmente existe toda una serie de
programas especializados. La diversidad es amplia y debe distinguirse en cuanto a los
usos y los problemas que pueden ayudar a resolver.

Bajo la idea de concept mapping y visual thinking se han desarrollado una
variedad de programas informaticos que permiten la creacién/disefio de diagramas,
esquemas Yy graficos. La principal caracteristica de este software es la de brindar una
plataforma que permita la modificacion mas o menos simple de los disenos.

Es de suma importancia la facilidad de redisefio de los diagramas y mapas
conceptuales, ya que su elaboracion requiere de un proceso en el cual se reestructura
constantemente el disefio hasta que se llega a un disefo final. Programas como
Microsoft Word, Corel Draw, Microsoft Power Point, Adobe llustrator y otros similares,
tienen herramientas de disefio y dibujo que pueden ser utilizadas para realizar mapas
conceptuales; sin embargo, es sumamente complicado hacer modificaciones al disefio,
por ello no son muy utiles cuando es necesario redisenar constantemente los mapas
conceptuales. Estos programas pueden servirnos cuando ya se tiene un disefio
definitivo y se desea dibujar el mapa conceptual o mejorar aspectos visuales o graficos.

No todos los programas de concept mapping permiten hacer mapas
conceptuales. No debe confundirse los términos. Concept mapping se refiere a la
técnica de representar de forma grafica ideas, problemas, datos o informacion, con la
finalidad de representar los propios conocimientos o para comunicarlos o presentarlos
a otras personas. En esquemas mas cercanos al mapa conceptual, tal y como le
hemos revisado en el documento, la intencion de la estrategia y técnica es la de
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representar relaciones significativas entre conceptos en forma de proposiciones (18-20,
32, 33). En un ambito fuera de lo educativo o pedagdgico, generalmente la técnica no
se interesa por el proceso de aprendizaje ni por la evaluacion del mismo.

Las técnicas de concept mapping abarcan variedad de disefios. Se presenta en
este apartado, una seleccion de herramientas informaticas especializadas en el mapeo
de conceptos: algunas de ellas son especializadas para la creacion de mapas
conceptuales, algunas otras ofrecen la posibilidad de realizar otro tipo de esquemas
como mapas mentales, diagramas de pez, diagramas de flujo, metaforas visuales,
redes mentales, diagramas de telarafia, entre otros'?.

Es importante aclarar que, algunos programas fueron desarrollados por institutos
de investigacion y por universidades, cuya finalidad era apoyar el aprendizaje y la
ensefanza. Otros provienen o estan dirigidos a aplicaciones comerciales, ventas o
trabajo en organizaciones. Estos origenes, y los publicos a los que se dirigen, dotan de
particularidades a los programas que se presentan.

< CMapp Toolkit (Institute for Human & Machine Cognition)
Direccion de Internet: http://www.coqginst.uwf.edu

En este sitio se puede bajar el programa: “Cmap Toolkit*. Este software esta
disponible de forma gratuita y existen versiones para Windows, Macintosh, Solaris y
Linux.

El aspecto visual (interfase grafica) del Cmap Toolkit no es muy llamativo, sin
embargo, es una aplicacion muy funcional y especial para la creacion de mapas
conceptuales. Los resultados de los mapas conceptuales no son muy vistosos, pero es
muy facil su modificacion y edicidn, lo cual es de suma importancia cuando se trabaja
en proyectos que requieren la constante revision y actualizacion de los disefios.

Un gran potencial del Cmap ToolKit es la posibilidad de realizar mapas en
colaboracion. El Institute for Human & Machine Cognition ofrece el servicio de
hospedaje para el desarrollo de mapas conceptuales colaborativos. Su uso es
automatico y basta definir al inicio de un proyecto si el mapa conceptual sera local o en
red.

Una caracteristica mas es la posibilidad de realizar hipervinculos en los mapas
conceptuales. Esto posibilita el ligar o relacionar mapas conceptuales con otros mapas

2 Sobre diferentes tipos de diagramas y mapas de conceptos, incluidos los mapas
conceptuales puede consultarse: Ontoria, A., Gémez, J.P.R y Molina, A. (26). En este texto se
revisan: supernotas, mapas conceptuales, mapas mentales, redes conceptuales, y mapas
semanticos. Ademas de la descripcion de la técnica se ofrecen algunas reflexiones y
propuestas para utilizarse en el salén de clases y, en algunos casos, para su uso en la
evaluacién de los aprendizajes.
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conceptuales o con una informacion en especifico que puede ser texto, imagen, sonido
y video.

El Cmap Toolkit es un software para trabajo de todos los dias, y aunque no
ofrece una muy buena presentacion final para utilizar los disefios en publicaciones o
presentaciones, una vez obtenido el disefio en este software puede simplemente
dibujarse en cualquier programa de disefio como Corel Draw o incluso en Microsoft
Word. Un aspecto que debe considerarse es que el software esta en Inglés, aunque su
operaciéon es sencilla por lo que los inconvenientes podran ser superados con el uso
del programa.

El Cmap Tookit ha sido utilizado en una variedad de proyectos de hipertexto

educativo. En el sitio de la Internet pueden consultarse las experiencias y los articulos.

2 Axon ldea Processor
Direccion de Internet: http://web.singnet.com.sg/~axon2000/index.htm

La principal aplicacién del Axon Idea Processor es el area de negocios, area
creativa y toma de decisiones y su utilidad esta precisamente en esta ultima. Esta
disefiado para trabajar en Microsoft Windows y en idioma inglés.

Los principales tipos de graficos que permite generar son: mapas mentales,
arboles de decisiones y una variante de mapas conceptuales (la estructura y diseno no
son los mismos que el que se han desarrollado en este trabajo), diagramas PERT,
entre otros. Ofrece la posibilidad de utilizar bases de datos, fichas y notas asi como
hipervinculos y funciones avanzadas. La mayoria de ellas puede ser util para relacionar
ciertos datos e informacion.

El Axon utiliza conceptos de disefo grafico para determinar colores, formatos,
composicidon o disefio; pueden resultar atractivos, pero no todas las propuestas desde
el disefio son “compatibles” con los fines de la ensefanza o el aprendizaje

Se ofrece una versidon de prueba en el sitio de Internet. Su utilidad puede ser
evaluada por el usuario. A juicio nuestro, su aplicacion en mapas conceptuales es
reducida.

Otro programas similares aunque menos versatil es: Decision Explorer
(www.banxia.com)

& Inspiration
Direccion de Internet: http://www.inspiration.com

Inspiration permite la creacion de mapas conceptuales, mapas mentales, redes
semanticas y otros tipos de esquemas mas. Este software se ofrece en dos versiones:
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Kidspiration, una version para nifios e Inspiration para mayores de 12 afios. También
ofrece algunas otras herramientas independientes para desarrolladores y maestros.

En el sitio de Internet es posible obtener un programa de demostracion que
expira a los 30 dias. La mayoria de la opciones del programa estan habilitadas. Se
dispone de versiones para Windows y Mac.

Es un programa de facil uso y las modificaciones de los disefios son muy
simples; es muy recomendable para el desarrollo de mapas conceptuales y esquemas
similares. Cuenta con “plantillas” que pueden servir para control de experimentos,
registro de datos, fichas de lectura y otros formatos que pueden resultar utiles.

A SEMNET
Direccion de Internet: http://www.2learn2.com/courses/semnet.html

Fue desarrollado por un grupo de investigadores interesados en mejorar los
aprendizajes de los estudiantes, SEMNET pretende ser una herramienta que facilite la
organizacion de la informacion y el trabajo colaborativo. Desde su origen esta orientado
a crear un ambiente hipertextual y permite varios soportes como: texto, imagenes,
graficos, sonidos y video.

Permite realizar esquemas que combinan las redes semanticas y los mapas
conceptuales. Por nuestra parte queda pendiente el conocer sobre aspectos de
facilidad de uso y de edicion de los proyectos, aunque goza de prestigio académico y
de alta aceptacion y se han realizado ya algunas evaluaciones serias sobre los
resultados del uso del software.

< MIND Manager
Direccion de Internet: http://www.cartografiamental.com

Permite principalmente desarrollar mapas mentales y esta enfocado al desarrollo
de la creatividad y la superacion personal. En el sitio de Internet se ofrece una version
de prueba para evaluacion del producto

Este programa no presenta muchas posibilidades para utilizarse en la
construccion de mapas conceptuales. Un caso similar es el de los siguientes productos:

e Mindjet Visual Thinking (http://www,mindjet.com) Enfocado principalmente a los
negocios y areas creativas; permite realizar mapas mentales de varias ramas y de
colores y figuras vistosas. No permite hacer otro tipo de esquemas.

e VisiMap (http://www.coco.co.uk/prodvm.html) Permite elaborar mapas visuales, los
cuales son una variante de los mapas mentales; enfocado a negocios y empresas.
Disponen en linea de un demo de 30 dias para evaluacion del producto.
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e Smart Ideas (http://www.smarttech.com/smartideas/) Permite manejar distintas
figuras e ilustraciones para elaborar esquemas, realizar mapas conceptuales y otro tipo
de esquemas. Es posible establecer hipervinculos en los conceptos y esto permite
obtener mas profundidad del tema.

Los resultados en términos graficos no son muy buenos. Falta por evaluar los
aspectos relativos a la facilidad de modificacion de los disefios. En el sitio de Internet
puede obtenerse una version de prueba para evaluacion del producto.

& Microsoft Visio

Direccion de Internet : (http://www.microsoft.com) Permite realizar gran cantidad de
tipo de diagramas, cubre la gran mayoria de los mismos y es de facil uso. En algunos
casos, las herramientas de dibujo son poco flexibles y es dificil modificar ciertas formas
de lineas, lo mismo pasa con las etiquetas (palabras) que no es posible moverlas de
lugar porque éstas van fijas y determinadas a una linea o posicion de ésta. Permite
establecer hipervinculos y fondos; incluye una biblioteca de imagenes no muy
versatiles y la mayoria de objetos relacionados con computadoras y algunas metaforas
visuales tipo MS Office.

En general es una herramienta versatil y compatible con la mayoria de los
formatos de Microsoft Office; sin embargo, si lo que se quiere es hacer mapas
conceptuales es preferible una herramienta especializada como Inspiration o Cmap
Toolkit.
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Figura. A. Mapa conceptual que representa las propuestas de Kommers y Lanzing (1998)
sobre las posibles aplicaciones de los mapas conceptuales. Como se observa, el mapa no
s6lo presenta las aplicaciones sino también representa el funcionamiento y contexto
tedrico que los sustentan.
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