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EDITORIAL

Cuando una serie de investigadores de nivel internacional aportan sus conocimientos de
vanguardia sobre sus areas de desarrollo cientifico para la confeccion de un libro, la labor editorial
es un placer y un honor que pocos pueden presumir. El papel del editor es analogo al del director
de orquesta: se enfrenta al compromiso de coordinar de manera armoniosa las voces y palabras de
diferentes cientificos. Es necesario sefialar que la edicion del numero XXX del Mensaje Bioquimico,
Temas Bioquimicos de Vanguardia 2006, conlleva la responsabilidad que exige la tradicion de una
publicacién de 30 afios de antigliedad y que constituye la mejor coleccion de trabajos en el area de
la bioquimica publicada en el idioma espafiol. De esta manera, los miembros del comité editorial de
este nuevo volumen del Mensaje Bioquimico agradecemos la generosa contribucion de los
cientificos quienes ademas de elaborar de manera impecable una revisién cientifica, participan
como expositores de sus avances cientificos en el XXXIII Taller de Actualizacién Bioquimica. Este
taller ha venido consoliddndose como un importante foro para la difusién y actualizacion del
conocimiento cientifico dentro de la comunidad universitaria del pais.

En esta ocasion, presentamos la edicién XXX del Libro “Mensaje Bioquimico” que publica
la Facultad de Medicina desde hace tres décadas. En los Ultimos 5 afios el comité editorial ha dado
un giro a la edicion de este material. Se ha cambiado el formato del libro que ahora se presenta
con un formato tamafio carta en papel de mayor calidad, lo que reditia en una mejor presentacion
del libro y mejora la resolucién de las figuras; ademas, las pastas de nuestro libro son ahora
plastificadas, lo que aumenta la vida Util de los ejemplares. Otro cambio importante que incluimos
en las ultimas ediciones del libro es la presencia de figuras a color directamente impresas por
inyeccién de tinta. Todos estos cambios hacen a los ejemplares del “Mensaje Bioquimico” un libro
muy atractivo y actualizado. Sin embargo, algunos otros cambios son de indole editorial. Por
ejemplo, se ha incluido un resumen en espafiol y otro en inglés del capitulo ademas de una
semblanza del autor principal del capitulo asi como sus direcciones tanto postal como electrénica;
todo esto con la finalidad de facilitar la localizacion de los diferentes manuscritos de interés asi
como de los cientificos, lo que permitiria la consolidacién de lazos productivos.

La importancia de esta publicacion anual ha hecho que desde el nimero XXVI, ademas de
la tradicional edicibn en papel, se elabore la edicibn electrénica del mismo
(http://bg.unam.mx/mensajebioquimico/), con lo que se da una mayor difusién de la obra, no sélo
entre los asistentes al Taller de Bioquimica, sino entre la comunidad hispano parlante interesada
en la Bioquimica. Debido a la calidad de los trabajos incluidos en estas paginas, el Mensaje
Bioquimico ha sido incorporado desde el 2005 en las bases de datos PERIODICA y LATINDEX.

El contenido del Mensaje Bioquimico, Temas Bioquimicos de Vanguardia 2006, responde a
la amplia gama de intereses que tiene la comunidad bioquimica hispanoamericana. Asi pues, los
investigadores invitados nos llevan a explorar diferentes tépicos de la bioquimica. En esta ocasion
se organizaron las diferentes ponencias en cuatro rubros importantes: proteinas-enzimas, biologia
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molecular, biologia celular y ensefianza de la bioquimica. Sin embargo, cabe sefialar que esta
organizacion es artificial, y que en la practica, estas areas de investigacion se entremezclan y se
complementan, produciendo un nuevo e interesante horizonte de la bioquimica, que tiene
repercusion en la medicina actual, en la bio-remediacion y en la educacion.

Las platicas involucradas con las proteinas-enzimas incluyen las del Dr. Gerardo Gamba
Ayala, del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricibn Salvador Zubiran e Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM, quien nos invita a explorar los mecanismos que emplea
la célula para la regulacion de los cotransportadores iénicos electroneutros y sus implicaciones en
el control del volumen celular, la excitabilidad de las neuronas y la presién arterial. La Dra. Adela
Rodriguez Romero del Instituto de Quimica de la UNAM, nos invita a conocer los avances
recientes en el conocimiento molecular del fenémeno de la alergia al latex, por medio del estudio
fisicoquimico y estructural de los alergenos del hule y de su interaccién con los anticuerpos. El Dr.
Ricardo Garcia Cabazos del Instituto Nacional de Perinatologia, nos platicara sobre los
marcadores bioquimicos que se encuentran en el suero materno y que permiten monitorear el
bienestar materno-fetal. El Dr. José de JesUs Garcia Trejo, del Instituto Nacional de Cardiologia,
nos platicara sobre los nuevos descubrimientos de una vieja enzima: la F;Fo-ATP sintasa, su
participacion en la estructuracion de las crestas mitocondriales y su controversial localizacién en la
membrana plasmética. El Dr. Héctor Riveros Rosas, de la Facultad de Medicina de la UNAM, nos
platicara sobre la visién del concepto “una enzima, una funcion”, provocando un giro de 180° a esta
idea y aportando las bases de un nuevo y mas amplio concepto de las enzimas y sus funciones.
Dentro de los problemas que se nos presenta a la humanidad es la remediacion de nuestro entorno
ecoldgico, y en ese campo contamos con el Dr. Rafael Vazquez Duhalt, del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, quien nos platicara sobre las caracteristicas de las enzimas de los
hongos y su utilizaciéon en la bio-remediacién de nuestro planeta. Por otro lado, el Dr. Edgard
Malaga Trillo, de la Universidad de Konstanz en Alemania, nos llevara a explorar los ultimos
hallazgos sobre la naturaleza del prién y sus implicaciones en la medicina y la evolucion.

Las platicas sobre biologia celular y molecular estardn sustentadas por el Dr. Jorge
Vazquez Ramos de la Facultad de Quimica de la UNAM, quién nos presentara sobre los
descubrimientos mas recientes sobre los modelos celulares animales y vegetales. Un fendmeno
relacionado con el ciclo celular, es la migracién de las células. Para este tépico contamos con la
excelente participacion del Dr. José Vazquez Prado, del CINVESTAV del Instituto Politécnico
Nacional, quien nos hablard sobre la participacién de las GTPasas de la familia Rho en la
migracién de las células endoteliales y su papel en la angiogénesis. Por otra parte, el Dr. Hugo
Barrera Saldafia, de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leén nos conducira por los caminos de
la evolucién del locus de la hormona del crecimiento en primates.

Un é&rea de gran interés para todos aquellos involucrados en la generaciéon del
conocimiento bioquimico, es la ensefianza del mismo. Para esta seccidon contamos con la
colaboracion de la M en C. Leonor Ferndndez Rivera Rio, de la Facultad de Medicina de la
UNAM, quien nos platicara sobre el impacto de la informatica en la ensefianza de la bioquimica y
la biologia molecular. La M en C. Margarita Varela, de la Facultad de Medicina de la UNAM, nos
ayudara a conocer la manera en que el profesor puede identificar los diferentes estilos de
ensefianza-aprendizaje, para mejorar la transmision de los conocimientos. Asi mismo, contamos
con la participaciéon de Centro de Ensefianza y Certificacion de Aptitudes Médicas de la
Facultad de Medicina de la UNAM, que esta a cargo del Dr. José Alberto Garcia Aranda, donde
se realizara una visita para conocer las instalaciones y los programas disefiados para la ensefianza
y la certificacién de aptitudes médicas de los egresados de la carrera de medicina.

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. Esperamos
ademéas que estas revisiones sirvan a los profesores de bioquimica y contribuyan a un mejor
desarrollo de su trabajo en clase.
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Dentro de la celebracion del XXXIII Taller de Actualizacién en Bioquimica y la XXX edicién
del Mensaje Bioquimico, queremos recordar que en este afio se cumplen 50 afios de la
inauguracion de la Biblioteca Central de nuestra Universidad; simbolo de la Ciudad Universitaria, el
edificio disefiado y construido por el pintor y arquitecto mexicano Juan O"Gorman fue inaugurado el
5 de abril de 1956. En la actualidad la Biblioteca atiende alrededor de 18 mil usuarios a la semana,
y continla representando el conocimiento cientifico y humanistico que su proyectista plasmoé en los
murales que recubren sus muros exteriores. Por este motivo, la Biblioteca Central fue elegida este
afio como la imagen representativa del XXXIII Taller de Actualizacién en Bioquimica y de la XXX
edicion del Mensaje Bioquimico.

Junio 2006

Oscar Flores Herrera
Jesls Oria Hernandez
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LA BIBLIOTECA CENTRAL DE LA CIUDAD UNIVERSITARIA
A 50 ANOS DE SU FUNDACION

Oscar Flores-Herrera, Erika Rendon-Huerta, Isabel Velazquez-Lépez

y Jesus Oria-Hernandez
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina
Universidad Nacional Autbnoma de México
Apdo. Postal 50-174, Ciudad Universitaria, México, D. F., México

El universo (que otros
llaman la Biblioteca) se
compone de un numero
indefinido, y tal vez
infinito, de galerias
hexagonales...
La biblioteca es wuna
esfera cuyo centro cabal
es cualquier hexagono,
cuya circunferencia es
inaccesible.

Jose Luis Borges
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La Ciudad Universitaria

La publicacién en 1943 de la Ley de Fundacién de la Ciudad Universitaria marcé un hito
en la historia de la Universidad Nacional Auténoma de México; con el decreto de expropiacion de
1946, esta nueva era comenz6 a tomar forma al otorgarsele a nuestra Honorable Casa de
Estudios una superficie de seis millones de metros cuadrados para la edificacién de su nuevo
Campus Universitario.

El Pedregal de San Angel, ubicado en el manto del volcan Xitle al sur de la Ciudad de
México, fue el campo fértil para el desarrollo de las ideas de Mario Pani, Enrique del Moral y
Domingo Garcia Ramos, ganadores del concurso convocado por la Escuela de Arquitectura de
esta Universidad para la proyeccion de la Ciudad Universitaria. Los arquitectos Pani, Garcia y
Del Moral fueron los encargados del disefio del Plano de Conjunto y de la organizacion de los
trabajos de urbanizacién y edificacién de las nuevas instalaciones. Durante los siguientes tres
afios, obreros, arquitectos e ingenieros trabajaron en el mayor taller de disefio y experimentacion
arquitectonica para dar lugar a una de las edificaciones mas bellas e innovadoras del México
moderno. De esta manera, el Xitle cedi6 espacio a nuestra Universidad para permitir el
desarrollo del centro de docencia, investigacion y difusién de la cultura mas grande de nuestro
pais, y probablemente de toda América Latina.

Los arquitectos y constructores deseaban mantener la tradicion plastica de nuestro pais,
gue habia logrado combinar de una manera excepcional la arquitectura con el disefio artistico.
En este sentido, el proyecto de la Ciudad Universitaria fue el lienzo en el que los artistas
mexicanos mas notables de la época: Diego Rivera, José Clemente Orozco, Jean Charlot y
Fermin Revueltas entre otros, plasmaron la revolucidon intelectual que se germina en nuestra
Universidad. Fue asi como David Alfaro Sequeiros cred los grandes murales del edificio de la
Rectoria, Diego Rivera el mural inconcluso del Estadio Olimpico Universitario, José Chavez
Morado el mural del Auditorio de la Facultad de Ciencias, Francisco Eppens los murales de la
Facultad de Odontologia y de Medicina y Juan O’'Gorman los relieves en los muros bajos y la
ornamentacién a base de piedra natural de la Biblioteca Central.
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La Biblioteca Central de Ciudad Universitaria
La construcciéon

En 1948, el arquitecto y pintor Juan O’'Gorman fue invitado para proyectar junto con los
arquitectos Gustavo Saavedra y Juan Martinez de Velasco, el edificio de la Biblioteca Central. El
cuerpo de la Biblioteca central se distribuye en dos volimenes: uno desarrollado en sentido
horizontal y el otro, superpuesto, en sentido vertical. El cuerpo horizontal aparece tendido contra
el desnivel del terreno, y en sus fachadas alternan las fajas visibles de la estructura de piedra
volcanica, para dar lugar a continuacion a los espacios ocupados por vidrieras que culminan con
grandes superficies de 06nix translucido de color ambar. En algunos lugares los muros son
decorados con relieves de material volcénico, inspirados en el disefio del mundo prehispénico.
Las fachadas del cubo del cuerpo vertical muestran en la base una franja de vidrieras y muros
bajos que corresponden al piso abierto. Sobre esta base se despliegan los diez pisos adornados
con el mosaico de las composiciones pictoricas que integran el monumental mural que hacen de
este edificio la construccidbn emblematica de la Ciudad Universitaria, por ser en el que se
lograron los mayores y mejores ejemplos de la integracion plastica y arquitecténica.

Los colores del Grandioso Mosaico

“Desde el principio —explica O’Gorman-, tuve la idea de hacer mosaicos de piedras de
colores en los muros ciegos de los acervos, con la técnica que ya tenia bien experimentada”.
Para convencer al arquitecto Carlos Lazo de que le permitiera la creacion del mosaico de piedra
en la Biblioteca Central, O’'Gorman tuvo que hacer un ensayo en la parte baja de uno de los
lados de los acervos para ver como resultaba visto sobre el edificio, ademés de aceptar cobrar
un precio que no superara por mucho el costo que resultaria de hacer el trabajo con vitricota u
otro tipo de material.
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De esta manera, O’'Gorman inicié la busqueda por toda la Republica Mexicana de las
piedras de colores necesarias para realizar su mosaico: en Guerrero encontré los amarillos, los
rojos y los negros; y en Guerrero y Guanajuato varios colores verdes. De Hidalgo trajo piedras
volcanicas de color violeta y calcedonias de color rosa. En la mina llamada Pino Solo en
Zacatecas, encontr6 una calcedonia azul. De una coleccion de aproximadamente 150 piedras de
diferentes colores, O’Gorman seleccion6 sélo aquellas que tuvieran la mayor coloracion posible:
un rojo Venecia, un amarillo Siena, dos rosas de diferente calidad, uno casi color salmén y el otro
con tendencia al violeta; el gris oscuro del Pedregal, un color gris violaceo, la obsidiana negra y
la calcedonia blanca, el marmol blanco y dos tonos de verde. Para el azul empleo vidrio
coloreado en trozos y después triturado como si se tratara de piedra, o bien, hecho en placas
para usarlo como se utiliza en los mosaicos de vidrio.

Con esta gama de colores le fue posible crear composiciones pictéricas con la certeza
de que mientras las piedras perduraran colocadas en el muro en forma de mosaico, perdurarian
también los colores. “Fue necesario recurrir a las piedras de colores naturales —explica
O’Gorman- porque no hay en ninguna parte del mundo colores que puedan pintarse y que
resistan la intemperie, los rayos solares, las lluvias y los cambios de temperatura”.

El disefio del Mural y la técnica constructiva aprendida en el Anahuacalli de Diego Rivera

La técnica con la que se realiz6 la ornamentacion de los cuatro mil metros cuadrados
gue forman los muros de la Biblioteca central es de vital importancia, debido a que gracias a
ésta, el mosaico se ha conservado intacto sin la necesidad de la mas minima intervencion
restauradora.

Como responsable del disefio y realizacion de esta obra, O’Gorman decidié fabricar en
una de las bodegas de materiales de la Ciudad Universitaria un gran tablero vertical de madera
sobre el cual se harian las plantillas al tamafio natural de los mosaicos. En este tablero se disefié
una cuadricula de un metro cuadrado sobre la cual se fijaron tiras de papel grueso por medio de
clavos, de tal manera que las plantillas tuvieran la medida necesaria exacta. Sobre el papel se
dibuj6 el mosaico comenzando por la parte inferior, de acuerdo al plano en escala de 5 cm. por
metro. Sin embargo, sobre el proceso de ejecucion se hicieron muchas modificaciones al
proyecto original, de acuerdo con cambios que fueron —segun el mismo O’Gorman- necesarios
para mejorar el disefio y la composicion. Mientras se construian las plantillas y los dibujos, en un
patio proximo al taller se almacenaban y se partian las piedras de colores que habian sido
traidas de todos los rincones de la Republica.

De manera simultdnea, en uno de los pisos de la Biblioteca en obra, se preparé una
mesa especial que media todo lo largo del acervo, es decir, 48 metros, donde se harian lozas
precoladas de concreto de 1 m® que servirian como plantillas para el mosaico. Sobre cada una
de estas plantillas se indicaban los colores de las piedras que tenian que colocarse segun el
dibujo marcado. Cada plantilla tenia asignada un nimero y una letra que la situaba exactamente
en el disefio general del mural. La pedaceria de piedras de colores se colocaba sobre las
plantillas y sobre esta pedaceria de piedra se hacia un pequefio colado, mezcla un poco dura de
cemento y arena con un poco de agua, con el proposito de que no escurriera ni manchara la
parte visible del mosaico que llevaba el dibujo de la plantilla, “tal y como aprendimos —explica
O’Gorman- en el Anahuacalli de Diego Rivera”.

Este pequefio precolado —continua O’Gorman- servia simplemente para detener las
piedras en su lugar, debajo de este precolado se colocaba una cuadricula de alambrén que le
serviria de de estructura. El precolado y la estructura metalica eran entonces colados juntos y
dejados a fraguar en el piso de la biblioteca, el cual era por entonces un sitio cerrado y sin
ventilacion, lo que permitia conservar la humedad y hacer que el cemento fraguara con mayor
dureza. Al fraguar estos mosaicos se limpiaban las superficies ornamentales de piedra y se
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almacenaban hasta su colocacion sobre los muros exteriores de tabique de los acervos de la
Biblioteca.

Las caras externas de los muros de la Biblioteca tenian ancladas una cuadricula de
varilla de fierro, en la cual se colocarian las placas del mosaico. En el Ultimo paso en la
construccion del mural, cada placa del mosaico era fijada con cuatro anclas amarradas al fierro
de la cuadricula del muro, para finalmente colar el espacio entre el muro y la placa.

Ademas de su grandeza arquitectonica, el mural presenta una riqueza artistica
inigualable. Cada una de sus caras mira hacia uno de los puntos cardinales y cada una de ellas
cuenta una parte de la historia de nuestro pais y nuestra Universidad. Una pequefia descripcion
de la obra pictérica contenida en cada uno de los muros se enumera a continuacion.

Lavoz de los murales

Cara Norte: El pasado prehispanico

La cara norte muestra
la representacion que
O’Gorman hizo sobre nuestro
pasado prehispanico. Este
mosaico es el que contiene la
mayor cantidad de motivos
ornamentales: proxima a la
puerta de acceso de los
usuarios, se puede apreciar
una monumental fuente de
piedra volcanica con una
representacion estilizada de
Tlaloc, dios azteca del agua.
En el cuerpo del edificio, en los
niveles que corresponden al
area administrativa y de
servicios, se observan tres
franjas de murales que
alternan con vidrieras. La
primera franja contiene lo que en la iconografia prehispanica se denominan “chalchiuites” o
piedras preciosas representadas por caracoles marinos o circulos; la segunda tiene como
motivos ornamentales peces y signos calendaricos; mientras que la tercera y de mayor
dimension que las anteriores muestra dos enormes serpientes a los lados de un signo
calendarico de fuego y agua. A partir del siguiente nivel se despliega el gran cubo del edificio,
donde se resguarda al acervo, y donde Juan O’Gorman liberé sus impetus artisticos.

El mural esta dividido por un eje vertical central y dos ejes transversales, marcados por
corrientes acuaticas de color azul. En estos cauces se observan canoas, peces, caracoles y
culebras, elementos todos que hacen referencia al caracter lacustre de la antigua capital
mexicana. En los limites de estas corrientes estan los jeroglificos de las principales ciudades que
bordeaban el lago de México: Coyoacan, Churubusco, Ixtapalapa, Xochimilco, Azcapotzalco y
Tacuba.

La fundacién de Tenochtitlan se recrea en la parte central de la composicion: se puede
observar el islote donde la tribu ndmada de los mexicas descubrié a un aguila posada sobre un
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nopal que les hace entrega de la tierra, simbolizada por una serpiente. Este momento estelar de
la tradicibn mexica es presenciado por los tlatoanis de México-Tenochtitlan, que aparecen
distribuidos simétricamente a los lados, acompafiados de sus respectivos jeroglificos. Un detalle
significativo de la escena se refiere a un nopal en un cerro que lleva en su parte anterior el
escudo de la guerra y se asienta sobre las fauces estilizadas del Cipactli, el monstruo de la tierra.

Los espacios delimitados por los ejes acuaticos estan llenos de figuras inspiradas en los
cédices nahuas, ordenadas en dos campos, a la izquierda y derecha del eje central, segun su
orden simbolico. En el lado izquierdo, que se encuentra dominado por el sol Tonatiuh, aparecen
deidades y escenas que en la mitologia prehispanica tenian relacion con los aspectos mas
luminosos y positivos de la vida; por el contrario, el lado derecho custodiado por la luna, tiene
representado deidades y escenas referentes al ambito de lo negativo y tenebroso, la oscuridad y
la muerte.

En la parte mas alta de la mitad derecha, junto al sol, aparece el dios Quetzalcoatl, la
serpiente emplumada, que lleva en las ondulaciones de su cuerpo las mazorcas de maiz y las
virgulas enlazadas que simbolizan el fuego, factores fundamentales en las culturas de
Mesoamérica. Enmarcadas por el cuerpo de la serpiente se observan dos divinidades
mesoamericanas: Tlaloc, dios de la lluvia, que aparece entre una planta de maiz situada a sus
espaldas y un manantial sobre su cabeza, para transformarse en Quetzalcéatl, en su
representacion humana. En la parte media de esta mitad del muro norte, entre las corrientes
acuaticas superior e inferior, se muestra Tlazoltéotl, la diosa del parto y de la agricultura, quien
es escoltada por el aguila solar y el jaguar de la noche, acompafados de sus respectivos
simbolos. A la derecha se tiene a Ehécatl, dios del viento, sentado dentro de un templo, quien
sopla a través de un caracol. La franja inferior del mural est4 ocupada por musicos y danzantes
gue acomparfian a un sacerdote en una ceremonia propiciatoria.

La serpiente del lado derecho tiene su equilibrio con la representacién de Quetzalcéatl
en forma de serpiente del lado izquierdo. El cuerpo de esta nueva serpiente lleva discos de
chalchihuites y secciones de caracol. Aunado a esto se observa una calavera junto al dios
Tezcatlipoca, el dios cojo, el sembrador de discordia, el invisible y omnipresente dios del mal.
Por atras de éste se tiene a Chalchiutlicue, diosa del agua y hermana de Tlaloc. En la parte
central del mural y entre las dos corrientes acuéticas se ve a Tlahuizoalpantecuhtli, el lucero de
la mafiana, Venus, una de las muchas advocaciones de Quetzalcoatl y que muestra su dualidad
de vida y muerte. A su espalda, el jeroglifico de un cerro, rodeado por serpientes y fragmentos
de cuerpos humanos, alude a diversos rituales magicos importantes en la cultura de
mesoameérica.

La parte inferior estd decorada por un grupo de guerreros cubiertos de pieles de
animales y que van armados de macanas y “chimalis” (escudos). El eje central esta constituido,
de arriba a abajo, por el sol, en cuyos rayos inferiores se sugiere el rostro de Tlaloc por medio de
unos discos; representando asi al calor y lluvia, elementos tan esenciales para la vida de
aquellos pueblos prehispanicos. Uno de los rayos solares se posa sobre un enorme cuchillo de
sacrificio en el cual aparecen los dieciocho signos de los meses del calendario nahuatl. Dos
manos emergen de los extremos del pedernal, la izquierda lleva en la palma una simiente, una
mazorca de maiz, mientras que la derecha lleva el chorro de sangre del autosacrificio.

En el extremo inferior derecho del lado norte del gran mural, aparece la firma del artista y
la fecha de terminacion de los trabajos: Juan O’Gorman 1952.
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Cara Sur: El pasado colonial

El muro sur tiene
representado nuestro pasado
colonial. Este mosaico esta
marcado por la distribucion de
figuras a partir de una faja o
columna de motivos centrales y
de dos grandes discos
laterales; proponiendo una
vision del mundo europeo en
conjuncién con el indigena y su
fusién para generar el mundo
colonial novohispano. Se
muestran los fundamentos del
pensamiento espafiol de esa
época, marcados por la
contradiccion entre Dios y el
Demonio, entre la religiosidad y
la mundanidad, como cimiento
de su cultura.

Este conjunto esta presidido por un escudo de la casa de Habsburgo, que gobernaba
Espafia en la época del descubrimiento y conquista de América. Del escudo emergen dos
brazos, uno con una espada y otro con una cruz. Este escudo esta rodeado por figuras de entre
las que destacan las fechas de inicio y culminacion del virreinato de México (1521-1820). Hacia
abajo, en la serie vertical de motivos se observa el par de Columnas de Hércules, donde se lee
parte del lema de la misma casa reinante (Non plus ultra); entre estas columnas se observa un
templo griego sobre un templo cristiano colonial del que parecen salir las manos sangrantes de
Cristo redentor asociadas a una fortaleza y a un templo. Estos motivos muestran la disposicion
del mural: del lado derecho las armas y frutos de la guerra; del izquierdo, los frutos de la cultura
mas o0 menos constructora.

En los vértices superiores se observan motivos de la luna y el sol, préximos a una serie
de figuras que recuerdan al mundo prehispéanico y colonial. Las dos grandes circunferencias que
resaltan en los campos laterales hacen alusion a la concepcidn geocéntrica de Ptolomeo (en el
campo dominado por la luna) y heliocéntrica de Copérnico (en el campo dominado por el sol),
rodeadas respectivamente por los signos de las constelaciones y del Zodiaco. Debajo de estos
discos se pueden observar un plano de la antigua Tenochtitlan en la versién del mapa de
Nuremberg de 1525 y la imagen del aguila que cae, recuerdo de Cuauhtémoc, el dltimo
gobernante mexica.

Hacia los lados y por debajo de los discos de Copérnico y Ptolomeo hay muchas figuras
gue subrayan el aspecto civil y religioso de la conquista espafiola. Entre estas figuras destacan
la de Hernan Cortés y la del primer arzobispo de México, Fray Juan de Zumarraga. También se
observa la escena de la quema de los codices mayas realizada por 6rdenes del obispo de
Yucatan, Fray Diego de Landa. En contrapartida a esta escena, en la parte baja del lado derecho
esta representado el soberano sefor espafiol otorgando a los indigenas las Leyes de Indias,
teniendo como testigo un estandarte en el que aparece la imagen de la Virgen de Guadalupe.

Dentro de toda esta iconografia, O’Gorman nos ofrece una alusién a la pintura popular

mexicana, que le era tan querida, por medio de diferentes encarnaciones de angeles y alguna
del diablo, algunas iglesitas, fortalezas, escudos y cafiones.
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Cara Oriente: El mundo contemporéneo

El mundo contemporaneo estad plasmado
en el muro oriente. El mural esta regido por el
atomo como el centro de la nueva cosmovision,
que aparece también como el principio generador
de la energia vital de los vegetales, las aves, los
peces, los reptiles y el hombre, y de la energia de
los minerales que se encuentran dentro de sus
orbitas.

En la parte superior del mural aparece el
sol y la luna como representacion de la eterna
dualidad; en particular, la dualidad representada
simboliza la vida y la muerte. Sobre esta dualidad
se muestran dos simbolos referidos a la realidad
histérica del mundo contemporaneo: la estrella roja
del socialismo y el libro abierto de la cultura.
O'Gorman emplea nuevamente las oposiciones
complementarias de la realidad mexicana: del lado
izquierdo representa al mundo obrero, industrial,
transformador, y a su contraparte del lado derecho:
el mundo rural, tradicional, conservador. En este
sentido, en el lado izquierdo se representa a las
fabricas, la produccion industrial y en una
bandolera el lema “Viva la revolucién”; en el lado
derecho se ve la imagen de la casa tradicional del
campesino mexicano, los frutos de la tierra y una
pareja de indigenas con su vestimenta tipica, que
sirve de marco a la presencia del caudillo Emiliano
Zapata quien avanza a caballo acompafiado de un revolucionario que enarbola una bandera con
el lema que identifica la lucha agraria de este caudillo: “Tierra y Libertad”.

En la parte superior del atomo reaparece el simbolo de Cuauhtémoc unido a la figura de
la paloma de la paz, en una alegoria que integra la representacion del &tomo y del fuego, creador
y destructor. En la parte baja una figura hunde sus raices en la tierra, uniendo estos dos
conceptos de la historia de México.

Cara Poniente: La Universidad y el México actual

El muro poniente tiene en su parte central, por encima del paisaje del Valle de México y
dominando la composicion, el escudo de la Universidad Nacional Autbnoma de México creado
en 1921 durante el rectorado de José Vasconcelos. En la parte superior izquierda se observa un
libro abierto y en sus paginas las iniciales de la Biblioteca Central, mientras que del lado
derecho, en un pergamino, se observan las iniciales de la Hemeroteca Nacional.

Nuevamente, O’Gorman define a partir del escudo de la Universidad un eje central y dos
lados simétricos en los que plasma las actividades creativas y recreativas de esta casa de
estudios. La sabiduria brota de una enorme fuente la cual es el referente inmediato a Tlaloc,
omnipresente en todo el mosaico del edificio. El lado izquierdo nos muestra la vestimenta
tradicional del pueblo mexicano que es una alusién al origen popular y proletario de profesores,
investigadores y estudiantes de la Universidad, asi como a la permanencia y vitalidad de nuestra
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cultura. Se puede apreciar una pequefia construccion piramidal, reminiscencia de los grandiosos

templos prehispanicos.

El mosaico del lado derecho
tiene como objetivo el reforzar la
presencia de la Universidad en el
México contemporaneo, de manera que
se representan las diversas areas en las
gue participa la Universidad: la ciencia,
la técnica y el deporte; ésta Ultima
representada por los aros olimpicos y la
leyenda de la primera participacion de
México y los deportistas universitarios
en la justa olimpica en la ciudad de
Paris. Ademas, hay figuras que
sugieren dos actitudes universitarias: el
estudio y la recreacion, la creacion del
conocimiento 'y el entretenimiento
creativo y positivo.

Por dltimo y como remate del
edificio, se tiene la estructura que
soporta el mecanismo de los elevadores
para los usuarios del edificio. Cada lado
esta ornamentado con algin motivo del

resto del edificio. El lado norte tiene la representacion del rostro de Tlaloc enmarcado por unas
manos. El lado sur representa una mano que sostiene un libro abierto, flanqueado por la cabeza
de un guerrero mexica. En los lados oriente y poniente se muestran representaciones de

cabezas de guerreros prehispanicos.
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Resefia del Arquitecto Juan O’'Gorman

La mejor imagen de Juan O'Gorman es su

autorretrato fechado en 1950, quiza la obra mas original e
imaginativa de la pintura mexicana de la primera mitad del
siglo XX.
Juan O'Gorman naci6 en Coyacan, D. F. el 6 de julio de 1905.
Estudié la carrera de arquitectura en la Universidad Nacional
Auténoma de México; aprendié pintura con su padre el
ingeniero de origen irlandés Cecil O'Gorman. Uno de sus
primeros trabajos de pintura mural fue la decoracion, en 1925,
de tres pulgquerias. En 1928 inici6 la construccion de la casa
estudio de Diego Rivera en San Angel, afios después
construyd para el mismo artista el Anahuacalli, edificio que
resguarda la coleccién de figuras prehispanicas que Rivera
dond6 al pueblo de México. De 1932 a 1934 trabaj6 como
arquitecto construyendo 35 escuelas primarias y técnicas de
inspiracion funcionalista para la Secretaria de Educacién
Pudblica. También realizé murales en el Museo Nacional de
Antropologia, los cuales ilustran la historia de la aviacion;
murales en el aeropuerto de Ciudad de México, dos de los tres paneles de este mural fueron
retirados en 1939 por su caracter anticlerical y antifascista. De 1942 a 1948 hizo pintura de
caballete. Entre 1949 y 1951 proyecto y dirigié la construccion de la Biblioteca Central en la
Ciudad Universitaria, edificio con un mosaico de 4 mil metros cuadrados de superficie recubierto
de piedras naturales. En 1950 expuso en el Palacio de Bellas Artes 100 pinturas de caballete. Su
obra como muralista incluye, entre otros, los siguientes trabajos: la Biblioteca Gertrudis
Bocanegra de Patzcuaro, Michoacan; el Retablo de la Independencia en el Museo Nacional de
Historia del Castillo de Chapultepec y la Sala de la Revoluciéon del mismo Museo; asi como
trabajos en Chile y Estados Unidos. En 1972 recibié el Premio Nacional de Arte por su obra
pictérica. Juan O'Gorman murié en la Ciudad de México en el afio de 1982. Muchos de sus
trabajos reflejan la historia de México, de la Revolucion Mexicana, de la historia de los mayas y
de los aztecas y de diferentes situaciones politicas, tales como separacion de la iglesia y del
estado. La Academia de Arte hizo las gestiones correspondientes para que se le rindiera
homenaje a los restos del arquitecto y pintor Juan O’Gorman, en virtud de que fue el instaurador
y principal propulsor de un movimiento arquitecténico, cuyos alcances socioculturales se
aprecian notoriamente en la arquitectura del México contemporaneo. Sus restos descansan en la
Rotonda de los Hombres llustres.
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Abstract

The purpose of this article is to encourage its readers to reflect about their own learning
styles and turn this everyday experience into an opportunity for insight, allowing the identification
of their learning strengths and weaknesses, so that setbacks can be taken to advantage and their
potential fully realized.

A learning style is the way a person receives, processes, integrates and retrieves information. It is
the behavior that shows how the learning is accomplished. A learning style calls on cognitive and
emotional areas, character traits, and the particular inclinations we have in receiving and
responding to information.

Since the 1970s, when research on learning styles began, there have been a number of
approaches and classifications based on the way information is received, processed or
integrated. Six of these approaches are described in this article.

1) The VAK model is based on the way information is received, and its classifications are: visual,
aural, and kinesthetic. 2) It describes Neil Fleming’s VARK model, but adds one more learning
style: visual, aural, kinesthetic and read-write. 3) It refers to Kolb’'s learning model and
guestionnaire. It is based on the preferred ways of processing and handling information. 4) The
Honey-Alonso questionnaire is based on Kolb’s 4-fold learning model and labels students as
active, reflective, theoretical, and pragmatic. 5) The Newble & Entwistle model classifies students
under superficial, deep, or strategic learning. It has been applied in some research on medical
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students. 6) The last approach is based on whether information is processed in the left, right, or
both sides of the brain.

In general, all approaches aim at a better understanding of the learning process, thus realizing
the student full potential for optimum learning results.

Keywords: Learning, learning styles, metacognition, medical studentes.

Introduccién

Howard Gardner en su libro Mentes Extraordinarias [1] menciona “las personas
extraordinarias sobresalen en la medida en que reflexionan -a menudo explicitamente- sobre los
acontecimientos de su propia vida, ya sean grandes o pequefios”. El autor descubre que una
experiencia comun en las personas triunfadoras, en su campo de accion, es el talento que
poseen para identificar sus propias cualidades y debilidades. Se refiere a la capacidad de
explorar la propia vida y las experiencias cotidianas. Gardner considera que el analisis puede
ayudar a descubrir la excepcionalidad en cada uno de nosotros. Parece interesante transportar
esta idea a la formacion de docentes en el area de la salud. De inmediato, en el enfoque
cognitivo de la educacion, aparece una idea paralela: la metacognicion.

La metacognicion se puede entender como el conocimiento de la propia manera de
aprender y de pensar. Se define como la cognicién de la cognicion, el conocimiento sobre como
se conoce [2]. Esto implica que el individuo identifique las estrategias que utiliza en su manera
de aprender, de tal manera que sea capaz de planificar, monitorear y evaluar su propio proceso
de aprender en funcion de un objetivo trazado o exigido para una determinada tarea. La
metacognicién conlleva trazar un plan de accién con una secuencia de actividades organizadas.
El saber lo que se tiene que hacer para aprender y para controlar los resultados del aprendizaje,
también se puede expresar como: aprender a aprender.

Es frecuente que el aprender se convierta en una actividad mecénica realizada de
manera automética, llevando a cado una serie de acciones de las cuales no se tiene total
conciencia. Cuando lo que se hace para aprender deja de ser inconsciente y se convierte en una
cuidadosa planeacion cuyos resultados se pueden medir, es decir, cuando el aprendizaje se
maneja como un proceso activo, reflexivo y controlado, entonces, se estd hablando de
metacognicion [3]. Flavell (citado por Diaz Barriga, 1998) reconoce tres tipos de variables en la
metacognicion:

a) La variable de la persona, se refiere a los conocimientos y creencias que
cada quien tiene sobre sus propias capacidades y limitaciones para
aprender.

b) La variable de la tarea, es el conocimiento que se tiene sobre las

caracteristicas de la tarea en si (estudiar para un examen, preparar una
conferencia, comprender una definiciéon, buscar datos para sustentar un
proyecto, etc.) y lo que dicha tarea o actividad demanda.

C) La variable de estrategias, implica conocer diversas técnicas para llevar a
buen cumplimiento la demanda cognitiva en una tarea.

El estilo de aprendizaje esta estrechamente vinculado a la metacognicion, y en especial
con las variables de la persona; el estilo de aprendizaje se define como la manera en que la
persona percibe, procesa, integra y recuerda informacién. Para Matthews y Hamby (1995) [4] el
estilo de aprendizaje es la manera en que aprendemos y nos adaptamos al ambiente Son las
conductas que indican como se aprende. El estilo de aprender integra al area cognitiva, afectiva,
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rasgos de personalidad y la orientacion particular que tenemos al percibir, interpretar y responder
ante la informacion.

Regresando a nuestro punto de partida con Howard Gardner, el propésito de este
articulo es invitar a los lectores a reflexionar sobre su propio estilo de aprendizaje y hacer de
esta experiencia cotidiana un espacio de introspeccién que permita identificar las cualidades y
debilidades al aprender, de tal manera que se pueda sacar provecho de los reveses y explotar al
méaximo las cualidades.

Vale la pena aclarar que en todo acto humano hay una combinacién del contenido o
esencia del acto y la manera, forma o estilo en que se desempefia dicho acto. La esencia del
acto es lo que se hace, asi como el nivel o grado del valor de la accién, en tanto que el estilo del
acto describe la forma o manera como se lleva a cabo dicha accion. Los estilos se presentan con
cierta consistencia y regularidad, y hay estilos que predominan en ciertas etapas de la vida y
otros que se mantienen a lo largo de toda la vida. En relacién a los estilos de aprendizaje se
observa que hay una orientacién consistente para aprender y estudiar, aunque se puede
modificar a través de la experiencia reflexiva.

Desde la década de los 70s, en que se inici6 la investigacién en los estilos de
aprendizaje, han surgido diversos enfoques y clasificaciones de los estilos de aprendizaje segun
se centren en la manera de percibir, de procesar o de integrar la informacion. En general todas
las aproximaciones buscan tener una mejor comprension del proceso de aprender y con ello
maximizar las propias cualidades para lograr mejores resultados en el aprendizaje.

En este articulo se describen algunos de estos modelos.

e EIl primero de ellos es el modelo VAK, el cual tiene como eje la manera de percibir la
informacion. Su clasificacion comprende tres estilos: visual, auditivo y kinestésico.

e En segundo lugar se describe el modelo VARK de Neil Fleming cuya clasificacion
contiene cuatro estilos: visual, auditivo, leer / escribir y kinestésico. En este modelo, se
basa en como se recibe e interpreta la informacion.

e El tercer apartado se refiere al modelo de aprendizaje de Kolb y el cuestionario que él
realiza con una clasificacion de cuatro tipos de estudiantes: convergente, divergente,
acomodador y asimilador. Su eje es la manera preferida para integrar y manejar la
informacion.

e Con el nimero cuatro se encuentra una explicacion del cuestionario de Honey — Alonso.
El eje es el modelo de las cuatro fases del aprendizaje de Kolb y clasifica a los
estudiantes en: activo, reflexivo, tedrico y pragmatico.

e En el lugar cinco se presenta el modelo de Newble y Entwistle. Aqui se clasifica a los
estudiantes en: aprendizaje superficial, profundo y estratégico. EI modelo esta muy
relacionado con la motivacién y con las actitudes frente al aprender.

¢ Finalmente se revisa la manera en que se procesa la informacion segln se utilice
preferentemente el hemisferio cerebral derecho, el izquierdo o ambos.

1. El modelo VAK

Para tener una mejor comprension del proceso de la comunicacién humana, a finales de la
década de los 70s se desarrollo una aproximacion denominada Programacion Neurolinglistica;
entre sus propdsitos estaba el comprender como se recibe e interpreta la informacién del
entorno. Con base en los hallazgos de esta propuesta, Colin Rose fundamenta tres estilos para
recibir informacién. Sostiene que una manera de iniciar el aprendizaje es a través de la
percepcion de un cierto estimulo. Se ha Identificado que en cada persona predomina un estilo de
percibir y de conocer la realidad segin el sistema de representacién que utilice de manera
preferente:

3



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXX (2006)
|

a. visual,
b. auditivo y
c. kinestésico.

Generalmente una de estas preferencias se utiliza mas, otro se utiliza un poco menos y el otro
casi no se utiliza.

1. En el estilo visual se tiene un mayor recuerdo de imagenes, el entorno se capta a
través de los ojos. Por lo general, las personas visuales se caracterizan por ser
ordenadas y cuidadosas. Cuando asisten a clases o conferencias les gusta que se
muestren imagenes, esquemas, fotografias y contar con textos escritos. Aprenden
leyendo y tienen facilidad para recordar escenas vistas.

2. En el estilo auditivo, se aprende mas facilmente al escuchar; el entorno se capta a
través del oido. Los estudiantes auditivos por lo general, tienen una amplia vida interna,
suelen ser buenos conversadores y sus explicaciones tienden a ser detalladas. Cuando
asisten a clases o conferencias tienen facilidad para recordar lo dicho por el ponente. A
veces memorizan ritmicamente la informacién y, cuando se olvidan de una palabra, se
rompe la secuencia y pueden olvidar el resto de la informacién. Aprenden escuchando y
tiene facilidad para recordar didlogos.

3. En el estilo kinestésico predomina la percepcién de sensaciones y emociones, a los
individuos de esta categoria les es mas facil aprender haciendo, experimentando y les
agrada el trabajo en equipo. Suelen ser impulsivos y demostrar facilmente las emociones
(ira, molestia, alegria). Les gusta cambiar de lugar y de postura cuando estan
estudiando. No recuerdan todos los detalles, pero si recuerdan mas facilmente la
impresién general y las sensaciones que les causan las lecturas o las personas. En sus
notas o cuadernos es frecuente encontrar dibujos que realizan mientras escuchan al
profesor. Tienen facilidad para trabajar en grupo.

2. El modelo VARK de Fleming

Con base en la idea de cémo las personas reciben la informacion e incorporando otros
estudios del tema para tener un enfoque con mayor sustento, Neil Fleming (1992) [5] elaboré un
cuestionario que proporciona un perfil de las preferencias de cémo las personas les gusta recibir
la informacién y como ofrecen las respuestas. El instrumento conformado de 13 preguntas y con
cuatro opciones de respuesta se integra, a su vez, en cuatro categorias: Visual, Auditivo,
Leer/escribir y Kinestésico y sus combinaciones:

a) La preferencia visual se refiere a adquirir la informacion a través de imagenes,
representaciones graficas que incluyan cuadros, flechas o simbolos.

b) En la preferencia auditiva predomina la capacidad de “escuchar” y a las estudiantes
se les facilita aprender en conferencias y al dialogar con sus comparieros.

c) En la preferencia leer/escribir es cuando se percibe mas facilmente la informacion
mostrada en palabras escritas. Esta modalidad suele ser fuerte en muchos profesores y
es caracteristica de la ensefianza occidental.

d) Al kinestésico le favorece el aprendizaje practico, se le facilita aprender haciendo o
experimentando en el mundo.

Fleming encuentra diferencias entre los estudiantes universitarios y los profesores. Los
profesores tienden a la preferencia leer/escribir y los estudiantes a la kinestésica. Asi mismo, la
mayoria de los estudiantes (alrededor del 70%) son multimodales, ya sea por la combinacién de
dos, tres o las cuatro preferencias. Sin embargo estos resultados se pueden modificar segun la
disciplina que se esté estudiando, por ejemplo se observd que los estudiantes del area de
humanidades son preferentemente del estilo leer/ escribir y los del area de farmacologia son
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multimodales. El autor sugiere que pueden también existir diferencias entre las diversas
culturas.

Fleming argumenta que los profesores que se adaptan a las preferencias de sus
estudiantes para recibir informacion, les facilitan un mejor aprendizaje, con respecto a aquellos
profesores que utilizan estrategias de ensefianza basadas en su propio estilo de aprender. Esto
significa que el profesor debe identificar su estilo de aprendizaje y conocer la diversidad de
estrategias que atienden a diferentes preferencias. En este sentido, Bonwell y Eison (citados por
Fleming) [6] realizan una propuesta para un aprendizaje activo, sus recomendaciones encajan
con la idea de Fleming de un profesor capaz de aplicar estrategias para distintas maneras de
aprender. Para promover un aprendizaje activo, los autores consideran cinco caracteristicas:

1. Involucrar a los estudiantes en un proceso que no sélo implique escuchar.

2. Hacer menos énfasis en transmitir informacion y mayor énfasis en desarrollar
habilidades del estudiante (por ejemplo, busqueda y seleccion de informacion,
sintetizar informacion, hacer preguntas, organizar informaciébn en mapas
conceptuales o mapas mentales autoevaluarse, reflexionar y corregir los errores).

3. Involucrar a los estudiantes en procesos mentales superiores (analisis, sintesis y
evaluacion).

4. Llevar a los estudiantes a realizar actividades (por ejemplo, leer, argumentar,
escribir, resolver problemas).

5. Se hace especial énfasis en promover en los estudiantes la exploracion de sus
propios valores y actitudes.

Estas sugerencias implican que el profesor durante una sesion de ensefianza enriquezca
la exposicidn con pausas para demostraciones, ejercicios, interrogatorios y otras actividades del
estudiante. Por ejemplo, que se utilice una instrucciébn con apoyos visuales, revisar escritos
durante las clases, organizar debates, enfrentar a los alumnos a la soluciéon de problemas y
llevar a cabo actividades de aprendizaje colaborativo.

El cuestionario VARK es un componente del estilo de aprendizaje que se refiere a la
manera de percibir el mundo a través de los sentidos. Permite que los profesores identifiquen su
manera de percibir y la de sus estudiantes. Es una alternativa para iniciar el autoconocimiento y
la reflexiéon sobre el estilo de aprender.

3. El modelo de aprendizaje de Kolb
Para David Kolb el aprendizaje es un ciclo con cuatro componentes a saber:

a) Hacer (activo)

b) Reflexionar (reflexivo)
c) Abstraer (tedrico)

d) Decidir (pragmatico)

Con base en estos cuatro componentes del aprender, Kolb desarrolla un
cuestionario que mide dos polos de su ciclo (Fig. 1). Por un lado, contrasta a los
estudiantes que tienen preferencia por aprender a través de experiencias concretas
(activo) con aquellos que tienen una preferencia por aprender mediante la abstraccion
(tedrico). Y por otro lado contrasta la preferencia por la observacién pasiva (reflexivo)
con la preferencia por un aprendizaje a través de la actividad (pragmatico). De esta
manera el instrumento define cuatro estilos del aprendizaje:

1. Divergente, que se caracteriza por un aprendizaje mediante experiencias
concretas.
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2. Asimilador, que se refiere al aprender preferentemente a través de la
observacion reflexiva.

3. Convergente, que explica a quienes para aprender hacen uso de la
conceptualizacion abstracta.

4. Acomodadores, que define al estudiante que aprende principalmente a través de
la experimentacidn activa.

Ciclo de aprendizaje de Kolb

e Ao ) ————

Decidir- Pragmatico ‘ ‘ Reflexionar - Reflexivo

]

‘ Abstraer - Tedrico ‘

Figura 1. Los cuatro componentes del ciclo de aprendizaje de Kolb.

El éxito académico de los estudiantes de medicina en los primeros afios de la carrera

esta asociado al estilo convergente, esto es debido a que se caracteriza por el uso de estrategias
analiticas y hace énfasis en el método deductivo, los cuales son herramientas fundamentales
para el aprendizaje de las ciencias basicas de la medicina.

4. El Cuestionario de Honey y Alonso

El cuestionario de Honey Alonso, sobre los estilos de aprendizaje, se base en el ciclo de
aprendizaje de David Kolb y mide la preferencia por uno de los cuatro momentos del
aprendizaje: activo, reflexivo, teérico y pragmatico [7]. Al aprender se circula por estas cuatro
fases, pero puede ocurrir el predominio de una de éstas y determinar un estilo:

1.

Hacer o actuar. El estilo activo se caracteriza por la actividad, por ejemplo la basqueda y
seleccion de informacion.

Reflexionar. El estilo reflexivo se caracteriza por la atencién y recapacitacion de la
informacion.

Abstraer. El estilo tedrico se caracteriza por introducir la informacién en marcos teéricos.
Decidir o experimentar. El estilo pragmatico es el momento en que se aplica la
informacion.-

Los autores aplicaron el cuestionario en 25 escuelas y facultades pertenecientes a la
Universidad Complutense y Politécnica de Madrid y entre sus conclusiones estan:

Los estilos de aprendizaje pueden variar de acuerdo a la edad y al sexo.

Los estilos de los padres se relacionan con los estilos de los hijos.

Los estudiantes que trabajan tienden al estilo pragmatico.

Los estudiantes de Bachillerato con calificaciones altas en las asignaturas del
area de Letras puntdan alto en el estilo activo
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e Los estudiantes de Bachillerato con calificaciones altas en Ciencias Basicas
puntdan alto en el estilo reflexivo y pragmatico.

Cada estilo de aprendizaje tiene ciertas preferencias:

a) A los estudiantes activos les gustan las tareas nuevas. Siempre se involucran en
actividades diferentes. Les atrae trabajar con otras personas tratando de ser el centro de
las actividades. No les gusta trabajar en metas a largo plazo ya que prefieren buscar
nuevos retos, dejando tareas inconclusas. Se les describe como animadores,
entusiastas, improvisadores y arriesgados.

b) Los estudiantes reflexivos se caracterizan por analizar cuidadosamente todas las
situaciones, por lo que buscan datos y diversos puntos de vista antes de tomar una
decisién. Piensan antes de actuar, son observadores y tienen capacidad de escucha.
Cuando se les apresura se sienten presionados e incomodos. Se les describe como
analiticos, observadores, pacientes, previsores e investigadores.

c) Los estudiantes tedricos piensan paso a paso, integrando la informacién de manera
secuencial y luego en forma légica. En ellos predomina la racionalidad por lo que
rechazan lo subjetivo e intuitivo. Se caracterizan por ser metodicos, estructurados,
disciplinados y perfeccionistas.

d) Los estudiantes pragmaticos aplican las ideas que aprenden. Les aburren las
discusiones largas y prefieren poner en practica de manera inmediata las ideas.
Encuentran en forma rapida lo funcional y positivo de las cosas. Se caracterizan por ser
directos, eficaces, realistas y buscar la informacién (til.

Al aplicar este cuestionario a estudiantes de primer afio de la carrera de medicina de la
Universidad Nacional Auténoma de México, se detecté que los estudiantes tienden a ser
reflexivos, en segundo lugar tedricos, pero son menos pragmaticos y poco activos [8]. Activo es
el primer momento en el aprender y es fundamental para buscar informacion y trabajar con ella,
en tanto que pragmatico significa poder aplicar la informacion aprendida. Los estudiantes de
primer afio de medicina trabajan preferentemente con los pasos intermedios y no logran
completar el ciclo del aprendizaje. Una manera de favorecer el equilibrio en el estilo de estos
alumnos podria ser el estimular el interés por trabajar en nuevas tareas y para trabajar en grupo.

5. El modelo de Newble y Entwistle

Newble y Entwistle (Pintrich, 1998) [9] sostienen que los estudiantes pueden adoptar tres
enfoques diferentes al aprender:

1. El enfoque superficial, se identifica por el intento de memorizar en forma mecénica o
repetitiva. El estudiante se centra en hechos especificos o detalles sin la bisqueda de
conexiones. Su intencion principal es acreditar el curso y hay cierto temor al fracaso; por
ello, el estudiante se limita a estudiar aquellos contenidos que seran evaluados.
Generalmente no disfruta el aprendizaje, debido a que suele sentir que el aprendizaje es
una imposicion externa.

2. El enfoque profundo conlleva una busqueda por comprender, relaciona ideas con
conocimientos 0 experiencias previas. El estudiante investiga argumentos y hay un
intento por contemplar los aspectos generales o globales. Generalmente se disfruta el
aprendizaje y se acompafia de una actitud critica y reflexiva. Hay una intencién por
comprender los conocimientos, lo que lleva a que la nueva informacién se relacione con
los conocimientos previamente adquiridos.
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3. El aprendizaje estratégico esta fundamentalmente dirigido al éxito. El estudiante busca
obtener buena calificaciones, dar una buena impresién a los profesores y asume una
actitud de competencia con sus compafieros. La intencion es obtener notas lo mas altas
posibles y sobresalir en un grupo.

El modelo esta estrechamente vinculado a la orientacion intrinseca o extrinseca de la
meta que los estudiantes pretenden alcanzar. Cuando hay una motivacion extrinseca, los
estudiantes se dirigen a las calificaciones, los premios, el reconocimiento y la aprobacion de las
personas. Cuando la motivacion tiene metas intrinsecas los estudiantes actdan
fundamentalmente por el reto, la superacion, la maestria y la curiosidad.

Quienes tienen metas intrinsecas suelen estar interesados en la adquisicion de nuevas
habilidades y en mejorar sus conocimientos, por ello, estan dispuestos a utilizar estrategias de
autorregulacion y su aprendizaje es mas del estilo profundo. Por otro lado, quienes tienen una
orientacién hacia metas extrinsecas o de rendimiento tratan de demostrar a los deméas sus
habilidades y se interesan en obtener valoraciones positivas de su capacidad, pero no tienen
predisposicion para emplear estrategias de autorregulacion y su estilo de aprendizaje es mas
superficial. En el caso del estilo estratégico, la motivacién contiene tanto metas internas como
externas, sin embargo hay un predominio de motivacién extrinseca.

Se ha encontrado que entre mas jovenes son los estudiantes que inician la carrera de

medicina tienden al aprendizaje superficial [10]. Es decir, hay una relacion entre la inexperiencia
de los jévenes y el estudio superficial. Esto sugiere que los estudiantes que ingresan a las
escuelas de medicina en las menores edades posibles son intrinsecamente distintos de quienes
ingresan a medicina con edades mayores por haber realizado previamente otros estudios.
Por otro lado, la investigacién de Clarke y Mckenzie [11], al utilizar un cuestionario que cuantifica
esta clasificacién de estilos de aprendizaje demuestra, como cabria esperarse, que los
estudiantes de medicina que tienen un estilo profundo obtienen mayor rendimiento en los
examenes, aunque los resultados también indican que junto al estilo de aprender hay una serie
de factores no definidos que interactiian en el rendimiento del estudiante.

6. Hemisferio derecho y hemisferio izquierdo

Cuando en 1981 Robert Sperry gané el premio Nobel abrié un campo de investigacion
sobre el papel de los hemisferios cerebrales en el procesamiento de la informacion. Los avances
cientificos y técnicos han permitido corroborar, con bastante precisién, la especializacién que
presentan los hemisferios (derecho e izquierdo) para hacerse cargo de tareas especificas
asignando a cada uno de ellos funciones predominantes.

El hemisferio cerebral izquierdo se ha calificado como analitico, debido a que procesa la
informacion de manera ldgica, paso a paso. Le da sentido a la informacion a través de
descomponer o separar sus elementos para encontrar sus caracteristicas fundamentales. Las
funciones del lenguaje, la habilidad verbal, el razonamiento l6gico y el pensamiento analitico
estan relacionadas con este hemisferio. Algunos conceptos que se asocian al hemisferio
izquierdo son:

Analisis

Comprension y manejo de simbolos

Légica

Pensamiento lineal (ordenado y paso a paso)
Razonamiento deductivo

Matematico

" En la Facultad de Medicina de la UNAM esta edad es de 17 y 18 afios.
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e Estabilidad
e Minuciocidad
e Preciso y detallista

El hemisferio cerebral derecho es calificado como creativo, porque procesa la
informacion de manera mas integral, en estructuras y conjuntos mas que en partes y detalles. Es
el hemisferio de la intuicion, la capacidad creadora y la imaginacion. Se especializa en la
percepcion del espacio, la visualizacién y la creatividad. Gran parte de las capacidades artisticas
corresponden a este hemisferio ya que los ritmos, colores, los suefios y la imaginacion se le
asocian. Algunos conceptos que se relacionan al hemisferio cerebral derecho son:

e Intuitivo
Artista
Sintesis
Vision global o general
Emotivo
Creativo
Simultaneo (diversidad de actividades e intereses al mismo tiempo)
Vive al instante
Contacto humano

En el funcionamiento cerebral de hombre y mujeres se han encontrado diferencias.
Anatémicamente en el género masculino, el hemisferio cerebral derecho estd mas desarrollado
gue el izquierdo. Es frecuente encontrar en los hombres un buen sentido espacial y sus
reacciones, por lo general, son rapidas y muestran con mayor frecuencia agresion.

Las mujeres anatébmicamente presentan menos asimetria entre los dos hemisferios,
aunque el hemisferio cerebral izquierdo tiene mayor desarrollo que el derecho. Las mujeres por
lo general tienen mayor facilidad para el manejo verbal, suelen ser menos agresivas y pueden
tener la habilidad de atender a dos situaciones distintas al mismo tiempo. También se ha
encontrado que las mujeres cuentan con mas habilidad para la prevision, organizacion y
planificacion que los hombres.

Sin embargo, estas diferencias genéticas entre hombres y mujeres sufren modificaciones
por la plasticidad del cerebro. Esto quiere decir que las tendencias genéticas se modifican por la
influencia del entorno familiar, escolar, social y cultural.

Ontoria, GOmez y Molina [12] argumentan que el sistema educativo occidental y la
sociedad moderna discriminan al hemisferio cerebral derecho, ya que lo consideran menos
importante por no ser verbal ni matematico. Al dominar el modelo cientifico el énfasis se pone en
la l6gica, en el pensamiento analitico y en la confirmacion empirica, sin embargo, al mismo
tiempo cada dia se hace mas evidente la importancia de la integracion de los dos hemisferios en
busca de una mayor y mejor capacidad de aprender, al incorporar en el analisis y el
razonamiento logico, la creatividad, intuicién e imaginacion.

Conclusiones

Los modelos presentados son un asomo a los diversos enfoques que se estan
desarrollando para comprender el complejo proceso del aprendizaje y sus resultados. Se han
revisado como invitacion a la reflexion y a la blsqueda del autoconocimiento. El
autoconocimiento facilita el conocimiento de los otros y favorece la flexibilidad en las relaciones.
Los profesores son modelos y vinculos para favorecer el desempefio de los estudiantes, se
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encuentran de manera cotidiana en un intercambio con los estudiantes y pueden observar los
estilos de aprendizaje en sus estudiantes y apoyarlos en su autoconocimiento.

Dicho de otra manera, la reflexiéon sobre la manera en que percibimos, procesamos e
integramos la nueva informacién nos ayuda a conocer nuestro estilo de aprender. Conocer el
estilo de aprender mejora la capacidad para aprender porque permite controlar y dirigir el
proceso. Asi mismo, cuando los profesores identifican su propio estilo se favorece la
comprension y la comunicacién con sus estudiantes y con otras personas.
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ESTILOS DE APRENDIZAJE

Resumen

El propésito de este articulo es invitar a los lectores a reflexionar sobre su propio estilo
de aprendizaje y hacer de esta experiencia cotidiana un espacio de introspeccion que permita
identificar cualidades y debilidades al aprender, de tal manera, que se pueda sacar provecho de
los reveses y explotar al maximo las cualidades.

El estilo de aprendizaje se define como la manera en que la persona percibe, procesa,
integra y recuerda la informacion. Son las conductas que indican como se aprende. El estilo de
aprender integra al area cognitiva, afectiva, rasgos de personalidad y la orientacion particular que
tenemos al percibir, interpretar y responder ante la informacion.

Desde la década de los 70s, en que se inici6 la investigacion en los estilos de
aprendizaje, han surgido diversos enfoques y clasificaciones segun se centren en la manera de
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percibir, de procesar o de integrar la informacion. En este articulo se describen seis de estos
modelos.
1) El modelo VAK, su eje es la manera de percibir la informacion y su clasificacion comprende
tres estilos: visual, auditivo y kinestésico. 2) El modelo VARK de Neil Fleming cuya clasificacion
es semejante a la anterior, s6lo agrega un estilo mas: leer / escribir. 3) El modelo de aprendizaje
de Kolb y su cuestionario. Su eje es la manera preferida para integrar y manejar informacion. 4)
El modelo de Honey — Alonso tiene como eje el modelo de las cuatros fases del aprendizaje de
Kolb y clasifica a los estudiantes en: activo, reflexivo, teérico y pragmatico. 5) El modelo de
Newble y Entwistle que clasifica a los estudiantes en: aprendizaje superficial, profundo vy
estratégico, se ha aplicado en diversas investigaciones con estudiantes de medicina. 6)
Finalmente el modelo que revisa la manera en que se procesa la informacién segun se utilice
preferentemente el hemisferio cerebral derecho, el izquierdo o ambos.

En general todas las aproximaciones buscan tener una mejor comprension del proceso
de aprender y con ello maximizar las propias cualidades para lograr mejores resultados en el
aprendizaje.

Palabras clave: Aprendizaje, estilos de aprendizaje, metacognicién, estudiantes de medicina.
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para cumplir satisfactoriamente con las exigencias académicas y “memoria:
definicién, funcién y juego para la ensefianza de la medicina” donde se resume historia,
conocimiento, arte y juego de los modelos cognitivos de la memoria. Actualmente labora como
personal de carrera en el Departamento de Biologia Celular y Tisular de la Facultad de Medicina
de la UNAM.
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Abstract

Informatics is very important tool for data processing, image generation, and
communication. Students, teachers and researchers get information easily by using Internet
widely. Biochemistry is a quick growing science with difficult fundamental abstract concepts and
informatics is a very good tool for favoring its understanding.

In this work, several Internet sites that favor Biochemistry learning are analyzed.

The Biochemistry and Molecular Biology Department at Facultad de Medicina UNAM,
started the development of Computer aided Instruction programs whose aim is to favor
Biochemistry learning. Programs so far developed are in the site “Aprende Bioquimica” in the
Internet and have free access. These programs cover structure and physical chemistry
of biomolecules, metabolic pathways, and virtual laboratory practices. Thanks to CHIME, it has
three-dimensional representations of simple and complex molecules. There are other teaching
tools at this page that include “Bioquimica y Biologia Molecular en Linea”, an on line book, the
“Mensaje Bioquimico”, an annual review publication, and Revista de Educacién Bioquimica a
guarterly journal about biochemical education. Internet allows access to multiple sites sucha as
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RasMol, Protein Data Bank, that are very important tools for studying protein and nucleic acid
structures by displaying three dimensional molecular structures.

Informatics use in teaching biochemistry and other sciences is recognized to be a very
efficient method to access up to date information and to facilitate learning abstract and difficult
concepts, to minimize distance between teaching institutions and students and to increase idea
interchange.

Development of more and better programs to ease learning is an area of scientific and
technological research that is modifying the way people do research and communicate.

Keywords: Biochemistry, Computer aided instruction, Biomolecule Structure, Tridimensional
models, Distant education.

Introduccién

La informéatica ha llegado a ser una herramienta fundamental en el area de la
comunicacion, el procesamiento de datos, la generacion de imagenes, etc., por lo que su uso en
el proceso ensefianza — aprendizaje se hace cada vez mas intenso.

Un gran porcentaje de la poblacibn mundial usa la Internet cada vez con mayor
frecuencia, ya que por medio de los buscadores se consigue la informaciéon en segundos y
ademas es posible comunicarse con los autores por medio del correo electrénico. Dentro de esa
poblacién, los estudiantes, docentes e investigadores han encontrado una opcién valida para la
adquisicién de informacion cientifica.

La Bioquimica es una ciencia abstracta que se basa en la construccién de modelos para
la comprensién y la organizacién de los conocimientos acerca de las estructuras moleculares y
de las vias metabdlicas, por lo que el uso de herramientas que permiten las representaciones
graficas de modelos moleculares o de mapas que muestren a las vias metabdlicas y sus
relaciones, tiende a hacer mas facil la comprension de algunos conceptos.

Las ciencias han avanzado en forma acelerada por la aparicion de numerosos
desarrollos tecnoldgicos; en el caso de la Bioquimica y de la Biologia Molecular, los avances en
diferentes técnicas y disciplinas relacionadas como el PCR y los secuenciadores automaticos,
han dado lugar a un aumento explosivo en la producciéon de datos experimentales que se
almacenan y organizan en bases de datos publicas a las que se accede liboremente por medio de
la Internet y estan ahora al alcance de muchas mas personas.

La interpretacion de los datos es posible por el desarrollo de la Bioinformatica que en el
caso de la Bioquimica y de la Biologia Molecular ha facilitado la organizacion de los datos
experimentales que permite la construccion de modelos moleculares y el andlisis de las
secuencias de aminoacidos en los polipéptidos y de las secuencias de nucleétidos de los acidos
nucleicos.

Los profesores de Bioquimica y de Biologia Molecular tienen a la mano conocimientos
actualizados publicados en la Internet y pueden orientar a los estudiantes en la adquisicion de
éstos.

El proceso ensefianza — aprendizaje se hace mas facil debido a que los estudiantes
pueden hacer pesquisas bibliogréficas y busquedas de datos (archivos .pdb, por ejemplo) acerca
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de los temas de los cursos, lo que en teoria, debe aumentar el aprendizaje significativo y
favorecer el uso de los conocimientos para solucionar problemas relacionados con la materia.

Objetivo de este trabajo

El objetivo de este trabajo es hacer un resumen acerca de las diferentes técnicas y de
los sitios de red en donde se presentan revistas, bases de datos, visualizadores de moléculas,
programas tutoriales, simulaciones, etc., para dar a los profesores de Bioquimica y de Biologia
Molecular un panorama general de las herramientas y recursos que se tienen para favorecer el
aprendizaje de estas disciplinas; a continuacion se enumeran algunas de las herramientas que
estan en la red Internet y que pueden ser usadas por profesores y estudiantes para facilitar el
aprendizaje de la Bioguimica y la Biologia Molecular.

Se inicia la revisién con el andlisis de los recursos que se ofrecen en el portal de Internet
del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Medicina, UNAM

http://bg.unam.mx

Esta pagina en espafiol tiene ligas para diferentes paginas con orientacion hacia la
docencia:

Docencia
Aprende Bioquimica

http://laguna.fmedic.unam.mx/~leonor/

Con el fin de promover el aprendizaje independiente y de ayudar a mejorar la ensefianza
de Bioquimica en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de
Medicina, se han desarrollado programas de instruccién asistida por computadora.

“Aprende Bioquimica” es un sitio en Internet cuya autora es M. en C. Leonor Fernandez
Rivera Rio, que fundé el Laboratorio de Disefio y Evaluacion de Programas para la Ensefianza
de Biogquimica en 1993. La hipétesis de trabajo que sirvi6 como marco a este proyecto es que las
computadoras, y en general la informatica, deberian facilitar la comprensién de los conceptos y
el aprendizaje de esta ciencia [1 — 3].

La informatica facilita el acceso a la informacion y permite las representaciones graficas
de modelos, lo que facilita la comprension de algunos conceptos muy importantes en el estudio
de la bioquimica como son las estructuras moleculares, las reacciones bioquimicas y las
relaciones que se establecen entre las reacciones que se llevan a cabo en las vias metabdlicas.

Los programas de autoria como el Authorware Professional de Macromedia, son una
herramienta valiosa en el desarrollo de programas para la ensefianza, porque permiten el
intercambio de informacién y facilitan la interaccién entre el usuario y la computadora.
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Por medio de los visualizadores de moléculas como RasMol, Chime, Protein Explorer y
otros, es posible observar a las moléculas en tercera dimensiéon y rotarlas por medio del raton de
la computadora; ademas de que los acidos nucleicos y las proteinas se pueden visualizar en
formas diferentes (corddn, listén, caricatura, etc.) que permiten apreciar en forma facil sus
estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias; a través de estos programas es posible rotar a
las moléculas usando el raton de la computadora, también se pueden diferenciar las estructuras
secundarias (alfa hélice, beta plegada y estructura irrepetible) porque se pintan de colores
diferentes segun el tipo de estructura; cuando se trata de una proteina polimérica, los péptidos
gue la forman se pintan de diferente color.

El desarrollo de paginas para la red Intertnet y la posibilidad de incrustar objetos en ellas,
ha permitido que los programas desarrollados se puedan incorporar a los portales de Internet,
con lo que la difusidn de éstos se hace muy facil y econémica.

El disefio de los programas para la ensefianza asistida por computadora debe cumplir
con la funcién de hacer que la instruccién se adquiera en forma facil, divertida y eficiente; para
esto los programas deberan ser capaces de atrapar al usuario.

Para que los programas para la ensefianza asistida por computadora cumplan su
funcion, su disefio y desarrollo deben cumplir con los siguientes requerimientos:

. Identificar el perfil del usuario.

. Establecer los conocimientos y habilidades que dichos usuarios deberan tener antes de
usar el programa.

. Establecer cuales son los conocimientos y habilidades que los usuarios van a adquirir al
usar el programa.

. Seleccionar los temas que se requieran para lograr los aprendizajes deseados.

. Seleccionar las estrategias de instruccion que se usaran; estas pueden ser tutoriales,
heuristicas o de descubrimiento, simulaciones de practicas o de procedimientos, etc.

. Disefiar la estructura del programa.

. Disefiar la interfase usuario — computadora, que tiene que ser facil de usar, agradable,
amigable y atractiva.

. Elaborar el programa.

. Evaluar la interaccién entre los usuarios y la computadora.

. Evaluar los aprendizajes adquiridos por medio del uso del programa.
. Insertar el programa en una pagina de red.

. Evaluar el uso del programa en la red.

Las estrategias instruccionales se deben adaptar a los temas que se intentan desarrollar.
En el caso de la Bioquimica, la estrategia tutorial se seleccioné para los temas relacionados con
las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos; para las vias metabdlicas se seleccioné
una estrategia heuristica que favorece el aprendizaje por medio del descubrimiento. Para la
evaluacion de los programas se disefio un examen con diez niveles de dificultad, cada uno
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contiene entre cinco y diez preguntas, y en ellos se evallan las competencias del usuario para
resolver problemas relacionados con el tema en estudio.

Los programas desarrollados por este proyecto, son los siguientes:

Programas tutoriales y heuristicos:

“pH” Versién 2000.

Este es un programa de tipo tutorial en donde se describe la reaccion de disociacién de
la molécula de agua, la formacién de los iones hidronio y oxhidrilo, las caracteristicas mas
importantes de los logaritmos, como se mide el pH, como se calcula el pH, etc. El programa tiene
una seccion de autoevaluacion en el calculo del pH o de la concentracién de iones hidronio y
también un examen multi - nivel.

“Los aminoacidos” Version 2001.

Este es un programa de tipo tutorial en donde se describen las caracteristicas mas
importantes de los aminodacidos, los diferentes tipos de aminoacidos que hay, el comportamiento
de los aminoacidos en diferentes pH; los conceptos de pKcoon, PKny Y PKr son analizados con
base en las constantes de disociacién de los diferentes grupos. Este programa tiene un examen,
gue puede servir para la evaluacion de los alumnos o para que los alumnos se autoevallien.

“Sistemas Amortiguadores “Version 2002.

Es un programa de tipo tutorial en el que se describen las caracteristicas mas
importantes de los sistemas amortiguadores de pH y los conceptos tedricos acerca de las
reacciones entre acidos débiles y base. También se describen los sistemas que usan los
mamiferos para mantener el pH y el papel que juegan las concentraciones de CO, y la actividad
de la enzima anhidrasa carbénica. La informacion se presenta en forma facil de entender y se
usan animaciones que facilitan la comprensién de las reacciones de disociacién de los acidos
débiles.

“Los carbohidratos” Versién 2000.

En este programa de tipo tutorial se describen las caracteristicas mas importantes de los
carbohidratos, sus grupos funcionales, su clasificacion, la estéreo — isomeria y la actividad
oOptica. El usuario se expone a resolver problemas relacionados con el tema y también tiene un
examen multi - nivel integrado.

“Los Lipidos” Versién 2001.

Este es un programa de tipo heuristico cuyo objetivo es proveer a los docentes y a los
estudiantes con informacion que les permita repasar los conceptos teéricos acerca de la
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estructura de los lipidos en forma facil y divertida. Este programa tiene un examen multi - nivel
que permite la auto - evaluacién de los conocimientos y la evaluacion de la efectividad del
programa.

“Los Nucleétidos” Versiéon 2004.

Este es un programa de tipo heuristico cuyo objetivo es proveer a los docentes y a los
estudiantes con informacién que les permita repasar facilmente los conceptos tedricos acerca de
la estructura de los nucleétidos y de las coenzimas que participan en algunas de las reacciones
metabdlicas. Este programa tiene un examen que permite la auto-evaluacion de los
conocimientos y la evaluacion de la efectividad del programa.

“Estructura de las Proteinas” Version 2004.

En este programa se revisan los conceptos mas importantes acerca de la estructura de
las proteinas. Se presentan ventanas en donde es posible visualizar a las moléculas de los
aminoacidos en tercera dimension y es posible representarlos en diferentes formas. La
estructura de las proteinas se puede analizar gracias al visualizador de moléculas CHIME.

“Digestidn y transporte de carbohidratos” Version 1996.

Este programa es de tipo heuristico y el usuario selecciona en un mapa metabdlico
cuales son los tépicos que desea revisar; en el se usa el hipertexto para algunas de las
explicaciones. En este programa se estudia la digestion y el transporte de carbohidratos asi
como el efecto de algunas hormonas sobre el control de la glicemia.

“Glucdlisis y glucogenolisis” Version 2001.

En este programa de tipo heuristico el usuario puede seleccionar la profundidad con la
gue quiere estudiar cada subtema a partir de un mapa metabdlico. Los mapas metabdlicos que
representan a la glucolisis y a la glucogenolisis, permiten que el usuario acceda al estudio de las
reacciones y de las caracteristicas mas importantes de las enzimas que las catalizan, asi como
de los sustratos y de las coenzimas que intervienen en cada reaccidn enzimatica de la via. Este
programa tiene un examen multi - nivel que sirve para medir la competencia del usuario para la
resolucién de problemas relacionados con el tema de la glucdlisis.

“El ciclo de Krebs” Versién 2001.

En este programa de tipo heuristico, se intenta que el usuario descubra el ciclo de Krebs
y su relacion con la glucdlisis, la sintesis y degradacion de los acidos grasos y de los
aminodcidos. Este programa permite al usuario evaluar su aprendizaje porque tiene incluido un
examen computarizado de tipo multi - nivel.
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“Beta oxidacion” Version 2001.

En este programa el usuario descubre los pasos metabodlicos que participan en la
oxidacién de los acidos grasos y las relaciones de esta via con la glucdlisis y con la sintesis de
los acidos grasos. El enfoque es heuristico. Este programa permite al usuario evaluar su
aprendizaje porque tiene incluido un examen computarizado de tipo multi- nivel.

“Beta reduccion” Versiéon 2001.

En este programa el usuario estudia los pasos metabdlicos que participan en la sintesis
de los acidos grasos y las relaciones de esta via con la glucdlisis y la degradacion de acidos
grasos. El enfoque es heuristico. Este programa permite al usuario evaluar su aprendizaje
porque tiene incluido un examen computarizado de tipo multi-nivel.

“Catabolismo de los Aminoacidos” Version 2001.

Este programa provee estudiantes y docentes con informaciéon que permite el analisis de
los aspectos mas importantes sobre el catabolismo de los aminoacidos y la gluconeogénesis. El
programa tiene un examen multi - nivel que permite la auto evaluacién de los logros de
aprendizaje del usuario.

“Sintesis de cuerpos cetdnicos y del colesterol” Version 2001.

En este programa presenta los pasos metabolicos que participan en la sintesis del
colesterol y de los cuerpos ceténicos y la relacién que este proceso tiene con padecimientos
como diabetes e hipercolesterolemia. El enfoque es heuristico.

Los programas que simulan a practicas de laboratorio son:
“El efecto de la Insulina sobre la glicemia de larata”, Versién 2001.

En este programa se simula una practica de laboratorio real, que en otras épocas se
practicaba en el departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM. Esta
simulacion tiene la virtud de recrear un proceso que tomaba varias horas y que usaba muchas
ratas, reactivos y aparatos, en menos de una hora y se puede repetir todas las veces que se
considere necesario. El programa tiene un simulador que genera los datos en el momento de la
practica, lo que hace que no haya dos practicas con resultados iguales y los datos pueden ser
sometidos a un andlisis estadistico. Para evaluar el rendimiento instruccional del programa, los
alumnos tienen que reportar sus resultados y contestar preguntas que tienen que ver con los
aspectos tedricos y con la interpretacion de los resultados.

“El efecto del tetracloruro de carbono sobre los niveles de las transaminasas en sangre de
larata”. Version 2001.

Este programa es una practica virtual, en donde se simula la intoxicacion con tetracloruro
de carbono. Esta practica se llevé a cabo originalmente como parte de un curso para Instructores
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de Bioguimica y luego se tomaron los datos reales para hacer esta simulacion. La practica dura
un total de treinta horas virtuales en las cuales es posible observar el aumento paulatino de los
niveles de la enzima alanina amino transferasa, por medio de determinaciones que se llevan a
cabo en la sangre de la rata cada seis horas virtuales. El ejercicio en la computadora se puede
llevar a cabo en dos horas aproximadamente. Los datos se generan en cada experimento, por lo
gue no hay dos experimentos idénticos, ademas de hacer posible el tratamiento estadistico de
los mismos. Los alumnos deben reportar los resultados de la practica y contestar a las
preguntas que se les formulan en su guia.

“El efecto del etanol sobre la lipoperoxidacién en el higado de la rata. Version 2001.

Este programa es la simulacion de un experimento que se llevé a cabo en el laboratorio
de la Dra. Martha Zentella de Pifia del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina,
UNAM, [4] en la que se muestran los efectos del etanol sobre la produccion de radicales libres
en el higado de la rata. En este experimento se recrean todos los pasos experimentales que
siguieron los autores de este trabajo y los resultados obtenidos en el mismo. El programa trata
también los fundamentos fisicoquimicos de la espectrofotometria y de coOmo se usa esta
herramienta para determinar las concentraciones de algunas sustancias. La determinacién de las
concentraciones de proteinas también se revisa y se lleva a cabo. Los alumnos deben de hacer
los célculos y reportar los resultados obtenidos en el experimento; también deben contestar las
preguntas de un cuestionario. El experimento virtual se hace en aproximadamente 2 horas, en la
vida real, el experimento toma mas de 24 horas y el sacrificio de muchas ratas.

Los resultados de las evaluaciones de los programas obtenidos hasta la fecha indican
gue los alumnos incrementan su capacidad para resolver problemas relacionados con el
programa que han consultado ademas de gastar menos tiempo en resolver las preguntas de las
evaluaciones, lo que indica que estos programas son Utiles como una herramienta adicional para
favorecer el aprendizaje de la Bioquimica [5-6].

La evaluacion el uso de los programas en la red se puede consultar en la direccion
http://www.webstats4u.com/s?tab=1&link=1&id=1854505 que desde el 13 de enero del 2003 a la
fecha ha sido visitado por mas de 85,000 personas. Las consultas se han hecho desde México,
Espafia, Uruguay, Peru, Estados Unidos, Colombia, Chile, Argentina, Venezuela, Bolivia y otros.

Bioquimicay Biologia Molecular en Linea
Libro “Bioquimicay Biologia Molecular en Linea”

http://laguna.fmedic.unam.mx/~evazquez/0403/

El libro electronico cuyo autor es el Dr. Edgar Vazquez Contreras que permite repasar
en forma facil los temas mas importantes de un curso de Bioquimica y de Biologia Molecular
basicos. Tiene un indice alfabético que liga cada entrada con el tema que se busca.

Mensaje Bioguimico

http://laguna.fmedic.unam.mx/mensajebioguimico/
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Esta liga permite acceder a la publicaciéon anual Mensaje Bioquimico que contiene
articulos de revision de temas de actualidad que son abordados durante el Taller de
Actualizacién en Bioquimica que se lleva a cabo anualmente desde 1978.

Taller de Actualizacién Bioquimica 2006

http://laguna.fmedic.unam.mx/comitetab

Esta liga permite el acceso a la informacién pertinente acerca de la organizacion del
taller anual cuya funcién es la actualizacién de los profesores de Bioquimica y Biologia Molecular
a nivel nacional e internacional. En este taller se revisan temas de actualidad, desarrollos
tecnologicos para facilitar el aprendizaje, sistemas de evaluacion, etc.

Calendario del Curso de Bioquimicay Biologia Molecular

http://laguna.fmedic.unam.mx/~leonor/calendario/index Calendario.htm

En este sitio se sefialan los temas que se revisan en el Curso de Bioquimica que se
imparte durante el primer afio de la Carrera de Médico Cirujano en la Facultad de Medicina de la
UNAM [7-8]. Cada tema tiene una liga al programa de ensefianza asistida por computadora en el
sitio  Aprende Bioquimica para que el usuario pueda revisarlos facilmente.

Presentaciones de Power Point del libro de Bioquimica de Lehninger

http://laguna.fmedic.unam.mx/lenpres/

Esta liga permite el acceso a las presentaciones en Power Point del libro de Bioquimica
de Lehninger, que son muy Utiles para profesores y estudiantes para impartir las clases o para
hacer presentaciones de temas correspondientes al curso de Bioquimica.

Revistas

Las dos revistas mas importantes que se dedican a publicar trabajos e investigaciones
para facilitar el aprendizaje de la Bioquimica:

Biochemistry and Molecular Biology Education

http://www.bambed.org/

Esta revista en inglés, publica articulos que promueven la alta calidad en la ensefianza
de la Bioquimica, la Biologia Molecular y otras ciencias relacionadas como la Microbiologia y la
Biologia celular; tiene una cobertura mundial y se revisan diversos temas:
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e Técnicas y practicas de ensefianza.

e Métodos de evaluacion para verificar la efectividad de las nuevas estrategias de ensefianza.
¢ Investigacion en educacion bioguimica y en la educacion de la biologia molecular.

¢ Revisiones cortas en areas clave de conocimientos acerca de la bioquimica, producidas por

maestros activos y que estan orientadas a ayudar en la preparacion de clases,
seminarios y de otros trabajos.

Experimentos simples que han sido probados.

Esta Revista también tiene ligas a las versiones PDF de articulos clasicos de bioquimica.

Revista de Educacion Bioquimica (REB)

http://computo.sid.unam.mx/Bioquimica/

Esta revista publica en espafiol y es el 6rgano de difusion de la Asociacion Mexicana de
Profesores de Bioquimica, A. C.; que inicié su publicacién en el afio de 1982 como Boletin de
Educacion Bioquimica, cambiando su nombre a Revista de Educaciéon Bioquimica a partir del
Volumen 21 en el afio 2002.

La REB se publica trimestralmente y ofrece a los docentes y estudiantes de la
Bioquimica y disciplinas afines un foro con temas interesantes y relevantes para su actualizacién
constante.

En esta revista se publican articulos relacionados con el proceso ensefianza-
aprendizaje, revisiones bibliograficas y articulos de investigacion en Bioquimica y Biologia
Molecular. Se puede consultar por la Internet y los articulos se pueden obtener en formato PDF.
En el Sitio Internet, se encuentran los volimenes publicados a partir del afio 2003 para su
consulta como Revista Completa, con la opcion de Busquedas por Fecha, Titulo de Articulo,
Autores, Palabras Clave.

En cada nimero de la REB se mantiene informada a la comunidad académica acerca de

los proyectos de investigacion desarrollados por destacados investigadores del area y de los
eventos mas relevantes.

Scientific American

http://www.sciam.com

Revista en inglés que publica trabajos de difusidon de diferentes disciplinas cientificas.
Los temas mas frecuentemente tratados son astronomia, fisica, ciencias del medio ambiente,
tecnologia, nanotecnologia, ciencias de la salud, negocios y otros.

Esta revista permite leer los articulos en el sitio de red y ofrece la version digital que
puede ser copiada directamente a la computadora.
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Investigacién y Ciencia

http://www.investigacionyciencia.es/

Revista en espafiol, publicada por Prensa Cientifica que es una editorial espafiola
dedicada a la divulgacion del conocimiento cientifico a través de revistas y publicaciones
periddicas entre las que se encuentran: Investigacién y Ciencia, que es la version espafiola de
Scientific American. Ofrece a sus lectores la informacion mas actual sobre los avances cientificos
y técnicos del mundo entero y constituye un vehiculo exclusivo para conocer el quehacer del
investigador de Espafia y de Iberoamérica.

Mente y Cerebro

http://www.investigacionyciencia.es/productos.asp?cat=8

Esta revista tiene una periodicidad bimestral, abarca los desarrollos mas sélidos en el
dominio emergente de las neurociencias y las ciencias cognitivas, con particular atencion a la
psicologia y psiquiatria. Se trata de un esfuerzo paneuropeo, con diferentes nombres; en
Alemania se llama Gehirn & Geist, en Francia se llama Cerveau & Psycho y en ltalia se llama
Mente & Cervello, esta revista estéd en colaboracion con la revista norteamericana MIND.

Trends in Biochemical Sciences

http://www.sciencedirect.com/science/journal/09680004

Esta revista tiene la intenciébn de mantener a sus lectores al dia acerca de avances
recientes en Bioquimica y Biologia Molecular. Ademas de revisiones de topicos de interés, se
tiene una plataforma para el debate en donde las ideas nuevas se discuten. Otra parte
interesante de esta Revista es la columna que se refiere a los motivos estructurales de las
proteinas; en ésta se reportan los motivos y las homologias que se han encontrado en
secuencias de proteinas y de nucleotidos conocidas. También hay reportan cartas, revisiones de
aplicaciones computacionales y técnicas, perspectivas histéricas de la investigaciéon en
Bioquimica y Biologia Molecular y revisiones de libros. Para poder tener acceso, es necesario
inscribirse.

Sitios de red interesantes

Existen muchisimos sitios de red en donde aparecen libros electrénicos, de estos, se
seleccionan algunos de los que aportan material novedoso para el aprendizaje de la Bioquimica:

Libro en Linea Genes y Enfermedad (Genes and Disease)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=gnd

Este libro electronico que puede ser bajado de la red para leerse en una Palm, trata de
enfermedades que son el resultado de la mutacién de un gene y ayuda a la comprension los
padecimientos que tienen un patrén hereditario complejo, como son la diabetes, el asma, el
cancer y las enfermedades mentales; en todos estos casos no se puede atribuir el padecimiento
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a un solo gene defectuoso y lo mas probable es que el padecimiento aparezca cuando hay
varios genes alterados al mismo tiempo. En el libro se analizan las enfermedades hematolégicas
y del sistema linfatico, algunos casos de cancer, enfermedades del sistema digestivo, del oido,
de la nariz y de la garganta, de los ojos, etc, ligados a alguna alteracién genética. Este libro
también tiene un mapa de cada uno de los cromosomas y ligas a una descripcion de cada
enfermedad.

The Medical Biochemistry Page

http://web.indstate.edu/thcme/mwking/home.html

Aqui se muestran diferentes topicos de Bioquimica relacionados con la medicina. La
pagina esta en inglés. Se puede tener acceso libremente.

Harvard University Department of Molecular and Cellular Biology

http://mcb.harvard.edu/BioLinks/EduRes.html

Presenta ligas a sitios interesantes relacionados con la Bioquimica, la Biologia
Molecular y la Medicina.

Biochemistry of Metabolism

http://www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb1/MB1lindex.html

Este libro en linea tiene conceptos relacionados con el metabolismo y algunos tutoriales
y pertenece a Rensselaer Polytechnic Institute (RPI).

Aula Virtual de Biologia

http://www.um.es/molecula/indice.htm

Este sitio tiene un libro electronico con conocimientos basicos de Bioquimica y de
Biologia Molecular, es publicado por el Departamento de Biologia de la Universidad de Murcia,
Espafia y los autores son Francisco Garcia Carmona, Alvaro Sanchez Ferrer, José lbanez
Mercader, Francisco José Lavada Molina, Fernando Martinez Pérez y Angel Moran Pifieira. El
libro est4 bien presentado, organizado y orientado a estudiantes de Biologia en el nivel de
bachillerato.
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Herramientas bioinformaticas que sirven para ordenar, buscar y encontrar secuencias
problema para compararlas con las secuencias ya conocidas

Blast

Blast es la herramienta basica local de alineamiento (Basic Local Alignment Search
Tool) y es mantenida por el National Center for Biotechnology Information (NCBI). Esta
herramienta permite hacer alineamientos locales y prefiere encontrar secuencias que muestran
cierta similitud regional en vez de tratar de alinear a las secuencias problemas y a las presentes
en la base de datos. Tiene las siguientes modalidades:
BLAST

http://pubmedexpress.nih.gov/Education/BLASTinfo/information3.html

Genera alineamientos que no contienen espacios; la velocidad y el modelo estadistico
dependen de esto, si hay interrupciones la exactitud disminuye. BLAST reporta diferentes
alineamientos entre el problema y las secuencias de las bases de datos.

BLASTP

http://www.incogen.com/public_documents/vibe/details/blastp.html

Se usa para investigar las secuencias de aminoacidos en las bases de datos de
proteinas.

BLASTN

http://www.incogen.com/public_documents/vibe/details/NcbiBlastn.html

Sirve para estudiar las secuencias de nucleétidos en las bases de datos de secuencias
de nucleétidos.

TBLASTN

http://www.incogen.com/public_documents/vibe/details/tblastn.html

Busca una secuencia de la proteina de interés y la compara con una base de datos de
nucledtidos en seis diferentes marcos de lectura.

BLASTX

http://www.incogen.com/public_documents/vibe/details/NcbhiBlastx.html

Busca a una secuencia de nucleétidos en una base de datos de proteinas [9].

Matrices de sustitucion

Las matrices de sustitucién se usan en el proceso de alinear dos secuencias, debe haber
un método para asignar un valor al alineamiento de una secuencia con respecto a otra. Las
matrices de sustitucion contienen los valores que se usan en este proceso. Las matrices mas
usadas son PAM, MDM Dayhoff. Margaret Dayhoff [10] http://www.dayhoff.cc/ fue una pionera

117


http://pubmedexpress.nih.gov/Education/BLASTinfo/information3.html
http://www.incogen.com/public_documents/vibe/details/blastp.html
http://www.incogen.com/public_documents/vibe/details/NcbiBlastn.html
http://www.incogen.com/public_documents/vibe/details/tblastn.html
http://www.incogen.com/public_documents/vibe/details/NcbiBlastx.html
http://www.dayhoff.cc/

MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXX (2006)
|

en el terreno de bases de datos y en el andlisis y la comparacion de secuencias. Ella y sus
colaboradores desarrollaron un modelo de evoluciéon de proteinas que dio como resultado el
desarrollo de un juego de matrices de sustitucion. Estas han sido llamadas Dayhoff, MD,
(Mutation Data Matriz) o PAM (Percent Accepted Mutation). Estas matrices se derivan de los
alineamientos de las secuencias relacionadas. Las matrices que evolutivamente son distantes se
extrapolan de las matrices correspondientes a secuencias menos distantes evolutivamente. Los
nameros con la matriz (PAM40, PAM100), se refieren a la distancia evolutiva entre las dos y
entre mas grande es el nUmero, mayor es la distancia evolutiva. Ademas de estas matrices, se
han desarrollado otras que abarcan a bases de datos mas recientes [11] Henikoff y Henikoff,
compararon esas dos versiones mas modernas de PAM con las matrices de Dayhoff.

BLOSUM

BLOSUM es una serie de matrices creadas por S. Henikoff y cols., [12]. Estas se derivan
de alineamientos locales de secuencias con relacion distante. El nimero asociado a la matriz,
por ejemplo, BLOSUMG62, se refiere al minimo porcentaje de identidad de los bloques que se
usan para construir la matriz, en este caso entre mayor es el valor de la diferencia, menor es la
distancia. Las matrices BLOSOM generalmente son mejores que las matrices PAM para
investigaciones locales [11].

Matrices especiales

Claverie [13], desarrollé6 un juego de matrices de sustitucion disefiado explicitamente
para la localizacién de marcos de lectura en las secuencias de proteinas; estas matrices se usan
solamente en comparaciones proteina—proteina.

Uso de matrices mltiples. Ya que no hay una matriz que sirva para todos los casos, es

util usar varias matrices; esta nocion intuitiva fue desarrolla por Stephen Altschul (14, 15) y
probada por Steve Henikoff [11].

Nacional Center for Biotechnology Information

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Literature/

Este centro se inicié en 1988 como un recurso para manejar la informacién referente a la
Biologia Molecular. Las funciones de este centro son la creacion de bases de datos, el desarrollo
de proyectos de investigacion en biologia computacional, el desarrollo de programas de software
para el andlisis los datos derivados del estudio del genoma y la diseminacién de informacioén
biomédica, todo esto encaminado a mejorar el entendimiento de los factores que afectan a la
salud humana.

Bases de datos moleculares

A continuacién se presentan las caracteristicas mas importantes de las bases de datos
mas importantes.
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GenBank

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

La base de datos de nucleétidos es mantenida por el National Center for Biotechnology
Information de los Institutos de Salud de E.U.A. Las bases de datos que contienen secuencias
conocidas de nucleétidos son GenBank EMBL Datalibrary y el DNA Databank de Japén, que son
nombres diferentes de la misma base de datos; a esto se le llama redundancia.

PIR

http://pir.georgetown.edu/pirmww/dbinfo/pir _psd.shtml

La Base de datos Protein Identification Resource (PIR) fue iniciada por Margaret Dayhoff,
tiene tres partes; La PIR 1, no tiene redundancia, mientras que la base de datos PIR1 + PIR2 +
PIR3 si tiene muchas redundancias.
PDB

http://www.pdb.org/

Protein Data Bank, es mantenida por Brookland Nacional Laboratory (Long Island, New
Cork, EUA), contiene todas las estructuras de las proteinas que se conocen y que han sido
publicadas y que es no redundante ya que sé6lo almacena la mejor determinacién de la estructura
de una proteina dada; hay que tener en cuenta que pueden haber varias formas estructurales de
la misma proteina.

SwissProt

http://www.expasy.ch/sprot/sprot-top.html

La Universidad de Ginebra mantiene la base de datos SwissProt, distribuida por
European Molecular Biology Laboratory (EMBL); ésta es una base de datos con poca
redundancia porque es altamente curada y cuidadosamente referenciada que favorece que haya
una entrada por cada producto proteico ademas de estar referenciada a otras bases de datos.
SwissProt también provee otras bases de datos que tienen informacién acerca de sitios de datos
sobre las proteinas (PROSITE) y un banco con informacién acerca de las enzimas que se
pueden proveer cuando se hace una peticion. También tiene el recurso de andlisis de
secuencias de aminoacidos de los péptidos.

Bases de datos de motivos proteicos
Estas bases de datos almacenan secuencias que se repiten en varias proteinas y por

esto se les llama motivos proteicos, que son secuencias que se repiten en muchas proteinas
relacionadas o no.
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Prosite

Prosite es una base de datos de motivos proteicos mantenida por Amos Bairoch en la
Universidad de Ginebra [16] http://ca.expasy.org/prosite/

Bases de datos que almacenan literatura cientifica

Con esta pagina en inglés se puede acceder a PubMed, PubMed Central, libros, el
manual NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information),
http://www.ncbi.nih.gov/index.html

El Catalogo NLM que tiene acceso a mas de 1.2 millones de revistas, libros,
audiovisuales y programas de cOmputo por medio del sistema Entrez, que es un buscador de
textos que hace pesquisas en PubMed, Journals, OMIM, secuencias de nucleétidos y de
proteinas, estructuras de proteinas, Complete Genomes (Genoma completo), Taxonomias y
otras bases de datos.

Nacional Human Genome Research Institute

http://www.genome.gov/

Este sitio esta desarrollado por el Nacional Institute of Health de Estados Unidos, en él
se encuentra las ligas a los recursos informaticos que facilitan el estudio del ADN. En esta
pagina hay herramientas para el estudio de todo lo relacionado con los &cidos nucleicos y abarca
los aspectos moleculares, genétios, éticos y juridicos. Hay una seccion de divulgacion muy
buena con videos que se pueden exportar a las computadoras personales. El 23 de Abril, es el
dia del ADN y habra muchos eventos por Internet.

Visualizadores de Moléculas

Los visualizadores de moléculas permiten la representacion de las moléculas en tercera
dimension tomando los parametros publicados y almacenados en la base de datos Protein Data
Bank, a partir de los datos obtenidos por cristalografia de rayos X y de resonancia magnética
nuclear. Los datos son almacenados en un archivo *.pdb. Los visualizadores de moléculas
surgieron de numerosos esfuerzos para tratar de representar las estructuras de las proteinas y
de otras macromoléculas por medio de modelos tridimensionales.

Evolucién de la visualizacién de las estructuras moleculares

Algunos datos interesantes sobre el progreso de la visualizacion de las macromoléculas
se presentan a continuacion.

La primera resolucion de la estructura de una molécula (mioglobina) [10] permitié que
Byron Rubin y Jane Richardson inventaran en 1970, una maquina (Byron Bender) que doblaba
alambre siguiendo el esqueleto de una proteina. En 1972 la visualizacion de moléculas todavia
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no podia ser usada por los cristalégrafos. Los modelos al estilo de Kendrew se construian en
soportes de alambre a partir de las proyecciones de los mapas de las densidades electronicas de
los isocontornos trazados en placas de vidrio, sin embargo, estos eran dificiles de ser entendidos
y los modelos de alambre doblado eran mas faciles de usar y de transportar. La importancia de
estas estructuras se hizo patente cuando los modelos de dos proteinas diferentes se presentaron
en una reunién cientifica; David Davies mostr6 un modelo fabricado con el Bayron Bender que
correspondia a un fragmento Fab de una inmunoglobulina y Jane y David Richardson traian un
modelo también fabricado con el Byron Bender de la superdxido dismutasa. Al comparar a los
dos modelos, se pudo apreciar que ambas proteinas tienen un doblez muy similar, a pesar de
que solo tienen 9% de secuencias de aminoacidos similares. Este incidente fue el primer
reconocimiento de la existencia de lo que ahora se conoce como el dominio de la superfamilia de
las inmunoglobulinas en proteinas que aparentemente no tienen relacion entre si. Este hallazgo
se publico en el trabajo "Similarity of three-dimensional structure between the immunoglobulin
domain and the copper, zinc superoxide dismutase subunit" en 1976 (19).

El Byron Bender se us6 durante la década de los noventas y Byron Rubin se dedico a la
escultura de moléculas; otros escultores de moléculas son Julian Voss-Andreae, Edgar Meyer
gue hacen esculturas moleculares en madera. Kenneth Eward tiene una galeria de esculturas
moleculares virtuales y en fotografias. El escultor Bathsheba Grossman tiene una galeria de
estructuras y también de acidos nucleicos y de proteinas esculpidas por medio de rayos laser.
Para ver estos trabajos hay que visitar www.crystalprotein.com

En los Ultimos afios de la década de los noventas, se iniciaron dos esfuerzos
independientes, uno de Michael Bailey en el San Diego Computer Center y Tim Herman de la
Milwakee Scool of Engeneering para usar las nuevas tecnologias para hacer modelos de las
proteinas.

Representaciones de moléculas por medio de las computadoras

Las primeras representaciones de moléculas en computadora se hicieron en 1964 por
Cyrus Levinthal y su grupo en el MIT en un osciloscopio en donde se produjeron modelos de los
esqueletos de las proteinas. En 1965, Carroll K. Johnson, de Oak Ridge National Laboratory,
produjo el programa ORTEP

A mediados de la década de los setentas, se logré la visualizacién por medio de la
computadora de la estructura de la superoxido dismutasa, sin necesidad de hacer el modelo
fisico [20].

Para hacer esto, se us6 un programa de computadora capaz de unir las densidades
electrénicas, llamado “GRIP” en la Universidad de North Carolina [21].

En los ultimos afios de la década de los setentas, fue aumentando el ndmero de
cristalografos que usaron a la computadora como medio para crear representaciones graficas de
las moléculas.

En 1978, Thomas K. Porter desarroll6 algoritmos que sombreaban a estas
representaciones graficas [22]. Estos desarrollos revolucionaron la visualizacién de
macromoléculas que sélo podian ser usados por un nimero reducido de investigadores.

El TAMS (Teaching Aids for Macromolecular Structure), aditamento que se usé para ver
a las moléculas en tercera dimension usando unos lentes de cartdn a los que se les ponia la
fotografia de pares de diapositivas estereoscopicas; en esta forma se podia apreciar a las
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moléculas en tercera dimension en forma muy econdmica. La unidad TAMS para educacion se
publico en 1980.

Durante los ochentas, el sistema mas popular para los cristalégrafos fue el fabricado por
Evans & Sutherland. Estas computadoras costaban cerca de los 250,000 ddlares y en 1985,
mostraban los mapas de densidad electrénica y se permitia que las secuencias de aminoacidos
se encajaran en forma manual. El grafico se mostraba a color y las cadenas de aminoéacidos se
podian rotar en tiempo real, lo que se lograba por medio de multiplicadores de matrices, una
para cada dimensién X, Y y Z. Este software se llamaba FRODO, lo desarrollé6 T Alwin Jones y
colaboradores en 1978 [23, 24] y se us0 en computadoras E & S.

Kinemage

Durante los afios ochenta, David y Jane Richardson [25] encabezaron las
representaciones gréaficas por computadora y desarrollaron varios programas, el dltimo de los
cuales se llam6 CHAOS. En 1992, los Richardson describieron a Kinemage y sus programas de
soporte para ser usados en computadoras Macintosh, lo que favoreci6 el uso de esta
herramienta entre los investigadores, educadores y estudiantes. Este visualizador ha avanzado y
tiene su propio sitio en Internet. http://kinemage.biochem.duke.edu/

RasMol

http://www.umass.edu/microbio/rasmol/

Este popular programa fue desarrollado por Roger Sayle, quien desde sus afios de
estudiante de pregrado se interes6 por las representaciones computacionales de estructuras
tridimensionales sélidas. Su objetivo inicial fue crear un programa capaz de simular sombreado
en la pantalla, lo que logré por medio de un algoritmo trazador de rayos que permitia la rotacion y
el sombreado, pero requeria una computadora con procesadores paralelos especializada. En
1990, Roger ingresé como estudiante de posgrado a la Universidad de Edinmurgo y continué
desarrollando el programa bajo la tutoria del cristalégrafo Andrew Coulson. En 1993, gracias a
mejoras, el programa se pudo usar para la enseflanza y para la publicacion de imagenes en
trabajos cientificos. Roger favorecié el uso de este programa porque hizo una donacién generosa
y es por esto que aparece como software libre. En 1999, Herbert Bernstain y sus colaboradores
produjeron la version RasMol version 2.7. Debido a que el software es de dominio publico y a
qgue se escribié en lenguaje “C”, el programa se adaptd a otros tipos de computadoras y sus
derivados incluyen al MDL's Chemscape Chime y al Molecular Simulations' WebLab.

RasMol, es usado extensamente en todo el mundo principalmente en los lugares donde
no es posible comprar software comercial para producir graficos de moléculas.

MDL'’s Chime

http://www.umass.edu/microbio/rasmol/

Bryan van Vliet y Tim Maffett de MDL Information Systems, Inc., desarrollaron el
programa Chime, que es un visualizador en forma de un plug-in para el navegador Netscape;
usa una adaptacién del programa RasMol, en donde MDL afadié mas de 80,000 lineas de
cédigo al programa original. La version de Chime 2.0 de MDL fue completada por Franklin Adler,
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Jean Holt y otros y fue publicada en Noviembre de 1998. Este programa permite las mismas
funciones que el RasMol y otras mas, como el poder mostrar a las moléculas en paginas de red
(lenguaje .htm).

Protein Explorer

http://www.umass.edu/microbio/rasmol/

El Protein Explorer es un software libre para la visualizacién de estructuras de proteinas,
ADN y ARN en tercera dimensién y a través de éste, se pueden estudiar las interacciones que se
llevan a cabo entre estas moléculas y sus ligandos como inhibidores y drogas. Este programa es
muy amigable, por lo que puede ser usado por estudiantes de secundaria, preparatoria,
licenciatura, investigadores y estudiantes posgraduados.

El programa permite ver las relaciones de la estructura molecular en tercera dimension;
se pueden esconder algunas partes de la molécula para poder apreciar alguna de sus partes;
también se pueden hacer representaciones del esqueleto de las moléculas de proteinas y de
acidos nucleicos con el fin de apreciar sus estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias,
ademas, es posible ver en colores diferentes a los diferentes tipos de aminoacidos. Este
programa es un cascaron que permite la programacion para mostrar diferentes caracteristicas de
las moléculas en la Internet. ElI programa tiene una demostraciébn que instruye en forma
interactiva acerca de cada una de las funciones del Protein Explorer y se puede descargar para
uso fuera de la Internet.

PyMol

http://pymol.sourceforge.net/

El PyMol, es un software incrustado en un intérprete Piton, que esta disefiado para la
visualizacion de moléculas en tiempo real por medio de la generacién de gréaficas de alta calidad.
Es un programa gratuito para educacion y también puede editar archivos .pdb.

MOLMOL

http://www.mol.biol.ethz.ch/groups/wuthrich group/software

MOLMOL es un programa de visualizacion producido en el Institute of Molecular Biology
& Biophysics de Zurich, Suiza. ElI programa permite la manipulacién de representaciones
tridimensionales de moléculas biolégicas con especial énfasis en las moléculas que han sido
estudiadas por medio de resonancia magnética nuclear (NMR). Las representaciones de las
moléculas incluyen las tradicionales (esqueleto, liston, caricatura, etc.) mas algunas otras, que
permiten la superposicion de conférmeros.

VMD

http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
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VMD es un visualizador molecular para mostrar, animar y analizar grandes sistemas
biomoleculares usando graficas en tercera dimensién. Puede ser usado en Windows, Mac y
Unix. VMD puede aplicar una, dos y tres dimensiones a la geometria volumétrica, lo que se
puede utilizar para hacer aparentes diferentes tipos de informacion, incluyendo el contorno de
superficies, datos volumétricos, y otras propiedades moleculares. Este programa tiene también
tutoriales, manuales, etc. para facilitar su uso.

Programas Tutoriales
Interactive Biochemistry

http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/scriptFrame.html

Es un sitio de la Internet perteneciente a la University of Virginia in Charlottesville,
Virginia. Los autores son Edward K. O'Neil y Charles M. Grisham. En este sitio hay varios
programas interactivos de ensefianza.

Tutoriales de Bioquimica desarrollados en la Universidad Massey en Nueva Zelanda.

http://www.massey.ac.nz/~wwbioch/Prot/tutehome/tutepage.htm

Se presentan las estructuras moleculares de las proteinas, usando como apoyo el
Protein explorer. Tratan estructura de proteinas principalmente.

Tutoriales en bioquimica, Casos clinicos

http://www.umanitoba.ca/faculties/medicine/units/biochem/coursenotes/blanchaer tutorials/

Clinical Case Computer Tutorials in Biochemistry University of Manitota, Canada que
ofrece programas interactivos que presentan casos clinicos con padecimientos
relacionados con alteraciones genéticas y/o bioguimicas.

Conclusion

El uso de la informética para la ensefianza de Bioquimica y de otras ciencias, ha
demostrado que facilita el acceso a informacion actualizada, favorece la comprension de
conceptos abstractos y dificiles, acerca a las instituciones docentes con los estudiantes y
favorece el intercambio de ideas.

El desarrollo de mas programas para favorecer el aprendizaje, es un area cientifica y
tecnoldgica se debe impulsar, pues en el futuro jugard un papel muy importante en los procesos
de educacion que tienden a la educacién a distancia y que esta modificando la manera como los
humanos aprenden, investigan, se divierten y se comunican, acercando cada vez mas a todas
personas y favoreciendo el intercambio de ideas.
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LA INFORMATICA EN LA ENSENANZA DE LA BIOQUIMICA Y

DE LA BIOLOGIA MOLECULAR

Resumen

La informatica es una herramienta muy importante en el procesamiento de datos,
generacion de imagenes y en la comunicacion. La Internet se usa cada vez mas porque permite
encontrar la informacion facilmente, por lo que se ha hecho habitual entre estudiantes, maestros
e investigadores. La bioquimica es una ciencia con crecimiento acelerado, cuyos fundamentos
son conceptos abstractos, lo que hace que la informatica se convierta en una herramienta muy
util para facilitar la comprension de esta materia.

En este trabajo se analizan varios sitios de Internet en los que se muestran materiales
gue facilitan el aprendizaje de esta ciencia.

El Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la
UNAM, inicié un proyecto para el desarrollo de Programas para la ensefianza de Bioquimica
asistida por computadora orientados a promover el aprendizaje independiente; actualmente, los
materiales desarrollados se encuentran en la pagina “Aprende Bioquimica” y estan a disposicion
de estudiantes y maestros interesados. Estos programas abarcan la estructura y las propiedades
fisicoquimicas de las biomoléculas, las vias metabdlicas y ejercicios de laboratorio virtuales;
gracias al programa CHIME es posible ver a las moléculas en tercera dimensién desde Internet
facilitandose la comprension de sus estructuras; en el mismo sitio se ofrecen las estructuras
tridimensionales de las biomoléculas. Otras herramientas presentes en la pagina del
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular incluyen el libro “Bioquimica y Biologia
Molecular en Linea”, “El Mensaje Bioquimico” y la Revista de Educacién Bioquimica. La red
permite el acceso a mudltiples sitios entre los que destacan RasMol, en el que hay varios
visualizadores de moléculas, el Protein Data Bank, contiene los archivos *.pdb que contienen los
parametros atdmicos de mudltiples macromoléculas y que sirven para generar las imagenes
tridimensionales.

El uso de la informatica para la ensefianza de Bioquimica y de otras ciencias, ha
demostrado que facilita el acceso a informacion actualizada, favorece la comprension de
conceptos abstractos y dificiles, acerca a las instituciones docentes con los estudiantes y
favorece el intercambio de ideas.

El desarrollo de méas programas para favorecer el aprendizaje, es un area cientifica y

tecnoldgica que estd modificando la manera cémo las personas aprenden, investigan y se
comunican.

Palabras clave: Bioquimica, Ensefianza asistida por computadora, Estructura de biomoléculas,
Modelos tridimensionales, Educacion a distancia.
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Abstract

The electroneutral cation/Clcotransporter family (SLC12A) encompasses two branches:
the K-CI cotransporter branch, composed of four members (KCC1, KCC2, KCC3, and KCC4),
and the Na-(K)-Cl cotransporter branch, composed of three members (NCC, NKCC1, and
NKCC2). K-CI cotransporters mediate CI efflux, are inhibited by phosphorylation, and are
activated by dephosphorylation. Na-(K)-ClI cotransporters mediate CI influx and are activated by
phosphorylation. These cotransporters are mutated in human disease, are targets of diuretics and
are collectively involved in the regulation of cell volume, neuronal excitability, and blood pressure.
A single kinase/phosphatase pathway is thought to coordinate the activities of these
cotransporters; however, the mechanisms involved are as yet unknown. The WNK kinases
(WNK, with no lysine = K), a family of four novel serine-threonine kinases, are emerging as key
regulatory proteins for the SLC12A family. Mutations in WNK1 and WNK4 cause PHAII, a
Mendelian disease that features hypertension and hyperkalemia. WNK4 has been shown to be a
regulator of NCC and NKCC1; some of these effects are kinase-dependent, whereas others are
independent of WNK4's catalytic activity. Furthermore, WNK1 modulates the effect of WNK4 on
NCC. WNK1 has also been found to activate the protein kinases SPAK or OSR1, which regulate
activation of various epithelial ion channels including de SLC12A family. WNK3 is coexpressed in
different tissues with several cation/CI" cotransporters and regulates their activity. These data
suggests WNKs are crucial components of the kinase/phosphatase signaling pathway that
coordinately regulates the CI" influx and efflux branches of the SLC12A cotransporter family and
so their activities.

Keywords: Electroneutral cation/CI" cotransporter, WNK kinases, phosphorylation, electrolyte
homeostasis, blood pressure, cell volume, neuron excitability.
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Abreviaturas
Concentracion intracelular de CI ([CI), Cotransportador de Na':Cl sensible a tiazidas (NCC),

Cotransportador de Na'-K*-2ClI” sensible a bumetanida (NKCC1 y NKCC2), Tabulo distal (TD),
Cotransportadores electroneutros (CEN), Acido gama-aminobutirico (GABA), Cinasas WNK
(WNKs), Pseudohipoaldosteronismo tipo Il (PHA2), Ste-20 cinasa rica en alanina y prolina
(SPAK).

Introduccién

Una de las grandes interrogantes en los sistemas biolégicos es como son regulados la
funcion de diversos elementos que componen un sistema, que puede estar integrado por
miembros localizados en diversas células y tejidos, para montar una respuesta coordinada y
coherente ante diversas perturbaciones fisiolégicas. Un ejemplo es el mantenimiento de la
homeostasis i6nica intra y extracelular, involucrada en funciones que van desde la regulacion del
volumen celular, en cada célula, funciones de tipo célula o tejido especifico (como es la
excitabilidad neuronal), y funciones que implican la respuesta coordinada de una variedad de
células y érganos como es el caso de la regulacion de la presion arterial. Para realizar estos
diversos procesos en los que el transporte a través de la membrana plasmatica de iones como el
sodio (Na"), el potasio (K") y el cloro (CI) es fundamental, las células estan equipadas con una
serie de proteinas transportadoras de iones u osmolitos, poros, canales y bombas [1], asi como
proteinas de uniones intercelulares, cuyos mecanismos efectores del transporte han sido en
general dilucidados, identificados y estudiados a nivel fisioldgico, molecular y genémico. Sin
embargo, los mecanismos por los cuales estas proteinas de membrana son reguladas en forma
coordinada permanecen sin ser identificados por completo.

A pesar de que las funciones celulares y epiteliales son diversas, los mecanismos a
través de los cuales el equilibrio de los electrolitos se alcanza son extremadamente parecidos. El
mecanismo predominante por el cual el volumen intracelular se mantiene en la mayor parte de
las células, es el aumento o la disminucién de la concentracion intracelular de CI” ([CIT) en
respuesta a un medio hiperténico o hipoténico respectivamente, minimizando asi, el movimiento
transmembranal de agua. En nuestro laboratorio el interés estd centrado en una familia de
proteinas de transporte involucrada en las funciones mencionadas anteriormente, conocida como
la familia de cotransportadores electroneutros (CEN) de cationes acoplados a cloro. Esta familia
recibe la denominaciéon de SLC12 segun la Human Genome Organization (HUGO) [2]. Esta
compuesta por siete genes claramente identificados que codifican para transportadores de
membrana, de los cuales tres utilizan sodio (con o sin potasio), como el catién acoplado al
transporte de cloro, mientras que los otros cuatro utilizan potasio como el Unico catién acoplado
al cloro.

En la figura 1 se muestran las dos ramas principales del arbol filogenético de la familia
SLC12, asi como el grado de identidad entre éstas. De los transportadores acoplados a sodio,
un gen codifica para el cotransportador de Na'-ClI” sensible a los diuréticos tipo tiazidas (NCC) [3]
mientras que dos genes codifican para cotransportadores de Na'-K*-2ClI sensibles al diurético de
asa bumetanida (NKCC1 y NKCC2). El NCC se localiza en el humano en el cromosoma 16 y se
expresa Unicamente en la membrana apical del tabulo contorneado distal en el rifién (TD). El
NKCC1 se localiza en el cromosoma 15 y se expresa en la membrana basolateral de multiples
tipos celulares vy tisulares, asi como en multiples células no epiteliales [4]. El NKCC2 se localiza
en el cromosoma 5 y se expresa exclusivamente en la membrana apical del asa ascendente de
Henle en el rifién [5]. Los miembros de la familia que utilizan potasio son todos cotransportadores
de K'-CI, conocidos como KCC1 a KCC4. En el humano, tres genes se localizan en los
cromosomas 16, 15 y 5 y corresponden a las isoformas KCC1, KCC3 y KCC4 respectivamente.
Su expresion es ubicua [6, 7]. El cuarto gen se ubica en el cromosoma 20 y codifica para la
isoforma KCC2 que se localiza exclusivamente en las neuronas [8].
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Figura 1. Arbol filogenético de la familia de cotransportadores electroneutros de
cationes cloro. Existen dos subfamilias. Una compuesta por tres genes que codifican
para cotransportadores que utilizan sodio como catién para acoplarse al transporte
de cloro (NCC, NKCC1 y NKCC2). La otra esta compuesta por cuatro genes que
codifican para cotransportadores que solo utilizan potasio como cation acoplado al
cloro (KCC1 a KCC4). Los numeros en porcentaje indican el grado de identidad entre
los diferentes miembros de la familia.

Los CEN, son transportadores secundarios que no hidrolizan ATP para su funcién, sino
que dependen del gradiente generado por la bomba de Na'-K*-ATPasa para mover iones. Por lo
tanto, NCC, NKCC2 y NKCC1 (los que utilizan sodio) translocan iones desde fuera hacia adentro
de la célula, siguiendo el gradiente favorable para el sodio. Los KCCs (que utilizan potasio),
translocan los iones desde adentro hacia afuera de la célula, siguiendo el gradiente favorable
para el potasio. El sodio que entra a la célula a través del NCC, NKCC2 o NKCC1 es expulsado
por la bomba de sodio-potasio, mientras que el potasio que sale a través de los KCCs es
regresado a la célula por la misma bomba. Por lo tanto, el resultado neto de la funcién de los
CEN es la concentracion o dilucion del cloro intracelular.

Una de las funciones celulares en las que el movimiento de cloro juega un papel
fundamental es en la regulacién del volumen celular [1]. Las células mantienen un volumen
celular constante a base de mantener el equilibrio osmolar con el medio exterior. En condiciones
de homeostasis, la osmolaridad intracelular y la extracelular es la misma (alrededor de 290
mOsm/kg H,0O). Cuando suceden cambios en la osmolaridad de alguno de los compartimentos,
se produce un movimiento de agua a favor de su gradiente, con lo que el volumen celular
aumenta o disminuye. La disminucion de la osmolaridad extracelular se acompafa de un
aumento en el volumen celular, mientras que el aumento en la osmolaridad extracelular se
acompana de encogimiento celular. Debido a la intensa actividad de la ATPasa de Na" y K*, en
la mayoria de las células los cambios en la osmolaridad y por ende, en el volumen celular, se
asocian con cambios en la concentracion de cloro intracelular y es aqui en donde los CEN
juegan un papel fundamental. Se ha demostrado claramente que el NCC y los NKCCs se activan
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durante el encogimiento celular, con el fin de aumentar la osmolaridad intracelular para recuperar
el volumen original [1,2] Por otra parte los KCCs son transportadores que se activan durante el
hinchamiento celular, con el objeto de disminuir la osmolaridad intracelular y asi, recuperar el
volumen original [1,2].

Por su habilidad para cambiar la concentracion intracelular de cloro, una de las funciones
importantes de tipo célula-tejido especifico en la que estan involucrados los CEN, es en
determinar el tipo de respuesta a ciertos neurotransmisores que se unen a receptores acoplados
a canales de cloro [9, 10]. Por ejemplo en el periodo prenatal, el acido gama-aminobutirico
(GABA) se comporta como un neurotransmisor excitador ya que numerosas neuronas en esta
época de la vida poseen la concentracion intraneuronal de cloro elevada. Esto es debido a la
intensa actividad del cotransportador de Na'-K™-2CI', el NKCC1 y a la casi nula funcién del
cotransportador de K*-CI" KCC2, en las neuronas GABAérgicas. Este neurotransmisor actta al
unirse a un receptor acoplado a un canal de cloro. Al abrirse el canal de cloro y debido a que el
potencial de este anidn es mayor dentro de la neurona, el cloro sale a favor de su gradiente,
despolarizando a la neurona y generando un potencial de accién. En cambio, después del
nacimiento, el GABA se vuelve inhibidor en numerosas neuronas debido a que la actividad de los
cotransportadores se invierte. Es decir, disminuye la actividad del NKCC1, mientras que aumenta
la de KCC2, el cual se encarga de sacar cloro de la célula, con lo que convierte el potencial de
este idn en negativo. Por lo tanto, al unirse GABA y abrir el canal de cloro, ahora este anion viaja
de donde hay mas (el intersticio) hacia donde hay menos (la neurona) resultando en
hiperpolarizacién neuronal y por lo tanto, en inhibicion del potencial de accién. Este fenémeno
ocurre también en diversos grupos neuronales a lo largo de ciclos circadianos. Asi, la actividad
de los CEN est& involucrada también en la excitabilidad neuronal ya que determina el tipo de
respuesta a ciertos neurotransmisores.

Finalmente, los CEN estan claramente involucrados en el mantenimiento y determinacion
de la presion arterial, debido a su presencia y capacidad de transportar sal en los epitelios. El
NCC es la principal via de reabsorcion de sal en el tibulo contorneado distal, en donde
constituye ademas el receptor de los diuréticos tipo tiazida, recomendados como la primera linea
de terapia antihipertensiva [11]. EIl NKCC2 es la principal via de reabsorcion de sal en el asa
ascendente de Henle y es ademas el receptor de los diuréticos de asa, como el furosemide y la
bumetanida. Mutaciones inactivantes de estas proteinas producen los sindromes de Gitelman y
de Bartter, respectivamente, que cursan con hipotension arterial. Por otro lado, los ratones null,
genéticamente modificados para no expresar al NCC, NKCC2 o NKCC1 son hipotensos,
mientras que los ratones null para el KCC3 son hipertensos [12]. Indicando que estos miembros
de la familia SLC12 intervienen en la regulacion de la presién arterial (Tabla 1).

En diversos grupos de estudio, incluyendo el nuestro, se han analizado las propiedades
funcionales de los diversos miembros de la familia SLC12 cuando son expresados en forma
heterdloga en ovocitos de Xenopus laevis [13-15]. Este modelo constituye un sistema excelente
para la expresion y andlisis de la funcién y regulacién de canales iénicos y transportadores. En
estos estudios, los KCCs permanecen inactivos en condiciones de isotonicidad, mientras que el
NCC y los NKCCs se activan. Cuando los ovocitos inyectados con los diversos transportadores
son expuestos a hipotonicidad, sucede lo contrario: los KCCs se activan, mientras que el NCC y
los NKCCs se inhiben [16, 17]. Numerosos estudios han sugerido que la actividad de los
miembros de la familia SLC12A, se encuentra regulada por procesos de fosforilacion y
desfosforilacion. La desfosforilacion activa a los cotransportadores de K'-CI e inhibe a los
cotransportadores de Na-(K)-Cl, mientras que la fosforilacién inactiva a los KCCs y activa al NCC
y los NKCCs. Debido a lo anterior, se ha propuesto que los CEN comparten una via de
sefializacién comun, ya que los estimulos que activan a una rama de la familia, inhiben a la otra
y viceversa. Por ejemplo, el aumento del volumen celular, las concentraciones intracelulares
altas de Cl'y la presencia de proteinas fosfatasas, estimulan el transporte a través de los KCCs,
pero inhiben a los transportadores de Na-(K)-Cl. Por el contrario, la disminucion del volumen
celular, las concentraciones bajas de CI intracelular y la presencia de inhibidores de las
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proteinas fosfatasas que promueven la fosforilacion, producen el efecto contrario. En esta via de
sefializacion, se ha propuesto que el aumento del volumen celular y/o los cambios en la
concentraciéon de cloro intracelular, regulan la funcién de una cinasa intracelular que a su vez
regula la funcion de los CEN [18,19]. La identidad de dicha cinasa, queda aln por determinarse.
Sin embargo, evidencias recientes de nuestro y otros laboratorios sugieren que una nueva
familia de serina/treonina cinasas, denominadas WNK, podrian ser las cinasas que regulan y
coordinan la funcién de los CEN.

Tahla |. Familia SLC12

ProteinafMombre | Tamano lones Distribucion Cromoasoma Patologia Caractensticas del
del Genenel [EE]] que Tisular w an el ratdn Knockout
Hurnano FRLEY M Expresidn hurano
celular
HECTET [a=x] Ha TE Tl Ezpecifica de THgEETA Sindrome de Barfter Hipocalemia, alcalosis
SLCA2a4 rifdn tipo | metabdlica,
membrana apical hiperealguia, pérdida de
del asa MNaCl, deplecidn de
ascendente de wolumen
Henle
HNETTAT 1212 Ha KT Obicua [ ieciic] Hinguna Alteracones del
SLC 282 Células no meovimignto v percepadn
apiteliales v del dolor; sordera;
membrana reduceion enla
bazolateral de las producciin de saliva. Sin
células epiteliales espermat génesis.
HCCrF 1029 REMI! Ezpecifica de 1689132 Sindrome de Gitelman | Hipocalemia e
SLCI243 rifdn hipom agnesemia
membrana apical
del tibula
contarneado
distal
KCCAr 1025 ETICT Obicua 1822 iHemuoglobinapatiass
SLC124d
FCCZrF 1116 EICT Ezpecifica de 20973 JEpilepsia? CrefidtTocomotor sewveroy
SLCAZ2AS SNC muerte
S{syuicT} 1180 ETICT Amplia iEGRES Sindiome de Drefidt sensarimator,
SLC12A5 Andermann (ACCEM) | neuropatias peitéicas
ECCar 1053 ETICT Amplia, con poca SpiE i Sorderay addosis
SLCAZAT expresion en tubular renal
cerebro

Las Cinasas WNK

Las cinasas WNK constituyen un pequefio grupo de serina/treonina cinasas dentro de la
superfamilia de las cinasas, identificadas en el afio 2000 [20]. Fueron llamadas WNK debido a
que en el sitio catalitico del dominio cinasa, presentan la sustitucion de un residuo de lisina por
una cisteina. Esta lisina coordina la union del ATP [21]. Es decir no tienen una lisina en el sitio
catalitico, conservada en el resto de las serina/treonina cinasas, por lo que se les llamé cinasas
“sin lisina” en inglés “With No lysine=K” = WNK. La mayoria de las serina/treonina cinasas
conocidas poseen este residuo catalitico en el subdominio Il, mientras que en las WNKs este
aminoacido se localiza en el subdomino I. Las cinasas WNK estan presentes exclusivamente en
eucariontes multicelulares. Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans poseen un gen
ortélogo: Arabidopsis thaliana expresa al menos ocho genes ortélogos y en el humano se han
identificado cuatro miembros de esta familia: WNK1, WNK2, WNK3 y WNK4 [22] con un
porcentaje de identidad entre ellos de ~40%.
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Estructura genémicay distribucion de las WNKs

WNK1

Actualmente WNK1 es la isoforma de la que se tiene mas informacion en cuanto a
estructura genémica y distribucién tisular se refiere. Fue la primera en ser identificada durante
una busqueda de nuevos miembros de las MAP cinasas [20]. El gen que la codifica consta de
aproximadamente 150 kilobases (Kb) y contiene 28 exones, sin embargo, su transcripcion es
compleja, ya que existen transcritos de diversas longitudes como se ha demostrado mediante
andlisis de Northern blot en diferentes tejidos [21, 23]. Un segundo promotor dentro del exon 1,
produce un transcrito ligeramente mas corto. La isoforma mas larga se expresa principalmente
en el corazén y musculo esquelético, asi como en la mayoria de los epitelios de secrecién
excepto en el rifién. En éste 6rgano la expresion de WNK1 es particular, ya que el transcrito
predominante es una isoforma corta producto de un sitio alternativo de iniciacion de la
transcripcion dentro del exén 4, que da lugar a una proteina que carece del dominio cinasa [24].
En el rifdn esta isoforma corta parece tener una funcién de regulacion sobre la isoforma larga,
gue a su vez afecta la actividad del NCC [25] y del canal de potasio ROMK [26]. Los analisis de
inmunolocalizacion para WNK1 han demostrado una distribucion tejido-especifica. Por ejemplo,
en el rindn y en los epitelios del colon y la vejiga, su localizacién es citoplasmica, mientras que
en los conductos biliares del higado y en los ductos pancreaticos, se localiza principalmente en
la membrana. En el humano WNK1 se localiza en el cromosoma 12 y constituye una proteina de
251 kDA compuesta de 2,382 amino acidos. El grado de identidad de las isoformas de WNK1
entre el humano, la rata y el ratén es de ~86% [27].

WNK2
WNK2 estd compuesta por 2,216 amino acidos y se localiza en el humano en el
cromosoma 9q22.31 [21]. La distribucién tisular de ésta isoforma se desconoce.

WNK3

En e humano, WNK3 se localiza en el cromosoma Xpl11.22 y estd compuesta por 1,800
residuos de amino acidos. Su estructura gendémica se publicé recientemente y consiste de 24
exones en 165 Kb. Su transcripcion produce dos variantes por empalme alternativo basadas en
los exones 18 y 22. Mediante andlisis de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RT-PCR), se demostré que esta isoforma se expresa en todos los tejidos del humano, con
transcripcion mas abundante en cerebro y rifién [28]. Recientemente mediante un analisis de
inmunofluorescencia, se demostrdé que en el rifion la WNK3 se expresa a todo lo largo de la
nefrona, localizandose principalmente en las uniones intercelulares; a diferencia de la WNK1 vy la
WNKA4, cuya expresion se limita a la nefrona distal [29]. En el cerebro de ratdn los transcritos de
la WNK3 son muy abundantes y su expresion se encuentra estrictamente regulada durante el
desarrollo embrionario. Los estudios de hibridacion in situ revelaron gran expresion de esta
isoforma en el hipotadlamo y el giro dentado, asi como en las capas corticales y en los nucleos
talamicos e hipotalamicos. Asi mismo, en el cerebro la WNK3 se localiza en los cuerpos
celulares de neuronas GABAEérgicas, pero no asi en la glia [30]. Se sabe que este tipo de
neuronas expresan a los cotransportadores NKCC1 y KCC2 [10]. En los ductos pancreaticos,
conductos biliares y el epididimo, el andlisis de inmunofluorescencia empleando un anticuerpo
anti-WNKS3, demostro sitios de co-expresion de esta isoforma con WNK1 y WNK4. En estos
tejidos WNKS3 se localiza en las uniones intercelulares. Esta isoforma se localizé también en
tejidos donde no se expresan WNK1 ni WNK4, por ejemplo en el epitelio del intestino delgado y
en las células secretoras de CI en el estémago [30].
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WNK4

La WNK4 se encuentra codificada por 19 exones a lo largo de 16 Kb. y la proteina
consta de 1,243 residuos de amino acidos [23]. Hasta la fecha no se han descrito variantes por
empalme alternativo y a pesar de que los estudios iniciales sugerian que se expresaba
Unicamente en el rifién [23], con expresidn citoplasmatica y en las uniones intercelulares en el
tubulo distal y tabulo colector; se ha demostrado que su expresion es abundante en diferentes
epitelios de secrecion ademas del rifion, por ejemplo en el cerebro, colon, pancreas, ductos
biliares y el epididimo, en donde se localiza generalmente en las uniones intercelulares [31]. Es
importante hacer notar, que todos los tejidos que expresan WNK1 y WNK4 estan fuertemente
involucrados en el transporte de CI'.

El porcentaje de identidad entre las WNKs es de aproximadamente 40%; sin embargo,
las cuatro cinasas presentan una topologia similar (Fig. 2) que consiste de un domino cinasa
altamente conservado subdivido en 12 dominios, caracteristico de las serina/treonina cinasas y
localizado en el extremo amino terminal, un dominio auto inhibitorio conservado y un dominio
regulador carboxilo terminal [27, 32]. Generalmente, las cinasas se regulan por auto-inhibicién lo
cual abate la actividad de cinasa, hasta que una sefial de activacién apropiada libera al dominio
auto-inhibitorio. Las evidencias sefialan que existe un control similar en las WNKs y que éste
involucra su auto-fosforilacion [20, 33]. Se ha demostrado que la isoforma WNK1 auto-fosforila
residuos de serina tanto in vitro como in vivo. Aparentemente los residuos clave en la auto-
inhibicion de la WNK1 son las serinas en las posiciones 378 y 382 ya que la auto-fosforilacién de
estos aminodcidos, afecta directamente la actividad de cinasa [33]. Asi mismo, la auto-inhibicién
en la WNK1, es a su vez dependiente de dos residuos de fenilalanina altamente conservados en
las posiciones 522 y 524. Estos residuos se localizan fuera del dominio de cinasa, pero dentro de
un grupo de amino &cidos conservados. La mutacion de estas fenilalaninas por alaninas,
disminuye aproximadamente en 90% la actividad auto-inhibitoria de la WNK1 [33].
Recientemente Min y cols., [34], resolvieron la estructura cristalografica de la conformacién de
baja actividad del dominio de cinasa de la WNK1 a 1.8 A de resolucion.

Dominio

Dominio  Autoinhibidor

Cinasa

17— M /C1 C2 2382
WNK1 [N || |

1 2216
WNK2 [N N | |

1800

1
WNK3 [ N | I

1 1243

WNK4 [T W | Cly C2 = dominios
H_J coil-coil

Dominio
Regulador

Figura 2. Topologia de las cinasas WNK. Existen cuatro isoformas identificadas. En
general, las WNKs poseen un dominio cinasa, mostrado en rojo y un dominio auto-
inhibidor que se muestra en azul. El resto de la proteina se conoce como el dominio
regulador, dentro del cual se encuentran dos dominios tipo giro-giro.
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Gendémica del pseudohipoaldosteronismo y el papel de las WNK en la génesis de la
hipertensién arterial

El interés por el estudio de las WNKs se ha incrementado debido al hecho de que en el
humano, se encuentran involucradas en la regulacién de la sal por el rifién y por lo tanto en el
control de la presion arterial. Mutaciones en las cinasas WNK1 y WNK4 se encontraron
asociadas con una forma hereditaria de hipertension dependiente de sal llamada
pseudohipoaldosteronismo tipo Il (PHAIl) o sindrome de Gordon [23]. EI PHAIl es una
enfermedad que se hereda en forma autosomica dominante y se caracteriza por la presencia de
hipertension, hipercalemia (niveles séricos de K altos), acidosis metabdlica e hipercloremia [35].
Este descubrimiento ha provocado una amplia busqueda de los mecanismos fisiolégicos por los
cuales las WNKs regulan la presion arterial, asi como la relaciéon entre diferentes mutaciones en
las WNKs y otros tipos de hipertension [36].

Se ha observado que existen al menos cuatro genes involucrados en la produccion de
PHAII. Existen familias con PHAIlI que cosegregan con regiones en el cromosoma 1 [37], en el
cromosoma 12 [38] y en el cromosoma 17 [37]. Ademas, hay una familia cuyo analisis de enlace
fue negativo a estas tres regiones, lo que indica que debe haber un cuarto gen cuyas mutaciones
pueden causar la enfermedad, pero que aun no ha sido mapeado [39]. Wilson y cols., [23]
demostraron que los genes causantes de PHAIl en los cromosomas 12 y 17 son la WNK1 y la
WNK4, respectivamente. En el caso de la WNK1 se trata de deleciones en el intron 1 que
acortan el tamafio del intrén de 42 a 22 kb. La secuencia de la WNK1 no se ve afectada, pero si
el nivel de expresion. Como consecuencia de esta delecion los niveles de expresion de la WNK1
aumentan, seguramente al perder algin elemento de regulacion negativa localizado en éste
intrén. Por lo tanto, el resultado es la sobreexpresion de la WNK1; es decir, ganancia en la
funcion del gen. Este patrén bioquimico correlaciona bien con el hecho de que la enfermedad se
hereda en patron dominante, ya que con que un solo alelo esté afectado, es suficiente para que
se exprese la enfermedad debido a la hiperfuncion que resulta de la sobreexpresion del gen. La
sobreexpresion de la WNK1 en una familia francesa con PHAII ha sido corroborada por Achard y
cols., [40].

En el caso de pacientes con PHAII por mutaciones en el gen que codifica para la WNK4,
las mutaciones son del tipo puntual. En todos los casos son mutaciones en una region de 10
amino acidos, en la que todos ellos tienen carga. El cambio de un residuo con carga negativa por
uno con carga positiva es causante de la enfermedad [23]. Todavia no queda claro el mecanismo
molecular, ya que el PHAIl por mutaciones en WNK4 también se hereda en forma autosémica
dominante. Como veremos adelante, en algunos casos (en los que se afecta el canal de potasio
y las proteinas claudinas) se ha observado que estas mutaciones producen ganancia en la
funcion de WNKA4, lo que correlaciona con el tipo de herencia, sin embargo, en otros casos como
las mutaciones que afectan al NCC resultan en pérdida de la funcion. Para explicar una
enfermedad dominante con pérdida de la funcion, el mecanismo tendria que ser el de la
haploinsuficiencia o bien, que el producto del alelo mutado interaccione en forma negativa con el
producto del alelo normal.

No se ha identificado todavia el gen en el cromosoma 1 causante de PHAIl en las
familias reportadas por Mansfield y cols., [37].

Regulacion de los cotransportadores electroneutros por las cinasas WNK1 y WNKA4;
Mecanismo del pseudohipoaldosteronismo tipo Il

En el rindn, las WNK4 y WNKZ1 fueron identificadas mediante anticuerpos especificos en
el tibulo distal y el tabulo colector. Estos segmentos adyacentes de la nefrona son importantes
para la homeostasis del pH, del NaCl y del K*. Los descubrimientos de que las mutaciones en los
genes prkwnkl y prkwnk4 ocasionan PHAII, junto con el hecho de su localizacién en la nefrona
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distal, parecen indicar que estas cinasas forman parte de un nueva via de sefalizacion,
importante para el control de la presién sanguinea y la homeostasis de los electrélitos. La
regulacion de estas cinasas, de los efectores y reguladores de la via, asi como los mecanismos
causantes de la enfermedad, ain no se conocen totalmente, sin embargo, en los Gltimos afios se
han llevado a cabo mudltiples estudios en los que se ha analizado el papel fisioldgico y
fisiopatolégico de la WNK4.

Los estudios iniciales para definir las bases genéticas del PHAIl se enfocaron en el
cotransportador de Na'-CI” sensible a los diuréticos tipo tiazidas (NCC), debido a dos razones
principales. La primera es que el fenotipo del PHAII se corrige por completo con el tratamiento
con diuréticos tipo tiazidas, los cuales inhiben especificamente la reabsorcion de NaCl a través
del NCC en el TD [35]. La segunda razén es que el fenotipo del PHAII es la imagen en espejo del
sindrome de Gitelman, una enfermedad de herencia autosomica recesiva que se caracteriza por
alcalosis metabdlica, hipocalemia e hipotension arterial, originado por mutaciones de pérdida de
funcion en el NCC [41]. Estas observaciones son consistentes con hiperfunciéon del NCC como la
causa del PHAII, por lo que inicialmente se sugiri6 que la presencia de mutaciones de ganancia
de funciéon en el NCC, podrian ser las causantes del PHAII. Sin embargo, no se encontrd
evidencia de enlace positivo en familias con PHAII y la regién del cromosoma 16 en donde se
localiza el gen slc12a3 que codifica para el NCC [42]. Por lo tanto, se consideré la posibilidad de
qgue las WNK regulen la funcién del NCC y que alteraciones en dicha regulacién resulten en
hiperfuncion del NCC. Esta hip6tesis se evallo simultdneamente en nuestro laboratorio y en el
de Ellison y col., [43, 44]. En ambos casos se demostré que WNK4 regula la actividad del NCC.
Cuando el transportador se co-expreso en ovocitos de X. laevis con WNK4, la captacion de Na*
por el NCC disminuyd en mas del 70% cuando se compard con ovocitos inyectados Unicamente
con el NCC. Los experimentos realizados tanto con la proteina verde fluorescente unida al NCC,
como la inmunodeteccion de la expresion del NCC en la superficie celular, demostraron que el
efecto de WNK4 sobre el NCC esta mediado en gran parte por la reduccion en la llegada del
cotransportador a la membrana plasmatica del ovocito. Este efecto fue dependiente de la
actividad cinasa, ya que al co-inyectar una mutante de WNK4 sin actividad cinasa, no se produjo
ninguna reduccion en la funcién del NCC [43]. Cuando se analiz6 el efecto de las mutaciones de
WNK4 que originan PHAII, éstas eliminaron tanto la inhibicién de la actividad del NCC por
WNK4, como la reduccion en la expresion del transportador en la membrana. A estas
observaciones le siguieron aquellas realizadas en el canal de potasio ROMK y en las claudinas.
Utilizando una estrategia similar en ovocitos de X. laevis, Kahle y cols., [45] observaron que
WNK4 inhibe la funcion de ROMK y que las mutaciones de WNK4 producen mayor inhibicion del
canal. EI mecanismo no depende de la actividad cinasa de WNK4 y al parecer resulta de la
regulacion de la expresion de ROMK en la membrana celular por un mecanismo relacionado con
la internalizacion de vesiculas via clatrina. En el caso de las claudinas 1, 2 3 y 4, consideradas
como transportadores paracelulares de cloro, se ha observado que la WNK4 incrementa su
funcion y que las mutaciones de tipo PHAII tienen un efecto positivo, de tipo ganancia en la
funcion [46]. Por lo tanto, la propuesta que se acepta en este momento es que la WNK4 inhibe la
funcion del NCC y estimula la funcion de ROMK y las claudinas. Las mutaciones de tipo PHAII
en la WNKA4 resultan en pérdida de la funcién inhibidora del NCC. La consecuencia de esto es el
aumento en la tasa de reabsorcion de sal con el consecuente desarrollo de hipertension arterial.
Por otro lado, las mutaciones de tipo PHAIl en WNK4 también producen ganancia en la funcién
sobre la inhibicion de ROMK y la estimulacién de las claudinas. Esto resulta en disminucion de la
secrecion de potasio en el tibulo colector, con el consecuente desarrollo de la hipercalemia [27].

A diferencia de WNK4, en la mayor parte de los estudios realizados hasta el momento, la
WNK1 no ha mostrado tener efecto directo sobre el NCC u otros sistemas de transporte de la
nefrona distal. Al parecer, la WNK1 tiene efecto indirecto a través de su interaccién y regulacién
de otras cinasas, incluyendo la WNK4. Por ejemplo, en ensayos de expresion heteréloga del
NCC en ovocitos de X. laevis se ha observado que WNKL1 no tiene efecto sobre la actividad del
NCC. Sin embargo, WNK1 bloquea el efecto inhibidor de WNK4 sobre el NCC, es decir, WNK1
inhibe a WNK4 [44, 47]. De hecho, se ha observado que existe interaccion entre WNK1 y WNK4
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y que la actividad de WNK1 regula la auto-fosforilacion de la WNK4 [36, 48]. Asi mismo,
recientemente se ha observado tanto a nivel bioquimico [49-50] como funcional [51] que la
WNK1 regula la actividad de las cinasas SPAK y OSR1. Estas cinasas pertenecen al grupo de
las cinasas STE-20 (Ste-20 related proline-alanine-rich kinase) [52] y en los ultimos afios se ha
obtenido evidencia de que interaccionan y regulan la funcién de algunos miembros de la familia
de los CEN [53-54], particularmente la del NKCC1. En otras palabras, evidencias recientes
sugieren que la WNK1 regula la actividad de cotransportadores de la familia de los CEN a través
de la interaccion con SPAK y OSR1. Adicionalmente, existe también evidencia de que WNK1
puede regular la funcién del canal epitelial de sodio del tabulo colector a través su interaccion
con otra cinasa conocida como SGK1 (serum-glucorticoid kinase 1) [55].

En el rifidn como se menciond, se expresa predominantemente una isoforma corta de la
WNK1, cuyo inicio de trascripcion ocurre en el intron 4 y carece de la mayor parte del dominio
cinasa. ¢Como entonces el aumento en la expresion de la isoforma larga de la WNK1 produce
las consecuencias renales de PHAII como hipertension arterial e hipercalemia?. La respuesta a
esta pregunta parece ser la interaccién entre ambas isoformas de la WNK1. Dos trabajos
recientes abordan este punto. Subramanya y cols., [25] analizaron el efecto de la interaccién
entre las isoformas corta y larga de la WNK1 sobre la funcidon del NCC, mientras que Lazrak y
cols., [26] hicieron lo mismo sobre el canal de potasio ROMK. La conclusiéon de ambos estudios
fue la misma. La isoforma corta inhibe a la isoforma larga de WNK1. Asi, en pacientes con PHAII
lo que sucede es que la sobreexpresién de la isoforma larga sobrepasa el efecto regulador
negativo de la isoforma corta. Es decir WNK1 inhibe el efecto negativo de WNK4 sobre el NCC y
este efecto inhibidor de WNK1 es a su vez bloqueado por la isoforma corta de WNK1. Por lo
tanto, la cadena de eventos es la siguiente: en condiciones normales hay 9 veces mas isoformas
cortas que largas de WNK1, por lo que WNK1 permanece inhibida. En los pacientes con PHAII,
se invierte esta proporcion y ahora hay 9 veces mas isoforma larga que isoforma corta, por lo
gue esta Ultima ya no puede inhibir a la isoforma larga de WNK1. Esto tiene como consecuencia
gue la isoforma larga de WNK1, ahora activa, inhiba en forma exagerada a la WNK4, que a su
vez deja de inhibir al NCC y esto trae como consecuencia el aumento en la tasa de reabsorcién
de sal en el tubulo distal e hipertension arterial.

Como se mencion6 WNK4 ademas de expresarse en el rifion, se expresa ampliamente
en diferentes epitelios involucrados en el manejo de CI, lo cual sugiere que esta cinasa, podria
estar regulando la actividad de un diverso grupo de proteinas involucradas en la regulacion del
transporte de CI en estos epitelios. En 2004, Kahle y cols., [31] demostraron que WNK4 regula la
actividad de NKCC1; uno de los principales reguladores del transporte de CI en la membrana
basolateral de las células epiteliales. La entrada de CI" a través del NKCC1 es parte integral para
la secrecién de éste i6n en epitelios como los de los conductos pancreaticos, el colon, los
conductos sudoriparos, el epididimo y el tracto respiratorio [56]. El efecto de WNK4 sobre el
NKCC1 se analiz6 en ovocitos de X. laevis, en donde al co-expresarlos la cinasa redujo en mas
de un 95% la actividad del cotransportador. De manera similar al NCC, la inhibicién del NKCC1
por WNK4, ocurre por una reduccion en la expresion del cotransportador en la membrana. Lo
anterior demuestra que WNK4 juega un papel en la regulacion y flujo de los electrolitos en
diversos epitelios extra-renales.

Regulacion de los cotransportadores electroneutros por la cinasa WNK3

Hasta la fecha, se conoce poco sobre la regulacion de WNK2 y WNK3. Recientemente,
nuestro grupo de investigacion llevo a cabo el analisis del efecto de WNKS3 sobre la funcién de
los CEN [29, 30, 57].

En estos estudios se empleo la técnica de expresion funcional en ovocitos de X. laevis,
en los cuales se microinyectd el RNA complementario (RNAc) de diversos cotransportadores
(NCC, NKCC, o KCCs) solos o en presencia del RNAc de WNK3. Ademas de analizar para cada
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caso el efecto de la WNKS silvestre, también se evalto el papel de una variante de WNK3
denominada WNK3-D294A. Esta posee una mutaciéon puntual que elimina la actividad de cinasa,
lo que permite determinar si el efecto observado en la WNK3 silvestre depende o no de la
actividad de cinasa. Tomando en cuenta que en WNK4, algunos de sus efectos dependen de la
actividad de cinasa [43, 46], mientras que otros no [45].

En contraste con el efecto inhibitorio reportado de WNK4 sobre el NCC, la co-expresion
de WNK3 con éste transportador, produjo un incremento significativo en su actividad; por otro
lado, la mutante WNK3-D295A redujo en ~85% la captaciéon de Na* [29] (Fig. 3A). Cuando
WNKS3 se co-expresd con el NCC unido a la proteina verde fluorescente (NCC-GFP), WNK3
incrementd al triple la expresion de NCC-GFP en la superficie del ovocito, mientras que la cinasa
no funcional, produjo el efecto contrario (Fig. 3A). Estos resultados correlacionan con los efectos
observados en los ensayos de captacion y sugieren que WNK3 regula al NCC y que al menos
parte de esta regulacion se logra a través de la modificacién de la presencia del NCC en la
membrana plasmatica. De manera similar, la actividad de NKCC2 y de NKCC1 se increment6 al
doble cuando se co-inyectaron con la WNK3 silvestre, mientras que la cinasa no funcional inhibié
los dos transportadores en ~70% [30] (Fig. 3B y 3C). La activacion de NKCC2 y NKCC1 se
asocié con un aumento en la fosforilacion de dos residuos de treonina en los extremos amino
terminales de los transportadores, necesarios para su completa activacién. Por otra parte,
cuando se co-expresaron con la cinasa mutada, la fosforilacion de los transportadores se redujo
en forma significativa, lo cual puede correlacionarse con la inhibicion de la actividad observada.
Lo anterior indica que los efectos de WNK3 sobre NKCC1 y NKCC2 estan asociados con la
fosforilacion de los sitios regulatorios del extremo amino terminal, mientras que el efecto
dominante negativo de la cinasa mutada, podria atribuirse a la actividad de fosfatasa sobre los
transportadores.

Nuestros datos sugieren que en el rifién, la cinasa WNK3 incrementa de manera
importante la entrada apical de NaCl en el tabulo distal y en el asa de Henle a través de estos
cotransportadores, a diferencia de WNK1 y WNK4 cuya accion se localiza hacia regiones mas
distales de la neurona. Es posible que WNK3 también lleve a cabo alguna funcién en estas
mismas regiones. La activacion por la WNK3 es especifica, ya que puede ser revertida por la
sustitucion de un amino acido del dominio de cinasa. Los efectos de la forma inactiva de WNK3
sobre los NCC y NKCC son interesantes y podrian reflejar un efecto in vivo normal, el cual podria
regularse a través de la auto-fosforilacion de la WNK3 [36].

En contraste a la activacién del NCC y el NKCC, WNK3 produjo un potente efecto
inhibidor sobre las isoformas del transportador de K*-CI', atin en condiciones hipoténicas bajo las
cuales los cotransportadores de K'-CI' se encuentran activos. Cuando los experimentos se
llevaron a cabo en presencia de la mutante WNK3-D294A, bajo condiciones isoténicas en las
cuales los KCCs son normalmente inactivos, se observé un incremento significativo en su
funcion (Fig. 4Ay 4B).
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Figura 3. A) Ovocitos de Xenopus laevis se inyectaron con los RNAcs del NCC solo, en
combinacion con WNK3 silvestre o con la WNKS3 cataliticamente inactiva. En el panel inferior se
muestra la regulacion de la expresion del NCC en la membrana. Los ovocitos se inyectaron con
RNAc del NCC marcado con EGFP o en combinacion con WNKS3 silvestre o mutante. La
expresion en la superficie del NCC se cuantificd por microscopia confocal. B) Ovocitos de
Xenopus laevis inyectados con los RNAcs del NKCC2, en combinacion con WNK3 silvestre o
con la WNK3 cataliticamente inactiva. En el panel infeirior se muestra que WNK3 regula la
fosforilacion del NKCC2. Western Blot empleando el anticuerpo antifosfo- NKCC2 o anti-NKCC2
C) Ovaocitos de Xenopus laevis inyectados con los RNAcs del NKCC1, en combinacion con
WNKS3 silvestre o con la WNK3 cataliticamente inactiva. Western Blot empleando el anticuerpo
antifosfo- NKCC1 o anti-NKCC1. Todos los ensayos de captacion de iones radiactivos se
llevaron a cabo en condiciones de isotonicidad.
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Figura 4. A) Efecto de WNK3 silvestre en el cotransporte de K*-CI" inducido por aumento
del volumen celular bajo condiciones hipoténicas. Los ovocitos de Xenopus laevis se
inyectaron con agua 6 0.2 pug/ul de RNAc de cada KCC o junto con el RNAc de WNK3
silvestre. B) Efecto de WNK3-D294A cataliticamente inactiva sobre el cotransporte de K-
CI" en condiciones isoténicas. Los ovocitos de Xenopus laevis se inyectaron con agua ¢ 0.2
g/l de RNAc de cada KCC o junto con el RNAc de WNK3-D294A. La captacion de **Rb*
se evalu6 4 dias después en condiciones hipotdnicas en presencia (barras blancas) o
ausencia de CI (barras negras) en el medio de captacion. Cada barra representa el
promedio + ES de 15 ovocitos por cada grupo *, p < 0.01 vs. control.
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En resumen, hemos observado que WNKS3 activa a los transportadores que inducen la
entrada de cloro a la célula (NCC, NKCC2 y NKCC1) e inactiva a los KCCs encargados de sacar
éste i6n de la célula. Sorprendentemente, la mutante WNK3-D294A tiene el efecto contrario:
inhibe a los NCC, NKCC2 y NKCC1, pero activa a los KCCs. Los efectos de la mutante WNK3-
D294A son independientes de lo que suceda con el volumen celular. Por un lado, en condiciones
hipoténicas, WNK3 bloquea la activacion de los KCCs, mientras que en condiciones de
isotonicidad, en las que permanecen inactivos los KCCs, la mutante WNK3-D294A induce la
activaciéon de estos cotransportadores. Esto indica que la presencia de WNK3 y la mutante
WNK3-D294A tiene efectos similares a los que se obtienen para la modificacién del volumen
celular. Dado que los CEN participan de manera importante en la regulacién del volumen celular,
proponemos que WNK3 puede ser la cinasa o una de las cinasas que responden a CI' y que
regulan el volumen celular en respuesta a cambios osméticos y/o cambios en la [CI]. Estos
eventos pueden tener implicaciones importantes en multiples fendmenos fisiolégicos en los que
los CEN estan involucrados, como la regulacion del volumen celular, la excitabilidad neuronal y
la regulacién de la presién arterial.
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REGULACION DE LOS COTRANSPORTADORES ELECTRONEUTROS
POR LAS CINASAS WNK

Resumen

La familia de cotransportadores electroneutros de cationes-ClI' (SLC12A) esta
conformada por 2 ramas principales: la de los cotransportadores de K*-CI', compuesta por cuatro
miembros (KCC1, KCC2, KCC3 y KCC4) y la de los cotransportadores de Na'-(K")-CI,
compuesta por tres miembros (NCC, NKCC1 y NKCC?2). Los cotransportadores de K*-CI” regulan
el eflujo de CI, son inhibidos por fosforilacion y se activan por desfosforilacion. Los
cotransportadores de Na'-(K) *-CI" regulan el influjo de CI" y se activan por fosforilacién. Las
mutaciones en algunos de los miembros de esta familia se encuentran relacionadas con
enfermedades en el humano, otros constituyen el blanco de diversos diuréticos y en general se
encuentran involucrados en la regulacion del volumen celular, la excitabilidad neuronal y la
presion sanguinea. Se ha propuesto una via de cinasas y fosfatasas que coordina las
actividades de estos cotransportadores, sin embargo, los mecanismos involucrados adn se
desconocen. Estudios recientes indican que las cinasas WNK, una familia recientemente descrita
de cuatro serina treonina cinasas, regulan a la familia SLC12A. Las mutaciones en WNK1 y
WNK4 dan origen al sindrome de Gordon, una forma hereditaria de hipertension que se
caracteriza por la presencia de hipercalemia (alta concentracion de potasio en sangre) y acidosis
metabdlica. Se ha demostrado que WNK4 regula a NCC y a NKCC1. Algunos de estos efectos
son dependientes de la actividad de cinasa, mientras que otros son independientes de su
actividad catalitica. Asi mismo, WNK1 modula el efecto de WNK4 sobre el cotrasportador NCC.
Se ha observado que WNK1 activa también a la proteina cinasa SPAK, la cual regula la
activacién de diversos canales idnicos epiteliales, que incluyen a la familia SLC12A. WNK3 se
co-expresa con varios cotransportadores cation/Cl” en diversos tejidos regulando su actividad.
Estos datos sugieren que las WNKs, son componentes cruciales de la via de sefalizacion de
cinasas y fosfatasas que regulan de forma coordinada el eflujo e influjo de CI" a través de los
cotransportadores electroneutros.

Palabras clave: Cotransportador electroneutro cation/Cl, cinasas WNK, fosforilacién,
electrolitos, presion sanguinea, volumen celular, excitabilidad neuronal.
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Abstract

Ig-E mediated allergies are considered a serious health-problem in the industrialized world,
due to the capacity of some normally innocuous proteins (allergens) to induce allergic reactions in
sensitized patients. Different research groups are focusing their efforts to perform immunological
and molecular studies to determine the basis of the allergenic potential and the cross-reactivity of
allergens, which could be related to their intrinsic physicochemical and structural characteristics.
Latex allergy has received worldwide attention during the last decade; therefore, there have been
many attempts to explain the increase in the incidence of allergy caused by latex proteins.
Recently, substantial progress has been made in the expression, purification and molecular
characterization of several rubber latex allergens; nevertheless, information on their tertiary
structure is limited. While cross-reactivity is, to a large extent, predictable from primary sequence
comparisons, the IgE-inducing capacity is mostly determined by factors other than the primary
sequence. The knowledge of the three-dimensional structure, from experimental methods, will
simplify the identification and enhance the possibility to modify conformational epitopes, thus
making them important tools in diagnosis of latex allergy as well as potential immunotherapy
agents.

Keywords: Plant allergens, antibody interaction, X-ray structure.
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Introduccién

Las enfermedades alérgicas o reacciones de hipersensibilidad representan un grave
problema de salud publica, principalmente en los paises industrializados, por lo que se les
considera como las epidemias del siglo XXI. Enfermedades tales como la rinitis, el asma, la
dermatitis atépica y la conjuntivitis estan asociadas a factores ambientales y a la predisposicién
genética de cada individuo, manifestdndose como una respuesta exagerada a sustancias
normalmente inocuas llamadas alergenos. Los alergenos proteicos son una clase especial de
antigenos, los cuales estan agrupados de acuerdo a la fuente de donde provienen y el orden en
el cual fueron descubiertos, y se consideran como muy importantes si al menos un 50% de los
pacientes sensibilizados reaccionan a ellos. Estas proteinas desencadenan respuestas agudas
de los linfocitos T tipo 2 (Th2), culminando en la produccién de inmunoglobulinas de tipo E (IgE).

Las reacciones alérgicas consisten de una serie de eventos que inician con el
reconocimiento de la estructura del alergeno nativo por las células presentadoras del antigeno,
tales como las células dendriticas y finalizan con la produccién de los anticuerpos IgE y la
sensibilizacion de los mastocitos. Dependiendo del mecanismo de accion que provoca dafio al
organismo, se han descrito cuatro tipos de hipersensibilidad (I-1V). En el caso de la
hipersensibilidad de tipo | o inmediata, los alergenos son capaces de inducir una respuesta
inmune al interactuar con las IgEs. Estas Ultimas estan acopladas a receptores de alta afinidad
(FceRI) localizados en la membrana de las células cebadas o mastocitos y basdfilos. La
activacion de estos receptores provoca la liberacién de mediadores de la inflamacién, tales como
la histamina, seguida de la sintesis y liberaciébn de leucotrienos y prostaglandinas,
desencadenando las reacciones alérgicas (Fig. 1) [1,2].

2 |
°® o o 3 Alergenos
? e
B 4
= »
.~
B A

FceRI
Sitio de union

Algunas horas
Liberacion inmediata (IL-4, IL-13)

(Histamina, TNF-q, etc)

Algunos minutos
(Leucotrienos)

Figura 1. Esquema de la cascada de eventos que ocurren en la hipersensibilidad de
tipo | durante la activacion de los mastocitos. Estas células liberan una gran variedad
de mediadores quimicos y citocinas que producen la respuesta e inflamacion
alérgica.

Se ha estimado que alrededor del 25 % de la poblacién mundial padece o ha padecido
reacciones de hipersensibilidad del tipo | en alguna etapa de su vida. Este padecimiento inicia
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con una sensibilizacién previa en los primeros afios de vida o durante periodos de exposicion
prolongados con las diversas fuentes de alergenos proteicos como son algunas plantas, insectos
0 animales.

Alergenos proteicos de origen vegetal

Las proteinas alergénicas cumplen funciones biolégicas especificas en los organismos
que las originan, pero en el hombre y en algunos animales inducen la produccion elevada de
IgEs [3]. Por ejemplo, algunas de ellas son producidas por las plantas en respuesta al ataque de
los insectos, o bien por infecciones causadas por hongos, virus o bacterias. Varias proteinas de
este tipo son comunes, por lo que se les ha clasificado en 17 familias de proteinas relacionadas
con la patogénesis (RP). Muchas estan presentes en forma constitutiva en los tejidos florales y
un namero importante de proteinas RP, presentes en el polen, frutos y vegetales son las que
provocan las reacciones alérgicas en el hombre. En general, este tipo de alergenos son
proteinas que unen carbohidratos, entre las que se encuentran glicohidrolasas, como las
quitinasas y las B-1,3-glucanasas, y lectinas que unen oligosacaridos de N-acetil glucosamina,
como la aglutinina del germen de trigo. También se ha demostrado que una familia de proteinas
de transferencia de lipidos, asociadas a los mecanismos de defensa de las plantas, pueden
producir reacciones alérgicas en el hombre [3]. Existen otros ejemplos de alergenos clinicamente
relevantes cuya actividad biolégica es conocida, como el caso de algunas proteasas, lisozimas,
algunas proteinas con funciones estructurales como la profilina del polen de arboles y pastos y
también algunas proteinas de reserva [4]. Sin embargo, a la fecha no existen evidencias que
relacionen la actividad bioldgica con la capacidad que tienen ciertas proteinas para inducir la
produccion elevada de IgEs en los pacientes alérgicos. Es decir, no existe una respuesta a la
pregunta fundamental de como hace un alergeno para que el sistema inmune responda de esa
manera.

La comprension que se tiene de las alergias ha tomado mucho tiempo y gracias a las
técnicas modernas de biologia molecular ha sido posible postular mecanismos celulares y
moleculares que expliquen este tipo de enfermedades. Por otra parte, varios grupos de
investigacién han enfocado sus esfuerzos a la identificacién y la caracterizacién bioquimica,
fisicoquimica y estructural de las proteinas alergénicas, conduciendo a avances muy importante
en esta materia. Con el fin de encontrar caracteristicas moleculares que pudieran dar
informacion acerca del por qué algunas proteinas producen reacciones de hipersensibilidad, se
han determinado las estructuras tridimensionales de varios alergenos de las plantas, ya sea
utilizando técnicas experimentales como la difraccién de rayos X y la resonancia magnética
nuclear, o bien mediante modelos tedricos obtenidos in silico. Basados en estos resultados,
algunos grupos han clasificado a los alergenos con base al plegamiento y contenido de
estructura secundaria, proponiendo una subdivisién en cuatro familias estructurales definidas:
alergenos ricos en hebras beta, ricos en hélices alfa o bien aquellos con hojas beta asociadas a
hélices alfa [4,5]. No obstante, al comparar a estas proteinas y sus estructuras, es evidente que
la alergenicidad no puede ser racionalizada con base a los patrones de plegamiento o la funcién
biolégica, ya que cualquier proteina podria considerarse como un alergeno potencial. La
hipétesis entonces es que debe existir un patrén molecular de reconocimiento superficial.

Estructura de alergenos de plantas y de los complejos Fragmento de unién al antigeno
(Fab)-alergeno.

La importancia de la caracterizacion molecular de los alergenos proteicos se ha hecho
evidente en la busqueda de alternativas profilacticas que combatan, de forma eficaz, a las
alergias que cada dia afectan a mas personas en todo el mundo. Asimismo, es importante en el
desarrollo de pruebas diagnésticas integrales para poder asi ofrecer alternativas a los pacientes
gue presentan hipersensibilidad a algunas proteinas. No obstante, el debate de “qué hace a una

15



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXX (2006)
|

proteina un alergeno” es todavia motivo de discusion. Se ha llegado a la conclusion de que los
alergenos proteicos poseen caracteristicas que les permiten estimular a las células inmunes y a
los mastocitos, y que esto depende de coémo son presentados al sistema inmune.

En la estructura molecular de las proteinas alergénicas existen regiones
inmunodominantes, denominadas epitopos, las cuales interaccionan con los fragmentos de unién
al antigeno (Fab) de las inmunoglobulinas IgE. El uso de péptidos derivados de la secuencia
lineal de algunos alergenos ha permitido establecer la presencia de epitopos lineales o
secuenciales reconocidos por las IgE de sueros de pacientes. Cuando la proteina esta plegada,
algunos de estos residuos de aminoacidos se encuentran cercanos entre si y expuestos al
disolvente, formando lo que se conoce como epitopos discontinuos o conformacionales. La
informacion actual sobre este tipo de epitopos conformacionales es aun escasa, debido
principalmente al limitado namero de estructuras tridimensionales de alergenos que estan
reportadas a la fecha. En la base de datos SDAP (Structural Database of Allergenic Proteins), la
cual proporciona informacion acerca de la secuencia, estructura y epitopos secuenciales (IgE) de
alergenos, se muestra que Unicamente existen reportes de la estructura terciaria del 10 % de las
moléculas. Ademas, también se indica la carencia de discriminadores fisicoquimicos, tales como
volumen e hidrofobicidad de los residuos involucrados en un epitopo, que definan a las
proteinas alergénicas (http://fermi.utmb.edu/SDAP/) [6,7].

Por lo tanto, los estudios estructurales, tanto de los anticuerpos y complejos alergeno-
anticuerpo, asi como los de los receptores de alta afinidad son fundamentales en la comprensién
de esta cascada de eventos tan complicada. A la fecha existen escasos reportes de este tipo de
complejos. En el 2000 Mirza, O. y cols. reportaron la estructura tridimensional del complejo entre
el alergeno Bet v1, que es la profilina del polen del abedul (Betula verrucosa) y un fragmento Fab
de un anticuerpo monoclonal murino (BV16) dirigido contra ese alergeno. En dicho estudio se
selecciond al anticuerpo BV16 como modelo de interaccién, debido a que las IgE humanas
especificas para los alergenos son policlonales vy dificiles de obtener. El uso de IgG en lugar de
IgE se justifica ya que facilita el proceso de cristalizacién para los estudios por difraccién de
rayos X, debido a que se requieren cantidades apreciables de las proteinas, asi como un alto
grado de homogeneidad [8].

En la Figura 2 se muestra un diagrama de liston del complejo Bet v1-BV16, donde el
alergeno se muestra en la parte superior en color amarillo-rojo y el Fab en color lila-azul (hojas
beta y hélices, respectivamente). Cabe mencionar que este complejo anticuerpo-alergeno es el
unico reportado a la fecha en el Banco de Datos de Proteinas (PDB). Las conclusiones
principales de dicho trabajo son que las interacciones observadas para este complejo son
similares a las descritas para otros complejos antigeno-anticuerpo. Para este tipo de
interacciones se ha establecido que entre 15 a 22 residuos de aminodacidos son los que estan
involucrados. De éstos, sélo de 3 a 5 residuos (hot spots, puntos clave) del alergeno contribuyen
a la energia de unién a través de interacciones de tipo electrostatico, de van der Waals e
hidrofébicas, las cuales generan constantes de asociacién con valores que fluctdan entre 10°y
10° M. El epitopo tiene dimensiones que estan dentro de los limites observados para otros
alergenos ~ 930 A? (Fig. 3) y esta formado por los residuos de aminoacidos que estan
conservados en las principales proteinas alergénicas de las especies relacionadas de la familia
Fagales. Lo que es relevante es que aun cuando la existencia de epitopos conformacionales
dominantes de unidn a IgE es todavia controversial, el concepto esta soportado por el hecho de
una exposicion de las regiones superficiales conservadas entre homélogos estructurales e
isoalergenos.
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Figura 2. Estructura cristalografica del complejo entre el alergeno Bet v 1 del polen
del abedul (Betula verrucosa) y el anticuerpo monoclonal murino BV16, a 2.9 A de
resolucion. La caracteristica estructural principal del alergeno es una hoja
antiparalela de siete hebras que rodea a una hélice alfa anfipatica de 25 residuos.
Todas las regiones hipervariables y de unién al antigeno CDRsdel anticuerpo BV16
estan involucradas en interacciones con el alergeno, participando en 8 puentes de
hidrégeno, excepto L2, Nota: En los dominios variables de las Ig existen 3 regiones
que son especialmente variables de unas Ig a otras y se denominan regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) o regiones de hipervariabilidad de la
cadena ligera (L1,L2,L3) y la pesada (H1,H2,H3). Con el plegamiento espacial, las
regiones CDR se proyectan hacia el exterior y forman la superficie de interaccion con
el Ag.
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Figura 3 Epitopos conformacionales para tres alergenos cuya estructura esta
reportada en el PDB (Bet v2, Hev b 6.02 y Hev 8).

Estructura del complejo IgE-receptor

Otra aportacién de gran relevancia en este campo ha sido la determinacion de la
estructura tridimensional del complejo entre el receptor de alta afinidad FCeRI y el dominio Fc
(fragmento cristalizable) de una inmunoglobulina IgE, particularmente en el andlisis de los
dominios interactivos que permitié buscar e identificar moléculas que pudieran competir en dicha
interaccion. La estructura cristalografica del complejo a 3.5 A de resolucion revelé un arreglo
novedoso entre cada una de las dos cadenas del dimero Fc de la IgE y el FCeRla. La interaccion
de un receptor con el Fc-IgE bloguea la unién de un segundo receptor [9] (Fig. 4). Esta estructura
permitid esclarecer las interacciones atomicas que regulan la especificidad y la estequiometria
del complejo involucrado en la reaccién alérgica. Ademas, en uno de los sitios de interaccion se
encontré una molécula de detergente (CHAPS), utilizado en el proceso de cristalizacién, que
sirvi6 de guia para el disefio de inhibidores especificos para el tratamiento de la alergia, la
anafilaxia y el asma. Es claro entonces que el estudio de la interaccion entre los alergenos, las
IgE especificas y el receptor FCeRI es clave en la comprensién de los mecanismos de
hipersensibilidad y atopia y puede llevar al desarrollo de nuevos medicamentos que ataquen a
las alergias desde su origen. Cabe sefialar que practicamente todos los medicamentos que
existen en la actualidad Unicamente tratan los sintomas una vez que se ha establecido la
respuesta alérgica.
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Figura 4. Vista lateral de la estructura cristalografica del complejo entre el IgE-Fc y el
receptor de alta afinidad FceRlo La estructura revela que un receptor (en amarillo y
rojo) une a una molécula dimérica del IgE-Fc (lila y azul) de forma asimétrica a través
de interacciones en dos sitios. La membrana celular se encontraria abajo del
receptor. La interaccion de un receptor con el IgE-Fc bloquea la unién con un
segundo receptor.
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Proteinas alergénicas del latex del arbol del hule (Hevea brasiliensis)

Una fuente importante de proteinas alergénicas proviene del latex del arbol del hule
(Hevea brasiliensis) [10]. Debajo de la corteza, pero exterior al floema de este arbol existe una
red de células especializadas, denominadas laticiferas, cuyo citoplasma contiene hule natural
(poliisopreno), agua y otros organelos citoplasmaticos. La composicion del latex se muestra en la
Tabla I, en donde se aprecia un bajo contenido proteico (1-2%), el que depende de la clona, el
clima, el tipo de suelo y la fertilizacion. Es importante distinguir el hule natural de los elastdémeros
sintéticos, como: el hule butilico (derivado de petréleo), los polimeros de 2-clorobutadieno
(neopreno®) y copolimeros de butadieno y acrilonitrilo. Los productos de hule sintético no
representan un riesgo para personas sensibilizadas a las proteinas de hule natural.

Tabla I. Principales componentes del hule natural y manufacturado (latex de H.

brasiliensis)
Componentes Latex natural Latex manufacturado
(%) (%)
Agua 55-65
cis-1,4 poliisopreno 25-45 93.5
Proteinas 1-2 2-3
Lipidos 09-1.7 3.3
Carbohidratos 1.2 0.4

A diferencia de otras alergias mediadas por IgE, las cuales son inducidas por uno o0 unos
cuantos alergenos, en el hule natural existen cientos de proteinas que pueden variar en su
potencial alergénico y algunas de ellas se encuentran presentes en los productos
manufacturados con este material [11-13]. La alergia a este tipo de alergenos se ha convertido
en un problema importante de salud para los grupos de riesgo como los médicos, las
enfermeras, los odont6logos y los pacientes que han sufrido intervenciones quirdrgicas multiples.
La prevalencia de la sensibilizacion al latex en la poblacién en general puede alcanzar hasta el
1%; sin embargo, en algunos grupos como los trabajadores de la salud, puede fluctuar entre el
12 y el 18% o bien de un 50% en pacientes pediatricos sometidos a cirugias mdultiples.

Cabe sefialar que "alergia al latex" se define como cualquier reaccion al hule natural (H.
brasiliensis) o a sus productos, mediada por mecanismos inmunolégicos que se acompafia de
manifestaciones clinicas. Las reacciones inmunoldgicas a las proteinas (Hev b) del latex pueden
ser de hipersensibilidad Tipo | o Tipo IV y reacciones de contacto [14].

Reacciones irritantes de contacto: son las mas frecuentes, se desarrollan en periodos
cortos (minutos) o largos (horas) después de la exposicion a guantes, productos quimicos
o al latex en su forma natural. Usualmente son benignas, con hiperemia, prurito y ardor en
el sitio de contacto
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Dermatitis de contacto alérgica o reaccién Tipo IV de hipersensibilidad mediada por
células: es una reaccion de hipersensibilidad retardada como resultado de la generacion
de linfocitos T sensibilizados a los aditivos del latex.

Reaccién de hipersensibilidad Ttipo I, mediada por IgE: esta es la reaccion mas grave y la
gue produce mayor morbilidad y mortalidad. Durante la exposicion inicial se produce la
sensibilizacion del individuo, con la generaciéon de IgE especifica contra las proteinas del
latex. Estas actian como antigenos, activan los linfocitos B, CD3, CD4 y Th2 que
producen la IgE especifica anti-Hev b, la cual se liga a los receptores en la superficie de
los mastocitos tisulares y los basofilos circulantes. Cuando se produce una segunda
exposicion, las proteinas Hev b entrecruzan la IgE ligada en la superficie de las células e
inducen la degranulacién de los mastocitos y baséfilos sensibilizados (Figs. 1y 3) [15].

La historia de la explotacion comercial de hule surgio en 1839, cuando Charles Goodyear
descubrié el proceso de vulcanizacion. El hule vulcanizado es elastico y mas resistente que la
materia prima, ya que el azufre entrecruza las cadenas poliméricas del isopreno, el cual le da las
caracteristicas Unicas de flexibilidad, durabilidad y barrera de proteccién contra virus y
microorganismos. El producto de hule que mas frecuentemente se asocia con problemas de
sensibilizacion y alergia es el guante para uso médico, cuya utilizacion se incrementd en
respuesta a las recomendaciones emitidas por el CDC (Center for Disease Control, Centro para
el Control de las Enfermedades) en 1987 y 1989 [16]. El uso de guantes de latex en otras
actividades como la manipulacién de alimentos se increment6é también a partir de 1987. Es
importante sefialar que, a la fecha, se han reportado mas de 40,000 productos de consumo
general que pueden contener hule natural, lo que ha ocasionado la aparicién de otros grupos de
riesgo.

Proteinas alergénicas presentes en el hule natural

En el latex del arbol del hule se han identificado cincuenta y seis proteinas alergénicas
distintas que son reconocidos por las IgE de las personas alérgicas a este material. De éstas,
trece son las principales responsables de la sensibilizacién de individuos susceptibles y se les ha
asignado una nomenclatura oficial por parte del Subcomité de Nomenclatura de Alergenos de la
Union internacional de Sociedades de Inmunologia [17]. En la Tabla Il se describen algunas
caracteristicas de estos alergenos, entre los que se encuentran proteinas relacionadas con la
biosintesis del poliisopreno, asi como de la coagulacién y elongacién del hule. También estan
presentes varias proteinas relacionadas con la patogénesis (RP), como la p1,3-glucanasa y la
quitinasa, ademas de proteinas estructurales como la profilina y el complejo de microhélice, y
proteinas pequefias como la proheveina y la patatina. Mas recientemente se han clasificado a
una proteina de transferencia de lipidos y una esterasa. Ademas para algunas de estas
proteinas se han reportado una o varias isoformas [18].

Entre los alergenos mas relevantes se encuentran el Hev b 1 (factor de elongacién del
hule), Hev b 2 (glucanasa), Hev b 4 (homélogo de la lecitinasa), Hev b 5 (proteina acida) y Hev b
6 (proheveina), la cual se rompe naturalmente en dos cadenas polipeptidicas, el dominio C-
terminal (Hev b 6.03) y la heveina (Hev b 6.02). Este ultimo es una lectina de 43 residuos de
aminoacidos con una masa molecular de 4.7 kDa, que pertenece al grupo de las proteinas
relacionadas con la patogénesis y cuya estructura tridimensional hemos reportado a alta
resolucion (1.5 A) (19). En negritas se muestran algunas proteinas estudiadas por nuestro grupo
de trabajo.
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Tabla Il. Principales alergenos del latex de H. brasiliensis clasificados de acuerdo a la Unién
Internacional de Sociedades de Inmunologia

P e P I
Aleraeno (kDa) funciéon biolbaica como aleraeno Reaccién cruzada
Hevb 1 14.6 Factor de elongacion del Alta (EB) No observada
hule

Hev b 2 34-36 B-1.3-alucanasa Media Media

Hevb 3 24-27 Proteina asociada al hule Alta (EB) No observada

Hev b 4 50-57 B-alucosidasa No determinada No observada

Hevb 5 16-24 Proteina estructural Alta No observada
Hev b 6.01 20 Proheveina Alta Alta (Platano, Kiwi y Aguacate)
Hev b 6.02 4.7 Heveina Alta Alta (Platano, Kiwi y Aguacate)
Hev b 6.03 14 Dominio C de proheveina Alta Alta
Hev b 7.01 42 Esterasa del Suero B Baja-Media No determinada
Hev b 7.02 44 Esterasa del Suero C Media (EB) No determinada

Hev b 8 14 Profilina Baija Media

Hevb9 51 Enolasa Baija Media

Hev b 10 26 Mn-superoxido dismutasa Baja Media

Hev b 11 32 Quitinasa de Clase | Baja Alta (alergenos de frutas y

dominios tino heveina

Hev b 12 9 Transporte de lipidos Baja Reaccion cruzada con frutas
Hev b 13 Esterasa Alta No determinada

Hev b 6.02 es uno de los alergenos de H. brasiliensis que mas se ha estudiado en los
ultimos afios, en relacion a la identificacion de epitopos conformacionales (IgE). Recientemente,
Karisola, P. y col. [20,21] describieron dos sitios de reconocimiento a IgE utilizando quimeras y
algunas mutantes de Hev b 6.02, asi como estudios moleculares in silico. Con base a sus
resultados, este grupo sugiere que las regiones N-terminal y C-terminal (Arg®, Lys™, Glu®®, Tyr*,
His** y GIn*) son las que esencialmente determinan la unién a IgE. Sin embargo, en estos
reportes no se demuestra que el plegamiento de las proteinas mutadas haya sido el adecuado.
Estos resultados discrepan con reportes previos, que de manera independiente mostraron la
presencia de los dos triptofanos presentes en el alergeno (Trp?! y Trp®) en los epitopos lineales
[22,23].

Por otra parte, nuestro grupo de investigacion ha propuesto a residuos criticos tales
como Trp®*, Trp® GIuU*® y Asn™ como un epitopo conformacional dominante, utilizando
modificacion quimica de los triptofanos y estudios cristalograficos e inmunolégicos de este
alergeno y de una de sus isoformas (Hev b 6.0202) (Figs. 5 y 6). Ademas, un analisis de las
secuencias de sesenta proteinas alergénicas o potencialmente alergénicas que presentan
dominios tipo heveina [19] corroboré la relevancia de los residuos criticos mencionados. Esto
sugiere su participacién en epitopos superficiales discontinuos en la superficie de alergenos tales
como Hev b 6.02, algunas de sus isoformas, asi como en Hev b 11. Es importante sefialar
también que dichos residuos forman parte del sitio de unién a oligosacaridos de N-acetil-
glucosamina.
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Trp23

Asn/Aspi4

Figura 5. Superposicién de las estructuras cristalograficas del Hev b 6.02 (verde) y
una de sus isoformas (Hev b 6.0202) (naranja), resueltas a 1.5 y 1.7 A de resolucion,
respectivamente (r.m.s. 0.2). Los residuos aromaticos Trp**, Trp%, Tyr*, asi como
Asn**y Glu® estan formando parte de un epitopo conformacional dominante.

Figura 6. Comparacion de los potenciales electrostaticos del Hev b 6.02 (izquierda) y
su isoforma (derecha). En rojo se muestra el potencial negativo y en azul el positivo.
En el extremo derecho de la isoforma (flecha) se aprecia una region mas negativa
(Asp™ en la isoforma y Asn en el Hev b 6.02) [24].
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Ademas, para los estudios inmunologicos de la interaccién entre Hev b 6.02 e IgE se han
preparado anticuerpos monoclonales murinos (6D6 y 6E7), asi como fragmentos variables de
cadena sencilla (scFv) de origen humano, utilizando un sistema de despliegue de fagos.
Asimismo, se han obtenidos IgE’s de pacientes pediatricos y adultos alérgicos a las proteinas del
hule. Los estudios de inhibicién entre los anticuerpos modelo producidos in vitro y las IgE’s de
sueros de pacientes revelaron que compiten entre ellos al interactuar con Hev b 6.02,
obteniéndose hasta un 50% de inhibicion con el anticuerpo murino Ab 6D6. Al analizar la
interaccién anticuerpo 6E7-Hev b 6.02, se encontré que los residuos Trp?* y Trp® son criticos en
el reconocimiento por IgE de sueros de pacientes, ya que al modificarlos quimicamente la
interaccién se inhibié en un 80%. Finalmente, mediante estudios in silico de la asociacion entre
scFv8 y Hev b 6.02, se observé que los CDR’s del dominio variable del fragmento de unién al
antigeno, presentes en una ranura, interactGan con residuos polares tales como la Arg®, la Lys10
y el Asn'. Estos resultados permiten especular que los scFv reconocen un epitopo
conformacional en Hev b 6.02 diferente al que reconocen los anticuerpos murinos y las IgE de
sueros de pacientes.

Reactividad cruzada

Aproximadamente del 30 al 50% de los individuos que son alérgicos al hule natural
muestran una hipersensibilidad asociada con algunas frutas, conocida como el sindrome de
alergia al latex-frutas [25,26]. Cabe mencionar que Hev b 6.02 esta presente como un dominio
estructural en varias proteinas de plantas tales como las quitinasas de clase | y algunas lectinas
multidominio [27], por lo que ha sido asociado con la reactividad cruzada con alimentos.
Asimismo, se han demostrado reacciones cruzadas entre proteinas del latex de arboles como
Ficus benjamina, Ficus carica y Ficus elastica, [28]. Igualmente, se han encontrado epitopos
comunes en alergenos de frutas como el kiwi, el aguacate, la papaya, las castafias y con algunos
aeroalergenos de los polen [29].

En un intento por tratar de encontrar homologias estructurales entre los alergenos que
presentan reactividad cruzada con el latex, se realizé una basqueda en el Banco de Datos de
Proteinas (PDB) de las proteinas alergénicas cuya estructura tridimensional estuviera reportada
y de los cuales se conocieran sus epitopos lineales. Al analizar los resultados se observé la
presencia de parches especificos en la superficie, que consisten de una inusual proporciéon de
residuos aromaticos cercanos entre si y expuestos al disolvente, en concordancia con lo
observado para el Hev b 6.02. En la Figura 3 se muestra una comparacion de las superficies de
los alergenos Bet v2 (profilina del polen del abedul Betula verrucosa), el Hev b b 6.02 y el Hev b
8 (profilina del hule). En Bet v2 y Hev b 6.02, varios residuos aromaticos y polares presentes en
los epitopos lineales, se encuentran cercanos en la superficie. Es importante mencionar que, en
este tipo de moléculas, dichos residuos también forman parte del sitio de unién a los
carbohidratos o la actina, los cuales pudieran conformar un epitopo discontinuo. Cabe sefialar
gue cinco proteinas del hule natural (Hev b 2, Hev b 6.02, Hev b 7, Hev b 8 y Hev b 11) y varias
quitinasas de clase | derivadas de plantas han sido asociados con el sindrome de latex-frutas-
polen. La reactividad cruzada parece deberse a los anticuerpos IgE que reconocen epitopos
similares que representan estructuras conservadas en proteinas filogenéticamente relacionadas.
Los parches que han sido identificados pueden representar patrones moleculares reconocibles
por los receptores de las células del sistema inmune.

Estos resultados concuerdan con reportes recientes que indican que el sistema inmune
pudo haber evolucionado para detectar regiones hidrofébicas de proteinas inmunogénicas, las
cuales consisten principalmente de parches ricos en residuos aromaticos, mas que de la
secuencia de aminoacidos. Estos residuos normalmente se encuentran ocultos, pero pueden
exponerse por la pérdida de un ligando especifico que esté integrado a su estructura
tridimensional [30]; sin embargo, también pueden encontrarse expuestos al disolvente [19].

24



Rodriguez Romero et al.
____________________________________________________________________________________________________________________|

Perspectivas

Los descubrimientos recientes acerca de la estructura molecular de los alergenos, los
complejos alergeno-anticuerpo —generalmente el Fab- y anticuerpo IgE-Fc-receptor,
proporcionan imagenes tridimensionales de como y donde interaccionan estas moléculas. A
pesar de la gran cantidad de estudios reportados a nivel inmunolégico y bioquimico y los
escasos a nivel fisicoquimico y estructural, no se tiene una idea clara del por qué algunas
proteinas son alergénicas o cuales son las caracteristicas fisicoquimicas de los epitopos
conformacionales reconocidos por las IgE’s. Esto contrasta con el conocimiento actual sobre el
mecanismo por el cual se inicia y se desarrolla una respuesta inflamatoria de tipo alérgica. Esto
es, se conoce como se lleva a cabo la activacion de los mastocitos y se sabe cuales son los
principales mediadores liberados y su accién en el organismo; también se conoce, en gran
medida, el mecanismo de sefializacion a partir de la unién del alergeno al complejo IgE-FceRlI, e
incluso se han logrado avances importantes en el estudio de cémo reconocen los células
presentadoras de antigenos a los alergenos, mediante un receptor FceRIl, que parece promueve
la proliferacion de TH2. Es evidente que a pesar de todos estos avances aun falta mucho para
poder conocer a todos los protagonistas de esta cascada de eventos tan importante.
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ESTUDIOS FISICOQUIMICOS Y ESTRUCTURALES DE ALERGENOS DE HULE Y DE SU
INTERACCCION CON ANTICUERPOS

Resumen

Las alergias mediadas por inmunoglobulinas de tipo E (IgE) son consideradas un
problema de salud publica importante en el mundo industrializado, debido a la capacidad que
poseen algunas proteinas, normalmente inocuas (alergenos), para inducir reacciones alérgicas
en pacientes sensibilizados. Diferentes grupos de investigacion estan enfocando sus esfuerzos
en realizar estudios inmunoldgicos y moleculares de alergenos proteicos que permitan esclarecer
las bases del potencial alergénico y de la reactividad cruzada, las cuales pudieran estar
relacionadas con las caracteristica fisicoquimicas y estructurales de los mismos. La alergia al
latex del arbol de Hevea brasiliensis ha sido muy estudiada en las Ultimas décadas vy, por lo
tanto, se han realizado numerosos intentos para explicar el incremento en la incidencia de esta
enfermedad. Recientemente se han logrado avances muy importantes en la expresion,
purificacion y caracterizacion molecular de varios alergenos del hule natural; no obstante, la
informacion estructural es aiin muy limitada. La reactividad cruzada puede predecirse mediante
andlisis comparativos de la estructura primaria; sin embargo, la capacidad para inducir IgE esta
determinada por otro tipo de factores. El conocimiento de la estructura tridimensional, utilizando
técnicas experimentales, facilita la identificacion e incrementa la posibilidad de modificar epitopos
conformacionales, que podran ser herramientas poderosas en el diagndstico de la alergia al hule
natural, asi como agentes potenciales para inmunoterapias.

Palabras clave: Alergenos de plantas, interaccion con anticuerpos, estructura de rayos-X.
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Abstract

The FFo-ATP synthase is the most efficient molecular motor designed by nature to
synthesize ATP from ADP and Pi. In mitochondria, its functioning is controlled by a regulatory
subunit (IF;) that hinders rotation of the central stalk of the enzyme and the -catalytic
conformational changes of the g subunits when the proton gradient decreases as it does during
ischaemia. Besides this major role, the F;F, complex contributes to give shape to the
mitochondrial inner cristae by dimerizing and polimerizing and therefore increasing the membrane
surface that is available to carry out the oxidative phosphorylation. The dimerization of the
enzyme is induced by F, subunits such as e and g. On the other hand, IF; and probably other F;
or second stalk subunits contribute to stabilize the ATP synthase dimer by connecting the F;
portions. This stability is the target of the most severe mutations that produce mitochondrial
myopathies that map on the ATP6 gene of the Fy subunit 6. The ATP6 mutations decrease the
stability of the monomer and the dimer of the enzyme and hinder the proton flow through the Fq
channel; this produces mitochondrial hyperpolarization and chronic mitochondrial oxidative
damage, thus explaining the severity of these mutations for the human physiology. This
knowledge opens a new trend to assay novel gene therapy strategies for the treatment of these
illnesses at the molecular level. Finally, some of the subunits of the enzyme are exported to the
surface of various cell types and work as receptors to different ligands that regulate angiogenesis
and cholesterol homeostasis, among other processes. Some subunits such as IF; and g localize
at the cell surface but not forming a stoichiometric complex as that found in mitochondria. It
remains to be resolved which other subunits of F; and F, are found in the plasma membrane of
several cell types, and how is the biogenesis that bring these F; subunits to the plasma
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membrane, as well as the signal transduction mechanisms by which the ATP synthase subunits
work at the cell surface.

Keywords: F1Fo-ATP synthase, dimer, inhibitor IF,, crestas, ATP6, plasma membrane.

Introduccion
La F1Fo,-ATP sintasa como el motor molecular mas eficiente de la naturaleza

La F4Fo-ATP sintasa es una de las enzimas mas estudiadas debido a las siguientes
razones: 1) Es una enzima ubicua presente en las bacterias, las mitocondrias y los cloroplastos
que provee aproximadamente el 90% del ATP necesario para la mayoria de las funciones vitales
de las células y 2) Es el motor molecular mas pequeno de la naturaleza que funciona con un
mecanismo rotacional cuya eficiencia de acoplamiento energético es cercano al 100%. Este
acoplamiento ocurre entre su parte catalitica extra-membranal o F;, donde se encuentran los tres
sitios cataliticos que se alternan para sintetizar ATP a partir de ADP y fosfato inorganico (Pi), y el
canal de protones o Fy que se encarga de transportar protones a través de la membrana. Estas
dos razones han hecho de este factor de acoplamiento, un modelo experimental fascinante y
clave en el desarrollo de la investigacion bioquimica y molecular que ha llevado a grandes
hallazgos. La importancia biolégica de la enzima se hace evidente por ejemplo, al saber que el
ser humano necesita sintetizar diariamente el equivalente a su propio peso en forma de
moléculas de ATP para poder sostener todas sus funciones vitales. Esto se ha verificado por
ejemplo, en pacientes que contienen mutaciones en un gen mitocondrial que codifica para una
de las subunidades de la porciéon F, (el canal de protones) de esta enzima. En las células de
estos pacientes, una reduccion de aproximadamente 50% en la velocidad de la actividad de la
F1Fo-ATP sintasa debida a estas mutaciones, conlleva al desarrollo de sindromes metabdlicos
mortales en los primeros afios de vida (tal es el caso del sindrome de Leigh, ver mas adelante).
Esto implica que el umbral de actividad de la enzima debajo del cual la vida humana es
insostenible es aproximadamente el 50% de la velocidad normal de sintesis de ATP. En muchos
otros organismos, tanto eucariontes como procariontes, aunque este umbral puede ser diferente,
se ha demostrado que al eliminar por completo la actividad de la enzima por mutaciones
llamadas knock-out, donde se bloquea la expresion de uno o varios de los genes de la enzima, la
viabilidad se pierde por completo. Es decir, la enzima es completamente esencial para la vida
desde sus formas mas simples como en los organismos bacterianos, como en los seres
fotosintéticos incluyendo a las bacterias fotosintéticas, las algas y las plantas, hasta los
organismos mitocondriados desde los méas simples como las levaduras, hasta los mas complejos
como los mamiferos, incluyendo a la especie humana.

Para realizar de manera eficiente la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi, dado que ésta es
una reaccion termodinamicamente desfavorable o endergonica, la ATP sintasa de todos los
organismos ha adquirido rasgos estructurales unicos que permiten aprovechar la energia
electroquimica de los gradientes transmembranales de protones en las bacterias, los
cloroplastos y las mitocondrias para impulsar la sintesis del ATP. Esto involucra por supuesto al
canal de protones Fq (el cual transporta iones sodio en lugar de protones en algunas bacterias
halofilicas), que funciona como una leva de protones pues cuando éstos atraviesan la membrana
a través del canal Fy, hacen girar a un barril formado por 10-12 copias de una subunidad
protonable (denominada subunidad ¢ en las bacterias, lll en los cloroplastos y 9 en las
mitocondrias). Este barril de 10-12 subunidades protonables estd unido a un cuello central
giratorio que induce los cambios conformacionales alternantes de los sitios cataliticos en la
porcion F; que impulsan la liberacion del ATP recién sintetizado de la enzima (Fig. 1). Resumir
este mecanismo es ahora sencillo, pero todo este conocimiento se debe a mas de 40 afios de
estudios en muchos laboratorios alrededor del mundo. Uno de los pioneros en el campo fue el
grupo de Efraim Racker, quien fue el primero en demostrar que la parte F; se puede separar
fisicamente del canal Fy en particulas submitocondriales que perdian su capacidad fosforilante.
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La F, soluble asi aislada conservé la actividad de F;-ATPasa, y al reconstituirla en membranas
invertidas se recuperdé la fosforilacion oxidativa. Posteriormente, una serie de grupos encontré
que la F4 contiene 3 sitios cataliticos y tres regulatorios que unen nucleotidos, y que la cinética
de la catdlisis muestra cooperatividad cinética positiva, pero cooperatividad negativa en la union
de los nucleotidos. Este mecanismo cinético tan complejo llevado a cabo por tres sitios
cataliticos, tardo varios afios en comprenderse. Fue hasta que el ahora premio Nobel Paul D.
Boyer demostré, por medio de experimentos cinéticos de recambio isotépico de los
intermediarios de la catalisis de la enzima, que los tres sitios cataliticos tenian que alternarse en
tres conférmeros de diferentes afinidades por los sustratos y los productos para explicar todos
los hallazgos cinéticos que se habian descrito con la F4-ATPasa.

ADP + Pi

ATP

Figura 1. Mecanismo rotacional de la F1Fo-ATP sintasa mitocondrial de corazén de bovino en
un modelo del dimero de la enzima. Los protones se transportan de acuerdo a su gradiente
electroquimico por la interfase a/c1o-12 y hacen girar al rotor (c1o-12 /7/8/¢) en el sentido indicado
para impulsar la liberacion del ATP sintetizado de los tres sitios cataliticos que se van
alternando en la catalisis conforme gira el cuello central. Un cuello lateral (a/b/d/OSCP)
funciona como estator y ancla al hexamero asfs a la membrana, asi el rotor puede girar e
inducir la alternancia de los sitios cataliticos. La proteina inhibidora (IF4) se une entre el rotor y
el estator por su extremo N-terminal e impide la rotaciéon y los cambios conformacionales
cataliticos, es posible que su extremo C-terminal forme un puente entre las partes F4
cataliticas como se indica en la interfase del dimero. Otras subunidades de las partes Fo como
e y g forman la interfase de dimerizaciéon que confiere mayor estabilidad al dimero. Ver texto
para mas detalles.

Asimismo, Boyer [1] propuso que la manera mas sencilla de explicar tal alternancia era
suponer que habia una rotacion de las subunidades no cataliticas, es decir las subunidades
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unicopia v, & y/o g, respecto a las tres copias de heterodimeros o/ que comprenden la parte
simétrica de la porcion F; (ver Fig. 1). Esta rotacion produciria cambios conformacionales
alternantes en los tres sitios cataliticos de acuerdo al sentido del giro de una o varias de estas
subunidades que confieren asimetria a la porciéon F4. Boyer mismo, encontré que una de las
maneras de comprobar esto seria entrecruzar covalentemente a las subunidades entre si, y
aquellos entrecruzamientos que inhibieran la actividad de la enzima de manera proporcional al
rendimiento del entrecruzado, serian muy probablemente aquellos que impidan el movimiento
giratorio de una subunidad respecto a la otra. Esta aproximacion inicial efectivamente corroboré
que al entrecruzar a las subunidades de la F;-ATPasa de Escherichia coli, con ditiobis-
succinimidil propionato o DSP, la actividad de ATPasa disminuyd, pero se formaron varios
entrecruzamientos entre las subunidades o/fy, dy ¢, de tal manera que no se logrd discernir
cuales de estos entrecruzados eran los responsables de inhibir la actividad de F-ATPasa. Este
trabajo sent6 un precedente con el cual posteriormente se formaron entrecruzamientos
disefados por ingenieria de proteinas y biologia molecular para formar puentes disulfuro Unicos
y especificos entre dos subunidades tanto de la F;-ATPasa como a lo largo de todo el complejo
F1Fo. La hipétesis detras de estos experimentos era que la rotacion intrinseca, y por lo tanto la
actividad de ATPasa de la enzima se bloquearian con aquellos puentes que conectaran
covalentemente a dos subunidades que rotaran o cambiaran de posicién una respecto a la otra
durante la catalisis, y que estos efectos serian reversibles en condiciones reductoras. En varios
laboratorios, y principalmente en el de Roderick A. Capaldi, se demostré que cuando se
generaban puentes disulfuro entre las subunidades ye, o ¢ con las subunidades o. o 3 de la F4, se
bloqueaba la actividad de F.-ATPasa o F{Fy-ATPasa, mientras que cuando se generaban
puentes disulfuro entre a 0 B con 8, 0 a con b, o entre las mismas subunidades ys y ¢, no se
bloqueaba la actividad. Esto implico que las subunidades centrales (y¢ y c) se mueven
simultdaneamente como un rotor en el cuello central de la enzima, respecto a las subunidades o/
de la porcion F4 y que éstas forman otro complejo estatico (o estator) con las subunidades &
(OSCP), b y a; esta ultima subunidad ancla a la enzima en la membrana y conecta las porciones
Fo y F1 por medio de un segundo cuello periférico formado por las subunidades b y 8 (OSCP)
(Fig. 1). Por lo tanto, con estos datos se predijo que ademas del cuello central que afos atras se
habia observado por microscopia electrénica conectando la porciéon F; con Fy, debia existir otro
cuello lateral formando parte del estator de la enzima. La funcion de este cuello lateral es la de
sostener al hexamero o/f para que el rotor pueda girar respecto al estator y de esta manera
inducir los cambios conformacionales alternados de los sitios cataliticos sin que estos ultimos se
arrastren con la inercia del giro del rotor. La evidencia estructural que demostré la presencia de
este segundo cuello provino de experimentos de microscopia electrénica de alta resolucién que
pudieron resolver la presencia de este segundo cuello lateral que conecta a la porcion F4 por
medio de la subunidad & de E. coli o también llamada OSCP en la enzima de bovino. Una de las
evidencias mas poderosas a favor del mecanismo rotacional de la enzima provino del analisis de
difraccion de rayos X de la estructura de la F-ATPasa. Varios estudios previos habian
demostrado que la F; contiene a sus subunidades o/p anternandose entre si como una naranja
de 6 gajos [2] y que en medio de esta estructura se colocaban las subunidades pequefas de la
enzima de E coli (y y €). Finalmente, la resolucién de 2.4 A de la enzima de corazén de bovino
por el grupo de John E. Walker resolvio inicialmente parte de la estructura de la subunidad vy la
cual se extendia como un eje central entre el hexamero o/p y recientemente la estructura de la
enzima con su proteina inhibidora asociada [3] (Fig. 1). Esto no sélo apoyd la hipotesis
rotacional del mecanismo de la enzima, sino que ademas dio mucha informacién estructural para
el disefio de mutantes y de puentes disulfuro en las enzimas bacterianas cuyas estructuras se
resolvieron posteriormente de manera similar,, encontrdndose la misma geometria de
rotor/estator en la F-ATPasa. La combinacién del disefio de puentes disulfuro inhibitorios, junto
con el marcaje especifico de cisteinas introducidas en la subunidad y con sondas fluorescentes,
asi como el recambio de diferentes subunidades B entre los puentes disulfuro p—y de manera
inducida por la hidrélisis de ATP, demostraron que efectivamente la subunidad y gira respecto a
las subunidades o/p de la porcion F; (Revisado en [4]). Sin embargo, la evidencia mas
contundente del mecanismo rotacional provino de la observacion directa de esta rotacion por
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medio del marcaje de la subunidad y con un filamento fluorescente de actina susceptible de
observarse en un microscopio de fluorescencia de alta resolucion que permite observar a
moléculas individuales. Este fascinante experimento se realizé inicialmente con la F,-ATPasa de
la bacteria termofilica PS3 la cual se inmovilizd por medio de extensiones de histidinas en los
extremos N-terminales de las subunidades a o . Esto permitié que la Fy quedara inmovilizada
“de cabeza”, y con un filamento fluorescente de actina unido a una cisteina introducida en la
subunidad y. El resultado fue espectacular: se observé un giro inducido por Mg-ATP que ocurre
siempre en el sentido opuesto a las manecillas del reloj, y que se detuvo al consumirse el ATP o
al bloquear a la enzima con inhibidores especificos de la F4 [5]. Después de estos experimentos
pioneros, han surgido muchos otros que han completado el cuadro y que demuestran que las
subunidades que giran son las del cuello central (ye y ¢ en la enzima bacteriana), y que las
subunidades del cuello lateral (b y & en las bacterias) conectan a la porcion F; con la F, por el
cuello lateral estatico. No solo eso, sino que se ha demostrado que el giro del rotor lo impulsa la
union de los nucledtidos a los sitios cataliticos, y no asi la ruptura del enlace fosfo-diéster del
fostato y del ATP [6]. Ademas, este giro ocurre en etapas de 120° las cuales a su vez se
subdividen en dos movimientos angulares de 90° y 30° asociados a la union del nucleotido y a la
liberacion del Pi respectivamente, durante la actividad de ATPasa [4, 5]. Por otro lado, también
se ha demostrado que este mecanismo rotacional funciona con una eficiencia cercana al 100%,
pues casi toda la energia proveniente de la union de los nicleotidos se transforma en energia
mecdanica que impulsa a la rotacidon del cuello central de la enzima. Durante la rotacion en el
sentido opuesto (de acuerdo a las manecillas del reloj visto desde F, hacia F;) la enzima es
capaz de sintetizar ATP impulsada por el flujo de los protones por la Fy y por la energia de union
del ADP y del Pi [4]. En este sentido, es clave el movimiento rotacional del anillo de subunidades
c, el cual forma una interfase con la subunidad a por la cual se transportan los protones. Aunque
todavia falta por resolver el mecanismo detallado de translocacién de protones por Fy, el modelo
mas aproximado es como sigue. Cada proton entra por un hemi-canal de la subunidad a que
protona a un carboxilo esencial de una subunidad ¢ (R", Fig. 1). Este residuo protonado realiza
un giro de casi 360° conforme el flujo de protones impulsa al anillo de subunidades c, hasta salir
por otro hemi-canal de la subunidad a hacia el otro lado de la membrana (Fig. 1). En pocas
palabras, la F1{Fo-ATP sintasa es el motor molecular mas pequefio y mas eficiente que se ha
descrito hasta ahora. Su mecanismo rotacional esta bien establecido y conforma uno de los
factores de acoplamiento mejor disefiados en toda la naturaleza.

Regulacidn de la rotacidn intrinseca de enzima para prevenir la actividad de F;F,-ATPasa
in vivo

Como todo motor molecular, el complejo F{F, es reversible, es decir, funciona tanto en el
sentido de la sintesis como en el de la hidrolisis de ATP. Como se explicd, cuando existe un
gradiente de protones significativo ademas de altas concentraciones de ADP y Pi, se favorece
que el rotor de la enzima gire en el sentido que cataliza la sintesis del ATP. Esto es lo que
normalmente ocurre en las mitocondrias y los cloroplastos que estan respirando vy
fotosintetizando de manera constitutiva, asi como en las bacterias que crecen en medios ricos de
substratos oxidables. Sin embargo, si alguno o varios de los substratos para la sintesis de ATP
disminuyen a niveles muy bajos, entonces el rotor central del complejo F1F, comienza a girar en
el sentido de la hidrdlsis del ATP y eso consume al ATP de la célula. Fisiolégicamente, en los
organismos respiratorios esto puede ocurrir por algun dafo mitocondrial asociado por ejemplo a
periodos prolongados de isquemia, esto detiene al aporte de oxigeno a la mitocondria y por lo
tanto decae el gradiente de protones. Esto mismo ocurre en las plantas, las algas y las bacterias
fotosintéticas durante los periodos de oscuridad, cuando se detiene el flujo de electrones
fotosintético, y por lo tanto se colapsa el potencial trans-membranal de los cloroplastos o de la
membrana plasmatica de las bacterias fotosintéticas. Por esto, la naturaleza ha disefiado o
modificado a algunas subunidades de la enzima para poder inhibir la actividad de F,F,-ATPasa
sin bloquear la de F;F,-ATP sintasa. En general, estos mecanismos de regulacién responden a
la caida del gradiente de protones en las bacterias y las mitocondrias o al potencial redox en los
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cloroplastos y las bacterias fotosintéticas. En ambos casos, al caer los gradientes
electroquimicos, algunas subunidades o dominios inhibitorios se estructuran de tal manera
dentro del rotor de la enzima que impiden el giro del cuello central impulsado por la unién del
ATP (revisado en [7]). En las bacterias, esta funcion inhibitoria la lleva a cabo la subunidad ¢ que
funciona como un trinquete, es decir, una estructura que favorece el giro del cuello central de la
porcion Fq en el sentido de la sintesis, pero lo inhibe en el de la hidrélisis. Se ha demostrado que
esta subunidad € es capaz de extender y enredar dos de sus a-hélices alrededor de la subunidad
v del cuello central y eso favorece la rotacién en el sentido de la sintesis de ATP. Por lo contrario,
cuando estas dos hélices se contraen cerca del dominio mayor de esta misma subunidad, este
conférmero interfiere con el giro del rotor y la actividad de ATPasa se inhibe. Esta ultima
conformacion se favorece cuando el gradiente de protones disminuye. Por otro lado, en los
cloroplastos de las plantas se ha demostrado que existe un puente disulfuro en la subunidad y
que no se presenta en la enzima bacteriana o mitocondrial, en un dominio adicional que se
encuentra localizado en el cuello central giratorio que conecta a la F; con la F,. Se ha
demostrado que la formacién de este puente disulfuro en condiciones oxidantes inhibe la
rotacion de y, mientras que la reduccion del mismo puente incrementa la velocidad de rotacion
del cuello central de la F,; (revisado en [7]). Este esquema concuerda con el funcionamiento in
vivo de la enzima de los cloroplastos; en condiciones de oscuridad se pierde el gradiente de
protones lo que induce condiciones oxidantes que favorecen la formacion del puente disulfuro en
y impidiendo que la F4Fy consuma al ATP sintetizado en condiciones de iluminacién. Por el
contrario, en condiciones de iluminacién, se induce la formacion del gradiente electroquimico de
protones en la membrana de los tilacoides, lo cual favorece la reduccion de una proteina llamada
tioredoxina. Esta proteina se encarga de reducir al puente disulfuro de la subunidad y lo que
permite el giro del cuello central, con lo cual se favorece la actividad de F,F,-ATP sintasa en el
cloroplasto.

Por otro lado, haremos énfasis en la regulacion de la enzima mitocondrial dado que es la
que se encuentra presente en todos los eucariontes, desde levaduras hasta la especie humana.
En mitocondrias existe una proteina inhibidora que es legendaria, dado que se aislé por primera
vez dos afios después de la primera purificacion de la F1-ATPasa mitocondrial por el grupo de
Racker. Desde entonces, se demostrdé que esta proteina inhibia la actividad de F4-ATPasa, es
decir, que se describié como el inhibidor fisiolégico de la enzima mitocondrial, y por ello se le
denominé “IF;” abreviando su caracter de inhibitorio de la F;-ATPasa. Desde entonces se han
realizado una cantidad enorme de estudios para entender el mecanismo inhibidor de esta
proteina. Por un lado, se han realizado estudios con la IF; unida a la F; 0 a la enzima completa
(complejo F41Fo-l) para analizar el mecanismo cinético de inhibicién y su sitio de unién en la
enzima. Por otro lado, se han estudiado las caracteristicas estructurales de la IF; aislada que
dan pauta a su funcién como inhibidor de la F{Fy,-ATPasa. En los primeros estudios realizados,
se encontré que esta IF; es una proteina pequefa, de 10 kDa, que se une a la F; con una
estequiometria de 1:1 de manera no-competitiva con el ATP. La unién de la IF; depende de que
la F, realice algunos ciclos de hidrdlisis, pues al parecer ésta se asocia a un intermediario de la
catalisis que contiene ADP unido en un sitio catalitico. También se demostré que esta IF, inhibe
a la enzima preferentemente en condiciones acidas (pH 6.5-6.8), mientras que a pH alcalino (7.8-
8.5) pierde su capacidad inhibitoria. Esto concuerda con el hecho de que la parte F4 se localiza
en la matriz mitocondrial, la cual mantiene un pH alcalino en presencia del gradiente
electroquimico de protones, indicando que la enzima puede sintetizar ATP en presencia de la IF;
en la mitocondria funcional. Sin embargo, en cuanto disminuye el gradiente de protones por
alguna disfuncion mitocondrial, la IFy puede ejercer su funcion inhibitoria con la mayor eficiencia
para prevenir la hidrodlisis del ATP por el complejo F;F, en estas condiciones. Por otro lado, se
encontré que la IF, es capaz de entrecruzar covalentemente con el dominio C-terminal de la
subunidad B de la F,, esto sugirio que el mecanismo de accion de esta proteina era el de
bloquear los cambios conformacionales de la subunidad  que son necesarios para la catalisis,
sin unirse directamente a uno de los sitios cataliticos de la enzima [8]. Posteriormente, se tratd
de discernir la regidn inhibitoria de la IF; que se une a la subunidad 3 por medio de la sintesis o
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expresion de fragmentos de diferentes regiones de la IF,, asi como el andlisis de los péptidos y
las mutantes dirigidas de la IF; para determinar que aminoacidos son clave para la inhibicién.
Todos estos trabajos demostraron que la regién importante para la inhibicién es un dominio
localizado del lado N-terminal de los residuos 17-47 (de un total de 84 que contiene la IF; de
bovino por ejemplo). En los extremos de este dominio inhibitorio se localizaron también algunos
residuos de histidina importantes para la regulacion del efecto inhibitorio por el pH. Las
mutaciones que cambiaron estas histidinas, hicieron que la IF; perdiera la regulacion por pH de
tal modo que algunas de ellas dejaron de inhibir a pH acido, mientras que otras que mantuvieron
una carga positiva en estas posiciones, se volvieron inhibidores permamentes, de tal modo que a
cualquier valor de pH ejercieron su efecto inhibitorio [9, 10]. En resumen, la IF, se divide en dos
dominios funcionales, uno de inhibicion (17-47), y el otro de regulacién que comprende a las
histidinas regulatorias. Para resolver mejor la localizacién de la IF; en la estructura cuaternaria
de la F-ATPasa y de la FF,-ATP sintasa completa, en nuestro grupo nos dedicamos a
entrecruzar covalentemente a la IF; con subunidades adyacentes por medio del entrecruzador
reversible DSP, el mismo que inicialmente utilizé Paul D. Boyer para tratar de inhibir la rotacién
intrinseca de la Fy. Sorprendentemente, ademas de confirmar que la IF; entrecruzé con la
subunidad p de la F4, encontramos que también puede entrecruzar con las subunidades del
rotor, es decir con y y ¢ tanto en la F; soluble como en la F;F,-ATP sintasa completa. Este
resultado implicd que el dominio inhibitorio de la IF; se une entre el rotor y el estator de la
enzima, lo cual conformé la primera evidencia de que la IF; podria interferir no sélo con los
cambios conformacionales de las subunidades B, sino también con el giro del rotor o cuello
central de la enzima [11]. Posteriormente, el grupo del premio Nobel John E. Walker, confirmé
este resultado al resolver la estructura del complejo F4-I dimérico reconstituido con IF,
recombinante. En esta estructura se encontré que el dominio N-terminal de la IF; se une
directamente con el dominio N-terminal de la subunidad vy, en el corazén de la F;-ATPasa, a
través de una interfase a/f [3]. Este resultado confirmé que el mecanismo de la IF, es el de
inhibir tanto los cambios conformacionales de la subunidad 3, como el giro de la subunidad y.
Esto implica también, que tanto en las bacterias como en las mitocondrias y los cloroplastos, la
regulacion de la actividad de la enzima se concentra en el cuello central giratorio y que, al
bloquear la rotacion del mismo por diferentes mecanismos, se favorece la sintesis de ATP
mientras que la actividad de FF,-ATPasa se bloquea. A este respecto, una pregunta que
permanece abierta, es ;como se mueve la proteina inhibidora en condiciones de sintesis de
ATP, es decir, en presencia de un gradiente de protones, ADP y Pi, para permitir el giro del
cuello central? Algunos grupos sostienen que la IF; se disocia de la ATP sintasa en condiciones
de sintesis de ATP; sin embargo, otros grupos han mostrado que la IF, se mantiene unida a la
F,Fo-ATP sintasa en una posicion no inhibitoria en presencia del gradiente de protones (revisado
en [7]). En algunos experimentos no publicados aun, nosotros mismos hemos retomado esta
pregunta, y hemos encontrado que la IF; se mueve dentro de la enzima en una posicién que
podria permitir el giro del rotor, sin disociarse de la parte F; de la enzima.

Probablemente se estaran preguntando, cual es la funcién del resto de la IF4, ;es
simplemente estructural? O ,tiene algun otro papel? Se sabe que el dominio C-terminal no es
esencial para la inhibicidn, e incluso algunos fragmentos que carecen de este dominio muestran
una mayor afinidad por la F; que la proteina silvestre. Sin embargo, el papel del dominio C-
terminal no quedd claro sino hasta que se demostréo que este extremo de la IF; induce la
formacién de homodimeros de la IF, pues contiene dominios de dimerizacién que forman trenzas
de oa-hélices antiparalelas. Desde afos anteriores, se sabia que la IF; podia formar
homomultimeros incluyendo dimeros y tetrameros. Ademas de esto, se encontré que la forma de
mayor afinidad inhibitoria por la F,-ATPasa es la forma dimérica de la IF; [12]. A raiz de estos
resultados, y tal vez no tan sorprendente para entonces, también se demostré que la IF4 no sélo
es capaz de formar homodimeros, sino también de inducir la dimerizacién de la F{-ATPasa
soluble. Estos resultados abrieron la pauta para investigar si la dimerizacién observada en el
complejo F4-l (F1-ATPasa conteniendo a su IF; asociada), se extendia o no a la ATP sintasa
completa, es decir si existia una especie dimérica de la F4Fo-ATP sintasa y si ésta se formaba en
respuesta a la asociacion de la IF;.
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La F;Fo-ATP sintasa se homo-dimeriza en la mitocondria y esto contribuye a la formacion
de las crestas de la membrana interna mitocondrial

Dado que la preparacion de F4l requiere separar a la F; de Fy y extraerla de la membrana
interna mitocondrial, era importante demostrar que la dimerizacién de la F4 inducida por la IF; no
era un artificio de la preparacién, con lo cual la dimerizacién de la enzima podria cobrar una
relevancia fisiolégica. En paralelo, otros grupos como el de Hermann Schagger habia estado
estudiando el proceso de agregacién homologa y heteréloga de varios complejos mitocondriales,
incluyendo a los complejos respiratorios |, Il y IV ademas del complejo V que corresponde a la
ATP sintasa. Este grupo demostré que al extraer a los diferentes complejos respiratorios de la
membrana interna mitocondrial con diferentes detergentes suaves, como lo son la digitonina, el
triton-X100, o el lauril-maltésido, encontraba varios super-complejos, es decir, agregados de
complejos respiratorios, que podia resolver por medio de electroforesis en geles nativos azules
[13]. Entre estos super-complejos, encontré dimeros y polimeros de mayor peso molecular de la
F1Fo-ATP sintasa, los cuales se enriquecian a concentraciones relativamente bajas de
detergente. La suposicion detras de estos experimentos es que estos super-complejos,
incluyendo al dimero de la enzima, existen in vivo en la mitocondria, y al usar concentraciones
bajas de estos detergentes, se pueden extraer sin disociarlos. Por otro lado, cuando se usan
concentraciones altas de estos detergentes, las asociaciones entre estos complejos se pierden y
se enriquecen las especies monomeéricas. Sin embargo, quedaba la duda de si estos super-
complejos podrian ser un artificio del proceso de extraccidon con los detergentes, de manera
similar al dimero del complejo F4l aislado de mitocondrias de res.

Por lo tanto era necesario demostrar que la formacion de estos dimeros de la ATPasa
fueran dependientes de la presencia de genes o proteinas esenciales en la mitocondria,
incluyendo a la IF4, de tal manera que esto comprobaria que la oligomerizacién de la ATP
sintasa ocurre in vivo y no es un artificio de los procesos de extraccion. Para ello, varios grupos
se dieron a la tarea de remover a la IF,, o de interrumpir el gen de la IF, junto con otros genes de
Fo para ver el efecto de estas remociones en la dimerizacién de la enzima. La hipétesis detras de
estos experimentos, era que si la IF; o los otros genes son factores dimerizantes de la enzima in
Vivo, su remocion deberia de prevenir la dimerizacién de la F{F, extraida con detergentes.
Sorprendentemente, se encontré que a pesar de que se haya removido a la IF; fisica o
genéticamente en mitocondrias de bovino o de levadura, respectivamente, la enzima era capaz
de dimerizarse. Sin embargo, la remociéon de las subunidades de F, denominadas e y g,
eliminaron casi por completo la dimerizacion de la enzima [14] [15]. Estos resultados tiene una
triple conclusién: 1) que el dimero de la enzima se forma en la mitocondria por un proceso
dependiente de algunas de sus subunidades; 2) que la IF; no es esencial para la dimerizacion
del complejo FiF, completo pero si para la dimerizacion de la F; soluble; 3) que otras
subunidades de la enzima localizadas en el canal Fo como e y g, son las mas importantes para
formar o estabilizar al dimero de la ATP sintasa. En pocas palabras, parece ser que el dimero de
la enzima completa se forma primordialmente a través de interacciones entre los canales F, de
protones.

De manera sorprendente y simultanea, también se observé en estos estudios que en las
mutantes de levadura carentes de las subunidades e y g, ademas de ser incapaces de dimerizar
a la ATP sintasa, perdian por completo la forma normal de las mitocondrias de tal manera que
éstas perdieron las crestas las cuales se arreglaron como circulos concéntricos dentro de unas
mitocondrias hinchadas [16]. Esto se reprodujo con varias mutantes que estan alteradas en la
dimerizacion o incluso en la oligomerizacion de especies mas grandes de la ATP sintasa,
incluyendo al tetramero de la enzima [17]. La gran conclusion a este respecto, es que la
polimerizacién de la enzima a partir de sus dimeros, controla e induce la formaciéon de las crestas
mitocondriales. Es decir, que la ATP sintasa no solo cataliza la reaccién de sintesis de ATP a
partir de ADP y Pi de la manera mas eficiente y espectacular con su mencanismo rotacional, sino
que al polimerizarse, este proceso le da forma a las crestas mitocondriales y con ello se aumenta
la superficie disponible para la fosforilacion oxidativa mitocondrial.
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Figura 2. Resolucion de los supercomplejos mitocondriales aislados con digitonina y sus
subunidades por electroforesis en dos dimensiones nativa-desntauralizante. El carril
horizontal superior corresponde a una electroforesis azul nativa (BN-PAGE) de un
extracto mitocondrial obtenido con digitonina. Un carril idéntico, se colocod sobre un gel
desnaturalizante (SDS-PAGE) como se indica y se realizé la electroforesis en dos
dimensiones. Se indican las posiciones del dimero (V2) y del monémero (V) del complejo
V o ATP sintasa mitocondrial. También se resuelven otros complejos como el Ill dimérico,
y el complejo |, pero no se indican. A la izquierda se muestran los estdndares de peso
molecular y a la derecha la identidad de las subunidades de la F1Fo-ATP sintasa.

Una pregunta que sigue abierta, es si la dimerizacion de la enzima favorece alguna de las
propiedades funcionales o estructurales del complejo F1F,. Una de las hipotesis mas favorecidas
es que muy probablemente esta dimerizacién le confiere mayor estabilidad estructural a la
enzima, de tal manera que se hace mas resistente a condiciones de estrés como lo es la
generacion constante de radicales libres, por ejemplo. Por otro lado, es muy probable que al
polimerizarse, el complejo F1F, haga mas eficiente su mecanismo rotacional, dado que la homo-
asociacion debe ayudar a resistir la inercia rotacional del cuello central giratorio. Dado que esta
asociacion debe ocurrir entre subunidades del estator de la enzima, para permitir el giro
ininterrumpido del rotor, los polimeros de la ATP sintasa deben de darle una mayor
inmovilizacién a los estatores de tal manera que el giro del rotor no se traduzca en el giro de la
enzima completa. Sin embargo, falta evidencia funcional que corrobore estas posibles ventajas
funcionales y estructurales para la enzima en la mitocondria. Un dato interesante a este
respecto, es que la IF; es capaz de conferirle estabilidad funcional y estructural tanto a la F-
soluble, como al complejo F;F, asociado a la membrana interna mitocondrial cuando se estudia
la disociacién de las subunidades de la enzima por medio de su exposicion a altas presiones
[18]. Este dato ademas de corroborar el papel de la IF; en la dimerizaciéon de la enzima, también
sugiere que la IF4 podria tener un papel estabilizador del dimero de la enzima completa, aunque
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los antecedentes anteriores demuestren que la IF; no es esencial para la dimerizacién de F4F,.
Para estudiar esta posibilidad, nuestro laboratorio se dio a la tarea de buscar condiciones de
sobre-expresion de la IF; en mitocondrias de rata, ademas de estudiar el efecto de la
reconstitucion de cantidades saturantes de la IF4 en el complejo FF, aislado al cual se le ha
removido fisicamente su IF, endégena. La suposicion era que si la IF; controla o regula la
dimerizacién de la enzima in vivo, entonces su sobre-expresion o reconstitucion a
concentraciones saturantes, deberian de incrementar la relacién Dimero/Mondémero (D/M) del
complejo F{F, extraido con digitonina. De acuerdo con esta hipdtesis, encontramos que
efectivamente, la sobre-expresion o reconstitucion de la IF; incrementé la relacion D/M de la
F1Fo-ATP sintasa completa (Garcia y cols., enviado). Esto implica que la IF; aunque no es una
proteina esencial para la dimerizaciéon, debe localizarse en la interfase del dimero de FFy, y
estabilizar a éste por medio de interacciones a nivel de las porciones F4-F4. Esto nos hizo
proponer inicialemente un modelo en el cual el dominio C-terminal dimerizante de la IF; podria
atravesar la interfase del dimero para estabilizarlo, mientras que el dominio N-terminal deberia
de localizarse en su sitio inhibitorio entre el rotor y el estator bloqueando la rotacién de y y los
cambios conformacionales de las subunidades J cataliticas (Ver Fig. 1). En este primer modelo,
se colocaron a las subunidades e y g, entre otras de Fy, en la interfase del dimero a nivel de la
membrana, de acuerdo a los estudios que demuestran que estas dos subunidades son
esenciales para la dimerizacion. En esta orientacion, los dos cuellos centrales quedan
localizados en la interfase de la enzima, y esto permite que el giro del rotor se lleve a cabo sin
impedimentos estéricos. Por supuesto, este modelo inicial ha sido sujeto a estudios
estructurales, los cuales han comenzado con la resolucion de la estructura de la enzima por
medio de analisis de microscopia electronica, y los hallazgos han sido sorprendentes vy
concuerdan con el papel del dimero en la formacion de las crestas mitocondriales.

Estructura del dimero de la ATP sintasa: la base estructural que le da forma a las crestas
mitocondriales

La primera estructura del dimero de la ATP sintasa, se logré resolver en nuestro grupo
gracias a una preparacion enriquecida de la ATP sintasa dimérica. Gracias a esta preparacion, y
en colaboracién con el Dr. Stephan Wilkens, logramos obtener una gran cantidad de imagenes
de microscopia electronica del dimero de la enzima para poder alinearlas y promediarlas;
.Gracias a este analisis, pudimos generar un modelo en dos dimensiones del posible arreglo de
esta estructura. Este analisis dio como resultado una estructura que mostré tanto la geometria
general del dimero, como algunos rasgos totalmente novedosos que son de suma importancia.
En primer término, los dos mondmeros se acomodan en la estructura dimérica como se
esperaba de los resultados bioquimicos, de tal manera que las dos porciones F, estan en
contacto muy cercano una de la otra.

Se puede decir que un canal Fy, practicamente se encima en el otro, haciendo
probablemente los contactos mas fuertes de la interfase del dimero. En el otro extremo las
porciones F, se separan al menos unos 10 A, de tal manera que los dos ejes mas largos que
atraviesan longitudinalmente a cada mondmero, se inclinan 40° entre si y convergen del lado de
la interfase Fy-F(. Esto da como resultado una geometria cénica con la parte mas angosta del
lado de la membrana, y la parte mas abierta del lado de las porciones F; (Fig. 3).;,Qué
implicaciones tiene esto? La gran implicacion es que el dimero impone una curvatura a la bicapa
de los lipidos de la membrana que se acomodan rodeando al dimero de acuerdo a esta
geometria. Si uno se imagina que este dimero se polimeriza formado multimeros de la enzima en
la membrana, esto implica que de acuerdo a la geometria del polimero de la ATP sintasa se
inducira una curvatura en la membrana acorde con el arreglo angular de este homopolimero. En
otras palabras, el dimero cénico de la ATP sintasa es la base estructural a partir de la cual se
genera la curvatura de membrana interna mitocondrial en las crestas. Esta hipétesis habia sido
propuesta en realidad por el grupo de Allen hace varios afios después de que observé polimeros
de las ATPasas asociados a la membrana interna de las mitocondrias de Paramecium [20], y se
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habia reforzado recientemente por otros grupos que estudian el efecto de la remocion del dimero
de la enzima en las mitocondrias de levadura [16, 17]. La hipétesis de Allen implica a un dimero
conico de la ATPasa que conforme polimeriza induce la curvatura en la membrana y la formacion
de protuberancias en la superficie de la bicapa. Conforme se extiende la asociacion de la
ATPasa, se forma una doble hélice en espiral que al polimerizarse extendiende las
protuberancias iniciales de la membrana, enredandolas dentro de su eje mayor para darles forma
de crestas tubulares (Ver Fig. 4). Esta hipotesis se reforzé con los estudios de Velours y cols.
[16] y de Devenish y cols. [17] en los cuales han encontrado que las mutantes de la ATPasa
afectadas unicamente en la dimerizacién pierden las crestas mitocondriales, esto puede
explicarse con dos interfases entre las partes Fy, y una forma cénica del dimero que se va
extendiendo a lo largo de las crestas mitocondriales.

Figura 3. Estructura conica del dimero de la ATP sintasa dimérica de corazén de
bovino. Las flechas del lado izquierdo indican los puentes F1-F1 y Fo-Fo que estabilizan
al dimero. Ambos mondmeros se inclinan 40° como se muestra en las lineas negras
sobre las porciones Fo. EI modelo de la izquierda es similar a la Fig. 1 pero tomando en
cuenta la estructura conica y enfatiza la curvatura de la membrana que impone esta
estructura conica. Modificado de la referencia [19].

En conclusién, la estructura coénica del dimero de la ATP sintasa aislada de las
mitocondrias de corazén de bovino, concuerda perfectamente con estos modelos de
polimerizacion de dimeros cénicos que le dan la forma a las crestas mitocondriales. Para poder
entender la geometria de los polimeros de la ATP sintasa que le dan forma a las crestas, faltan
mas estudios estructurales que permitan resolver la geometria de los tetrameros y polimeros
mayores de la ATP sintasa. Sin embargo, esto abre una nueva brecha de estudio para entender
la biogénesis de las mitocondrias y como estan arreglados los demas super complejos
mitocondriales entre las crestas que forma la ATP sintasa dimérica.
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Fig. 4. Modelo del polimero de la ATP sintasa que le da
forma a las crestas mitocondriales. Se muestra una vista
desde el interior de una cresta, donde primero se observan
las partes Fo (verde) con sus respectivos puentes (naranja) y
en azul las partes F1. La vista desde afuera de la cresa se
muestra en amarillo en la parte inferior izquierda.

Mutaciones humanas en los genes de la ATP sintasa que producen miopatias
mitoconriales letales

Como toda enzima esencial, las mutaciones que impiden por completo el ensamblaje o la
funcion de la ATP sintasa humana son letales. La mayoria de estas mutaciones no se conocen
puesto que impiden por completo el desarrollo de la vida humana y generan la muerte prenatal o
post-natal inmediata. Sin embargo, en nuestras sociedades actuales, se han expresado y
localizado algunas mutaciones puntuales en el gen ATP6 de la subunidad a de Fy que no
impiden por completo el funcionamiento de la enzima, sino que se expresan en pacientes que
desarrollan sindromes mitocondriales severos pero que permiten el desarrollo de una vida
humana a edades tempranas o incluso a edad adulta. La mayoria de estas mutaciones se han
localizado en uno de los dos genes de la enzima, en particular del canal F,, codificados en el
ADN mitocondrial. Dado que este ADN tiene menos sistemas de reparacién, se replica mas
frecuentemente y estd menos empacado que el ADN nuclear, es blanco de mutaciones
frecuentes que se acumulan sobre todo en edad adulta y la vejez. Las mutaciones mas
frecuentes que se han localizado en los pacientes con deficiencias en la ATP sintasa, se han
localizado en el gen ATP6 que codifica para la subunidad 6 del canal de protones F, (subunidad
a en E. coli). Esta subunidad es esencial para el transporte de los protones dado que forma una
interfase con el anillo de las subunidades ¢ que gira respecto a la subunidad a conforme
transporta los protones. Esta subunidad 6 contiene un residuo de arginina esencial (en la
posicion 159 en la enzima humana, o 8993 en el ADNmt) que esta conservado en todas las
especies descritas y que forma un puente salino transitorio y esencial con el carboxilo esencial y
protonable de la subunidad c. Las mutaciones mas frecuentes en ATP6 que producen las
miopatias miticondriales se localizan en regiones muy cercanas a esta arginina esencial. La
mayoria de estas mutaciones producen las mismas enfermedades, es decir NARP (Neurogenic
Ataxia and Retinitis Pigmentosa, Ataxia Neurogénica Y Retinitis Pigmentosa ) o MILS (Maternally
Inherited Leigh Syndrome, Sindrome de Leigh de Herencia Materna). MILS es un sindrome
mucho mas severo que frecuentemente produce muerte por dafio cerebral o cardiaco en los
primeros dos afios de vida. Por otro lado, NARP es menos severo pues permite un desarrollo a
edades incluso adultas aunque también llega a provocar la muerte por las mismas causas. Se
preguntaran cémo es que una misma mutacién o dos mutaciones en la misma subunidad pueden
producir ambas enfermedades. La gravedad de estas enfermedades se debe tanto al tipo de
mutacién como a la proporcion de las copias del ADNmt mutado en relacion al normal o silvestre.
Por un lado, en estas posiciones (L156, L217 y L220) en los pacientes se acumulan dos tipos de
mutaciones, unas que cambian la leucina normal por prolina, y otras que la cambian por arginina.
La introduccion de wuna arginina en wuna hélice trans-membranal es en general
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termondindmicamente desestabilizante pues se integra una carga positiva en un ambiente
apolar; y ademas de esto, esta carga positiva de la arginina se localiza relativamente cerca de la
arginina esencial (159) dentro de la topografia de las 5 hélices transmembranales de la
subunidad 6. En pocas palabras, la introduccion de una arginina en esta posicion es doblemente
dafina, por un lado puede alterar la estructura de la subunidad 6, y por otro lado puede interferir
severamente con el flujo de protones en la interface 6/cqo.12. En cambio, la introduccion de una
prolina en esta posicién dobla a las a-hélices de la membrana en un angulo discreto, pero no
introduce carga dentro de la membrana. De acuerdo a estos efectos, se ha demostrado que los
pacientes que contienen arginina en estas posiciones tienen en general la enfermedad mas
severa (MILS), y ademas la sintesis de ATP de sus mitocondrias se inhibe en gran proporcion
(50-85%), mientras que los pacientes que tienen las mutaciones que cambian las leucinas por
prolinas, en general menifiestan la enfermedad menos severa (NARP). Sin embargo, otro factor
igualmente importante es la cantidad de ADNmt mutado respecto al normal. Dado que existen de
3000 a 10000 copias de ADNmt por célula, tanto el ADNmt mutado como el silvestre co-existen
en las células de los pacientes. Esto se denomina una condicién de heteroplasmia, mientras que
cuando en las células solamente se encuentra ADNmt normal o sélo ADNmt mutado, se
denomina homoplasmia. En general, cuando se acumula entre el 70-90% de ADNmt mutado, se
produce NARP, pero cuando esta acumulacion rebasa el 90%, entonces la enfermedad se
manifiesta mas severamente como MILS. Es posible entonces que aunque un paciente contenga
una mutacion de tipo L-R, manifieste NARP si su porcentaje de mutacion es menor al 90%.

Una de las preguntas centrales para entender la fisiopatologia de estas enfermedades
generadas por cada una de estas mutaciones puntuales, es conocer cual es el efecto de éstas
en la estructura y funcion de la enzima. En el campo existe una controversia a este respecto
dado que algunos grupos que trabajan primordialmente con tejidos obtenidos de manera post-
mortem de los pacientes, y con algunas células en cultivo inmortalizadas, han encontrado que el
complejo F4F, se disocia en fragmentos menores debido a este tipo de mutaciones, y su
conclusién es que es que éstas impiden el correcto ensamblaje de la enzima. Hay que recordar
que la mayoria de las subunidades de la enzima se importan del citosol como precursores, y
luego se procesan y se ensamblan dentro de la mitocondria, excepto las dos subunidades
mitocondriales (Sub 6 y Sub 8). Esto implica que el complejo F{F, se ensambla en médulos, por
un lado la parte F4, y por otro el canal Fy, luego ambos se asocian entre si cuando se afiaden las
subunidades 6 y A6L de F, para hacer de la ATP sintasa un complejo funcional; finalmente, la
enzima se asocia en forma dimérica para darle forma a las crestas, como discutimos
anteriormente. Por lo tanto, la idea de algunos grupos es que las mutaciones en ATP6 que
producen NARP/MILS, interrumpen este proceso en alguna o varias etapas dando como
resultado los fragmentos de F;F, que se observan en los tejidos post-mortem [21]. Sin embargo,
datos de nuestro grupo y de otros laboratorios [22, 23], han mostrado recientemente que el
complejo F;F, completo, y funcional se puede aislar a partir de mitocondrias de cultivos primarios
de fibroblastos de los pacientes, conteniendo a todas las subunidades de F; y Fy, incluyendo a la
subunidad 6 mutada. Ademas, se ha observado también que la actividad residual de la FFq-
ATPasa y de la F{F,-ATP sintasa es completamente sensible a oligomicina, un inhibidor clasico
que bloquea el flujo de los protones por la Fq al unirse en la interfase de las subundades 6 y c.
Esto implica que para que la enzima mutante de los pacientes se inhiba con la oligomicina, tanto
F1 como F, deben estar muy bien acoplados estructuralmente en una enzima bien ensamblada,
como la de los fibroblastos. Recientemente ademas, nos preguntamos si la enzima mutante de
estos pacientes podria ensamblarse en cultivos homoplasmicos para estas mutaciones, tanto en
su estructura monomérica como en la dimérica (Cortés-Hernandez y cols., en preparacion). De
manera sorprendente, encontramos que la enzima mutante L156R, es decir la mas frecuente y la
mas severa de estas mutaciones no sélo se puede ensamblar como mondémero, sino que
también se puede asociar en dimeros y multimeros de mayor peso molecular tal y como se
observa en mitocondrias de bovino o de levadura (Fig. 4). En conclusién, las mutaciones
NARP/MILS en la posicion 156 de la subunidad 6 de la ATP sintasa humana no interfieren con el
ensamblaje de la enzima monomérica ni dimérica.
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Entonces ¢;Qué hace esta mutacion? Si no impide la formaciéon completa de la enzima,
entonces debe de tener un efecto funcional importante. Estudios de nuestro grupo en
colaboracion con el Dr. Roderick A. Capaldi, demostraron que esta mutacion bloquea el flujo de
protones por el canal Fy, de tal manera que el potencial de la mitocondria se hiperpolariza debido
a que los protones no pueden regresar a la matriz mitocondrial a través de los canales de la
enzima mutada [22]. Seguramente, la introduccion de un residuo de R o de P distorsiona a la
hélice 4 de la subunidad 6 donde se localiza la arginina esencial de esta subunidad, de tal
manera que disminuye la velocidad de rotacion en la interfase 6/cqo.12, ademas, en el caso de la
mutaciéon L-R, la adicion de una carga positiva debe de formar un puente salino extra, o
distorsionar la hélice en mayor proporcién, para hacer mas lenta esta rotaciéon y por lo tanto
disminuir la velocidad de transporte de protones al menos a la mitad. Esto se ha propuesto por
varios grupos ademas del nuestro, a la luz de encontrar que la enzima mutante humana no se
desensambla y ademas es sensible a la oligomicina.
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Figura 4. Deteccion del dimero y el monémero de la F1Fo-ATP sintasa humana en células
homoplasmicas de pacientes con mutaciones en ATP6 causantes de NARP/MILS. Después
de extraer a las mitocondrias humanas (control, L156R y L156P) con digitonina, se efectud
una electroforesis nativa (derecha inferior) y posteriormente una segunda electroforésis
desnaturalizante (resto de los cuadros) los cuales se revelaron por inmuno-deteccién con un
anticuerpo monoclonal anti subunidad o Se muestra la posicién del dimero (V-V) y del
mondémero (V) de la enzima. A pesar de la inhibicién de la sintesis de ATP que ejercen
estas mutaciones, no impiden el ensamblaje de la enzima en sus formas monomérica y
dimérica. (Cortés-Hernandez y cols., en preparacion).Ver detalles en texto.

Por otro lado, una posibilidad a explorar es que aunque la enzima no se desensamble per-
se por la mutacién, se pueda desestabilizar en condiciones que induzcan su desnaturalizacion.
Para analizar esta posibilidad, incubamos a las membranas mitocondriales o a la ATP sintasa

160



Garcia Trejo
____________________________________________________________________________________________________________________|

monomeérica y dimérica extraida con digitonina en condiciones que inducen la liberacion de la IF,
de la enzima y por lo tanto incrementan la actividad de F;F,-ATPasa. Esto lo realizamos tanto
para un control de las mitocondrias aisladas de las células en cultivo normales, como las
provenientes de los pacientes con NARP/MILS. Como esperabamos, encontramos una
diferencia crucial entre la actividad de F;F,-ATPasa control y mutante, pues aunque la enzima
silvestrel se activd claramente unas 3-4 veces, la actividad de la mutante no sélo no se
incrementod, sino que ademas declind a tiempos largos de activacion. Esta inhibicidon podria estar
ligada a la desnaturalizacién de la enzima, dado que corroboramos que la IF; se desprendio de
la enzima mutante, tanto como la enzima control, sin embargo esta ultima no se activé en lo
absoluto. Para corroborar esta posibilidad, cuantificamos la cantidad relativa de
dimero/mondmero de la ATP sintasa aislada con digitonina o con lauril maltésido con la ayuda de
geles azules nativos y de doble dimensién revelados por inmuno-detecciéon de la subunidad a.
Encontramos que las condiciones que activan a la enzima silvestre, inducen la desnaturalizacién
parcial de la enzima mutante tanto en su estado monomérico como en su disociacion de dimeros
a monomeros. Si recordamos los antecedentes en donde se reporta que la enzima se encuentra
parcialmente desensamblada en las biopsias post-mortem de los pacientes con NARP/MILS,
podemos ahora conciliar esos resultados con los nuestros, dado que estos ultimos indican que el
desensamblaje de la enzima que se observa en las biopsias post-mortem se debe no a la
mutacién per-se, sino a que la enzima es inestable Este resultado explica como es que las
condiciones de estrés y protedlisis post-mortem, durante caracter cronico del padecimiento
NARP/MILS, y durante el aislamiento de las mitocondrias de estos tejidos seguramente indujeron
la desnaturalizacién y la degradacion de la enzima. En resumen, las mutaciones NARP/MILS en
la posicion L156R/P son devastadoras para el ser humano por tres razones: 1) bloquean el flujo
de protones por Fy aunque no desensamblan al monémero o al dimero de la enzima; 2) este
bloqueo induce una hiperpolarizacién mitocondrial que genera un incremento en el estrés
oxidativo mitocondrial en estos pacientes; 3) el dafio mitocondrial crénico en los pacientes puede
desestabilizar estructuralmente a la enzima mutante de los mismos dado que ésta es mas labil, y
esto desencadena la disociacion de la enzima durante su aislamiento y estudio in vitro, incluso
es posible que se desensambile in vivo.

Todas estas conclusiones, dan la pauta para ensayar nuevas estrategias de terapia génica
en cultivo para contrarrestar los efectos de la mutaciéon. Estos estudios estan en marcha en
nuestro laboratorio y esperamos daran como resultado una posibilidad de curar esta mutacion in
vitro, y dar la pauta para su posible aplicacion a largo plazo.

Localizacién de algunas subunidades de la F;Fy-ATP sintasa en la membrana plasmatica
de varios tipos celulares

Como si fuera poco el grado de complejidad para entender coémo funciona el mecanismo
rotacional del motor molecular mas pequefio de la naturaleza, sus mecanismos de regulacion in
vivo, y el papel del estado de agregacién de la enzima en las mitocondrias, ademas de los
mecanismos de disfuncién causados por mutaciones humanas, esta enzima se ha dado el lujo
de exportar algunas de sus subunidades hacia la membrana plasmatica de algunos tipos
celulares, en donde funcionan como receptores a diferentes efectores fisiolégicos importantes.
Inicialmente se habia reportado la presencia de la subunidad B de la F; en la membrana
plasmatica de células cancerigenas [24], pero esto no causd mucho interés inicialmente, dado
que se sabe bien que las células neoplasicas tienen una expresioén irregular de algunas de las
subunidades de la F,Fo-ATP sintasa. Sin embargo, algunos grupos han seguido esta linea y han
demostado que algunas subunidades de la parte F;, como son las subunidades o y B se
localizan en la membrana plasmatica de las células no cancerigenas como son las endoteliates
del cordon umbilical humano (HUVEC) [25] o los hepatocitos [26]. En ambos casos, estas
subunidades de la ATP sintasa parecen funcionar como receptores a diferentes ligandos como la
angiostatina o la proteina A-1 de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), respectivamente. En el
primer caso, la subunidad B parece funcionar como regulador de la angiogénesis puesto que la
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angiostatina es un efector anti-angiogénico. En el caso de los hepatocitos, la misma subunidad
funciona como regulador de la homeostasis del colesterol al hacer las veces de receptor para la
endocitosis de las HDLs. En otras palabras, es evidente que algunas de las subunidades de la
parte F4 de la enzima se expresan en la membrana plasmatica de algunos tipos celulares para
funcionar como receptores para diferentes ligandos y por lo tanto, regular diferentes procesos.
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Figura 5. Inmuno-locailzacién de la proteina inhibidora (IF4) en la membrana
plasmatica de células endoteliales por citometria de flujo. La fluorescencia del
anticuerpo secundario que reconoce a los anticuerpos anti-IF1 se muestra como
histogramas de eventos (ordenada) contra intensidad de fluorescencia (abcisa). A
mayor cantidad de antigeno (IF4) en la superficie de las células, la fluorescencia se
desplaza hacia la derecha. El trazo con linea auxiliar (A1) corresponde a células
incubadas con suero pre-inmune. Los trazos con lineas punteadas (A2 y B1)
corresponden a células incubadas con los anticuerpos secundarios ademas del
suero pre-inmune. Los histogramas con lineas continuas (A3 y B2) se obtuvieron
con las células incubadas con los anticuerpos anti-IF4 policlonales y monoclonales,
respectivamente. (Ver ref. [27] para mas detalles).

Esto abre una serie de preguntas novedosas para poder entender cémo es que estas
subunidades que normalmente contienen una presecuencia que las dirige a la mitocondria, son
llevadas a la membrana plasmatica. Por otro lado, ¢ es posible que la enzima completa, con las
dos porciones F; y Fy, se localice en la superficie de las células? Si es asi, ¢se trata de una
enzima funcional tanto en la direccion de sintesis como en la de hidrdélisis de ATP? ;Cémo es
que una enzima disefiada como el factor de acoplamiento y motor molecular mas eficiente para
transducir energia y sintetizar ATP funciona ahora como un ftransductor de sefales en la
membrana plasmatica? Todas estas preguntas abren una novedosa linea de estudio que esta
comenzando a ser estudiada en varios laboratorios del mundo incluyendo el nuestro. Algunos de
estos grupos se han aventurado a medir la posible sintesis de ATP a nivel de la membrana
plasmatica catalizado por esta enzima, y aseveran que esta actividad existe en la superficie de
las células y que responde a los inhibidores clasicos de la enzima como son la oligomicina e
incluso la IF4. Por lo tanto, estos grupos aseguran que en la membrana plasmatica se ensambla
el complejo F1F, completo y que ademas es capaz de sintetizar o hidrolizar al ATP. Dado que la
sintesis de ATP requiere de muchos factores incluyendo un potencial transmembranal negativo

162



Garcia Trejo
____________________________________________________________________________________________________________________|

del lado de la F; y eso no es posible en la membrana plasmatica, ademas de requerir el correcto
ensamblaje y acoplamiento entre F, y Fq incluyendo a las subunidades codificadas en el ADNmt,
resulta dificil asegurar todo el complejo F{F, se encuentra expresado y ensamblado en la
membrana plasmatica. Dado que esta pregunta sigue abierta, en nuestro grupo nos hemos dado
a la tarea de determinar cudles otras subunidades ademas de o y  se pueden localizar en la
membrana plasmatica de las células HUVEC y de otros tipos celulares en cultivo. Dado que la
IF;, es una subunidad regulatoria importante para la enzima, buscamos su presencia en la
superficie de las células HUVECs vivas, esto es importante por que la mayoria de los estudios de
inmunolocalizacion reportados se han realizado con las células fijadas, es decir, muertas.
Cuando realizamos estudios de citometria de flujo, ademas de inmunotransferencias e
inmunomicroscopia confocal, demostramos que la IF; se localiza en la superficie de estas
células junto con la subunidad B de la F4, (Figs. 5y 6) [27].

Por supuesto la siguiente pregunta es si ambas estan asociadas entre si formando un
complejo F41 como el de la mitocondria. Dada la dificultad para resolver esta pregunta en la
membrana plasmatica de las células vivas, y que los posibles estudios de colocalizacién por
microscopia de fluorescencia no tiene la resolucion para responder a esta pregunta, usamos la
estrategia de la activacion de las células HUVEC por TNF-a, un efector natural de estas células
que modifica la expresion de varias proteinas en su superficie.

Figura 6. Inmuno-localizacién de la proteina inhibidora (IF4) de la ATP sintasa en
la membrana plasmatica de células HUVEC por microscopia confocal. En rojo se
muestra la tincién mitocondrial con Mitotracker-Red y en verde la fluorescencia de
anticuerpos secundarios que reconocen a los primarios anti-IF1. A) y B) HUVECs
incubadas con anticuerpos anti IF4 policlonales y monoclonales, respectivamente.
El anticuerpo policlonal marca la superficie de las células con una malla de puntos,
mientras que el monoclonal genera puntos aislados dado que es mas especifico y
se une con menor rendimiento a las células. C) HUVECs incubadas con un
anticuerpo anti-CD47, un marcador de superficie de estas membranas como
control positivo. D) Células permeabilizadas antes de la incubacion con en
anticuerpo anti-IF4, para mostrar la unién generalizada del anticuerpo cuando se
rompe a la membrana plasmatica. (Tomado de ref. [27]).
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De manera interesante, observamos que tanto la IF; como la subunidad 3 cambian sus
niveles de expresion en respuesta al TNF-a, pero en sentidos opuestos, es decir, que la
expresion de IF4 incrementa inicialmente mientras que la de la subunidad B disminuye. Esto
implica que ambas proteinas no se encuentran formando un complejo estequiométrico, sino que
posiblemente se encuentren separadas una de la otra en la superficie de las células, o al menos
una fraccién de la IF, podria estar unida a la F,, pero gran parte de esta proteina se localiza en
otro sitio diferente a la F4. Esta conclusién es muy importante para el campo, y estamos en vias
de demostrar si algunas otras subunidades se encuentran localizadas en la membrana
plasmatica y si existe IF,, cual seria su funcién ademas de unirse a la IF4 en la superficie de
estas células. Por lo pronto, hemos encontrado que la proteina inhibidora y la subunidad 3 se
localizan en la superficie de otras células muy diferentes como lo son los condrocitos y
fibrocondrocitos que componen al cartilago y el menisco de las rodillas humanas y de caballo. Al
parecer existen niveles mayores de IF; en estas células comparados con las HUVECs y por
supuesto, las preguntas a resolver estan relacionadas con el papel de la IF; en el funcionamiento
de los condrocitos como base estructural del cartilago, entre otras preguntas importantes por
contestar.
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VIDA Y OBRA DEL MONOMERO Y EL DIMERO DE LA F;Fy-ATP SINTASA MITOCONDRIAL
Y DE SUS SUCURSALES EN LA MEMBRANA PLASMATICA

Resumen

La F;Fo-ATP sintasa es el motor molecular mas eficiente que ha disefiado la naturaleza
para sintetizar ATP a partir de ADP y Pi. En mitocondrias, su funcionamiento lo controla una
subunidad regulatoria (IF;) que bloquea la rotacion del cuello central de la enzima y los cambios
cataliticos de las subunidades g cuando el gradiente de protones disminuye como ocurre en la
isquemia. Ademas de este papel fundamental, el complejo F;F, contribuye a darle forma a las
crestas mitocondriales al dimerizarse y polimerizarse, incrementando la superficie membranal
disponible para la fosforilacion oxidativa. La dimerizaciéon de la enzima se logra por medio de
algunas subunidades de F, como e y g. Por otro lado, también la IF; y posiblemente otras
subunidades del cuello lateral contribuyen a estabilizar al dimero de la ATP sintasa al conectar
las porciones F; de la enzima. Esta estabilidad es el blanco de las mutaciones humanas mas
severas que provocan miopatias mitocondriales y que se localizan en el gen ATP 6 de la
subunidad 6 de esta enzima. Las mutaciones en ATP6 disminuyen la estabilidad del dimero y del
monomero de la enzima y bloquean el paso de protones por el canal Fy; esto produce
hiperpolzarizacion y dafio oxidativo mitocondrial crénico, y a esto se debe la severidad de estas
mutaciones para la fisiologia humana. Este conocimiento abre la pauta para nuevas estrategias
de terapia génica para tratar estas enfermedades a nivel molecular. Por Gltimo, algunas de las
subunidades de la enzima se exportan a la superficie de varios tipos celulares y funcionan como
receptores a diferentes ligandos que regulan la angiogénesis y la homeostasis del colesterol,
entre otros procesos. Algunas subunidades como la IF; y la g se localizan en la superficie celular
sin formar un complejo estequiométrico como en la mitocondria. Falta resolver cuales otras
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subunidades de F; y Fy se encuentran en la membrana de éste y otros tipos celulares, asi como
la biogénesis que las lleva a la membrana plasmatica y los mecanismos de transduccion de

sefiales por el cual funcionan las subunidades de la ATP sintasa en la superficie celular.

Palabras clave: FF,-ATP sintasa, dimero, inhibidor IF4, crestas, ATP6, membrana plasmatica.
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Abstract

The prion protein (PrP) is a membrane-anchored glycoprotein normally present in all
vertebrates. Under unusual circumstances, it can undergo structural transformation and become
the sole constituent of prions, a unique class of infectious agent devoid of nucleic acid. Prions
are the cause of a group of lethal neurodegenerative disorders that include Creutzfeldt-Jakob
disease (CJD) in humans and bovine spongiform encephalopathy (BSE) or “mad cow disease”.
Much is known about PrP’s pathogenic properties; however, its natural role remains elusive
despite extensive characterization of its biochemical and cellular properties. Here we review prion
diseases and their molecular basis, as well as the evolution and function of prion proteins. We
include work carried out in our laboratory, particularly our analysis of PrP loss-of-function
phenotypes in the zebrafish and the heterologous expression of various vertebrate PrPs in
zebrafish, mouse and Drosophila cells. Our data show that an evolutionarily conserved function
of all vertebtrate PrPs is the establishment of homotypic trans-interactions between neighboring
cells, thus mediating cell contact formation and signaling via lipid rafts.

Keywords: prion proteins; transmissible spongiform encephalopathies; neurodegenerative
diseases; species barrier; molecular evolution; zebrafish.

Introduccién

Se denomina priones a las particulas infecciosas causantes de un grupo de
enfermedades neurodegenerativas conocidas como "Encefalopatias Espongiformes
Transmisibles" (EET). Todas las EETs descritas hasta ahora son mortales y afectan a
mamiferos, comprometiendo al sistema nervioso luego de largos periodos de incubacion que
pueden llegar a durar afios o incluso décadas. El término “priéon” deriva del acrénimo “proin”
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(proteinaceous infectious particle), y fue acufiado por Stanley B. Prusiner, ganador del premio
Nobel 1997 por haber descubierto dichos patégenos. Uno de los aspectos mas sobresalientes y
controvertidos del trabajo de Prusiner fue su hallazgo de que, a diferencia de los virus y las
bacterias, los priones son patégenos de naturaleza exclusivamente proteica. Por lo tanto, al ser
entidades biol6gicas carentes de genoma y capaces de replicarse en ausencia de acidos
nucleicos, los priones parecian contradecir los dogmas de la biologia moderna.

Prusiner también hallé que los priones estaban compuestos de una sola proteina,
conocida como “proteina de prion” (PrP) y codificada en el genoma del huésped. La PrP
normalmente estd presente en las membranas de neuronas y otros tipos celulares pero puede
transformarse y asumir una estructura terciaria patogénica que es capaz de multiplicarse
exponencialmente al entrar en contacto con PrP normales e inducir su transformacion en
cadena. La agregacion de PrPs transformadas trae como consecuencia la formaciéon de
particulas infecciosas -priones- con propiedades altamente neurotéxicas. Asi, el dafio cerebral y
neurodegeneracion propias de las EETs estan estrechamente ligados a deso6rdenes
estructurales en las PrPs, los cuales pueden ser transmitidos por contagio, heredados, o incluso
aparecer espontaneamente.

La biologia de los priones esta colmada de fenémenos fascinantes poco o nada
comprendidos. A pesar de los numerosos avances en el estudio de estos enigmaticos agentes,
aun no se ha hallado respuestas a muchas preguntas basicas como: ¢, Cudles son el origen y la
funcién fisiolégica de la PrP?, ¢Por qué se produce su conversion estructural?, ,Como es que
los agregados de PrP producen dafio cerebral y neurodegeneracion? ¢Son las propiedades
patogénicas de las PrPs intrinsecas o fueron adquiridas durante la evolucion? ¢ Por qué algunas
especies parecen ser mas susceptibles a las EETs? En este articulo presentamos un resumen
de los conocimientos disponibles acerca de las propiedades funcionales y patogénicas de la PrP.

EET (Encefalias Espongiformes Transmisibles)

Las enfermedades neurodegenerativas de priones han recibido mucha atencion de la
comunidad cientifica y del puablico en general, no sélo por su interés bioldgico sino también por
sus consecuencias para la salud publica y la economia mundial. El nombre genérico de EETs
incluye males tan diversos como el Kuru, el mal de Creutzfeldt-Jakob (CJD), el sindrome de
Gerstmann-Straussler (GSS) y el insomnio fatal (FFI) en humanos, asi como el scrapie en
ovinos, el mal de las vacas locas (BSE) en bovinos y un nimero creciente de encefalopatias en
felinos, cérvidos y ungulados [1, 2]. La epidemia de BSE (“mal de las vacas locas”) desatada en
Gran Bretafia en 1986 significé la muerte de cerca de 200,000 reses [3, 4]. Existe la certeza que
la enfermedad se propagé debido a un cambio en el proceso utilizado para preparar alimento
para reses a partir de menudencias de rumiantes. Si bien es cierto que las estrictas medidas
sanitarias impuestas por el gobierno britanico en 1988 redujeron significativamente la incidencia
de la enfermedad, la epidemia causé estragos econdmicos y politicos en toda Europa. Es mas,
la aparicién desde 1996 de nuevos casos de la “nueva variante” de CJD en Gran Bretafia y en
Francia [5, 6] indican que la transmision a humanos por consumo de carne de res contaminada
contina siendo un problema real [7, 8]. Otras situaciones de riesgo de CJD incluyen los
contagios por transplantes de duramadre, instrumentos quirirgicos y quizds hasta a través de
productos sanguineos [9].

El sintoma primordial en los humanos es la demencia progresiva, que usualmente viene
acompafada por disfunciones motoras como la ataxia cerebelar. En el caso de la FFI, también
se observa disautonomia y disturbios del suefio. Los sintomas se manifiestan lenta y sutilmente
en edades avanzadas pero siempre de manera destructiva, y pueden durar meses (CJD, FFI,
Kuru) y hasta afios (GSS), culminando invariablemente con la muerte [1]. Tipicamente, las
lesiones neuropatolégicas observadas en EETs incluyen la degeneracion espongiforme del
cerebro y la deposicion de placas amiloides (Fig. 1). Cabe notar que las EET tienen ciertos
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aspectos clinicos, neuropatolégicos y moleculares en comdn con otra conocida amiloidosis
cerebral, el mal de Alzheimer [10].

Figura 1. Lesiones espongiformes y acumulacion de placas caracteristicas en CJD.
Pruebas histologicas (a, c) e inmunohistoquimicas (b, d) de secciones de cerebro de
dos pacientes con CJD. Las puntas de flecha apuntan a vacuolaciones (a, ¢) y a
depositos de PrP* (b, d). La fibras amiloides pueden ser tefiidas negativamente y
visualizadas usando microscopia electrénica (e). Tomado de [46, 104].

Dependiendo del origen de la infeccién, las EETs se clasifican generalmente en tres
tipos: iatrogénicas (contagio por fuentes externas), familiar (mutaciones hereditarias del gen
PrP), y esporadicas (conversion espontanea de la PrP o mutacién soméatica de su gen). El
contagio a través de la cadena alimenticia es la principal via de transmision entre especies
distintas. Por ejemplo, se sabe que la nueva variante de la enfermedad Creutzfeldt-Jakob en
humanos (nvCJD) tuvo su origen en el agente responsable del BSE en bovinos [7, 8]. La
probabilidad de este tipo de contagio depende principalmente de la predisposicion genética del
huésped y de la cantidad de material de riesgo ingerido. Durante la ingestion, los priones son
captados en el intestino a través de las placas de Peyer, parte del llamado tejido linfatico
asociado a mucosa (MALT, por sus siglas en inglés). Luego de ser fagocitados, los priones
circulan hacia otros tejidos linfaticos (como los nddulos linfaticos, el bazo y las amigdalas), donde
al entrar en contacto con terminaciones nerviosas, pueden ser transportados retrégradamente
por axones hasta la médula espinal y finalmente al cerebro. Asi, el sistema linfatico constituye la
puerta de entrada de los priones al sistema nervioso [11, 12].

En las neuronas y la glia, los priones son internalizados por endocitosis y transportados a
los lisosomas para su degradacion. Es en estos compartimientos donde se produce el contacto
entre la PrP transformada y la normal, induciendo la primera la transformacion de la segunda de
manera exponencial. La acumulacion excesiva de priones en los lisosomas produce la ruptura de
éstos, liberando al citosol su contenido de priones y proteinas hidroliticas y provocando con ello
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la lisis celular. Al quedar libres en el espacio extracelular, los priones se agregan y forman
placas amiloides. El proceso se repite en las células adyacentes, creando agujeros en el tejido
cerebral y confiriéndole a éste el aspecto espongiforme caracteristico de las EETs [1, 13-15].

La busqueda del principio transmisible de la enfermedad es una historia de por si
interesante. La naturaleza infecciosa del scrapie, -mal neuroldgico caracterizado por el intenso
prurito que obligaba a las ovejas afectadas a rascarse contra paredes y cercos, (del inglés
scrape = rascar), fue demostrada por primera vez en 1939 al ser transmitido experimentalmente
a cabras [16]. Durante los 1950s, Carleton Gajdusek describi6é el Kuru, una extrafia enfermedad
neurodegenerativa en una tribu aborigen de Nueva Guinea (los Fore), que era transmitida por
canibalismo ritual [17]. La observacion de Wiliam Hadlow acerca de las similitudes
neuropatoldgicas entre el scrapie y el Kuru [18], finalmente llevé a la demostracion experimental
(por transmision a primates) de que tanto el Kuru como el CJID son también males infecciosos
[19]. Pattison [20] fue el primero en hacer notar que la transmisién de EETs entre especies
distintas es limitada, lo cual se manifiesta en prolongados periodos de incubacion aun entre
especies muy cercanas como el ratén y el hamster [21].

A partir de los 1960s, las propiedades del agente infeccioso se convirtieron en un gran
foco de atencién. Sin embargo, no fue sino hasta dos décadas después que Stanley Prusiner
propuso la hipétesis del prion [22], afirmando que el agente infeccioso de las encefalopatias
espongiformes carecia de acidos nucleicos y estaba exclusivamente compuesto por un solo tipo
de proteina, llamada PrP®® (“PrP scrapie”). Mas adelante se demostré que PrP*° era en realidad
la forma alterada de una proteina codificada por el huésped, llamada PrP® (“PrP celular’) [23,
24]. Se propuso entonces que PrP*° era capaz de “imprimir” a PrP® su conformacién anormal,
generando asi moléculas adicionales de PrP>® en una reaccién autocatalitica [25-28]. Por ello,
las enfermedades de priones ejemplifican un novedoso mecanismo patogénico basado en
cambios conformacionales proteicos capaces de autopropagarse. La identificacion de proteinas
de comportamiento similar en levaduras [29, 30] y hongos filamentosos [31] sugiere que la
herencia de informacion biolégica a través de conformaciones proteicas es un fendmeno
bastante mas generalizado de lo que se cree.

Las enfermedades de priones son Unicas porque pueden ser contraidas por contagio
pero también heredadas. Cerca del 10% de los casos de CJD, asi como todos los casos de
GSS y FFI estan ligados a mutaciones en el gen PrP, en el cromosoma 20 [32, 33], usualmente
inserciones en la mitad N-terminal y mutaciones puntuales en la mitad C-terminal de la PrP. Se
cree que estas mutaciones favorecen la conversion espontanea de PrP® en PrP** sin necesidad
de entrar en contacto con agentes infecciosos externos [25]. Es mas, se ha propuesto que la
predisposicion genética a padecer nvCJD radica en el codon 129 del gen PrP: Individuos
homocigotos para Metionina en este codon (M/M 129) serian susceptibles a nvCJD, mientras
gue individuos homocigotos para Valina (V/V 129) o heterocigotos (M/V 129) serian
relativamente resistentes a la infeccion [34]. Si bien las EETs hereditarias aparecen
espontaneamente como resultado de mutaciones en el gen de PrP, también pueden ser
transmitidas a animales de laboratorio, lo cual confirma que la mutacion induce la formacién de
priones infecciosos. Las formas esporadicas de EET, incluyendo la mayoria de casos de CJD,
no presentan etiologias infecciosas o genéticas obvias y son por lo tanto atribuidas a la
conversién espontanea de PrP® en PrP>, o a la presencia de mutaciones somaticas en la
proteina que favorecen su conversion [25].

Bases moleculares de las EETs

Las PrPs son glicoproteinas unidas a la membrana celular por medio de un ancla GPI
(glicosil-fosfatidil-inositol). Contienen tres regiones distintivas: Un dominio repetitivo N-terminal,
de estructura flexible y rico en repeticiones cortas; una regién central hidrofobica altamente
conservada; y un dominio globular C-terminal, de estructura mas estable y compuesto por tres
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hélices a y dos hojas B-plegadas [35]. Luego de su procesamiento -que incluye la remocion de
la secuencia lider N-terminal, glicosilacion, formacion de puente disulfuro y la adicion del ancla
GPI- la proteina madura de PrP consiste de aproximadamente 200 amino&cidos (aa).

Quizas la caracteristica mas llamativa de las PrPs es su capacidad de cambiar
significativamente de estructura tridimensional, produciendo dos conformaciones diferentes: La
PrP normal o “celular” (PrP®), cuya estructura contiene 47% de hélices o y 3% de hojas B-
plegadas, y la patolégica o “scrapie” (PrP*), compuesta en 17-30% de hélices o y 43-54% de
hojas B-plegadas (Fig. 2) [36-38]. Es importante destacar que las formas PrP® y PrP*® son la
misma proteina, es decir, estan codificadas por el mismo locus genético y comparten la misma
secuencia de aminodacidos (estructura primaria). La diferencia entre ambas reside mas bien en
su estructura secundaria y terciaria (conformacion espacial), al haber experimentado la PrP®® un
cambio en el plegamiento respecto de la forma celular PrP®. Como consecuencia de este
plegamiento, la forma scrapie también difiere de la celular por su alto contenido en hojas -
plegadas, su insolubilidad en detergentes, resistencia a la protedlisis y propension a agregarse.
La transformacion de las formas nativas es inducida al entrar en contacto con particulas PrP*°
infecciosas. De este modo, se pone en marcha una reaccion en cadena y la infeccion crece
exponencialmente. Si bien el proceso descrito ocurre de manera autocatalitica, también se ha
propuesto que la transformacion puede ser asistida por una hipotética “Proteina X" [39, 40].

Figura 2. Modelos de la estructura 3D de la proteina de prién. A) La forma celular de
PrP (PrPC) es rica en hélices-a y presenta un bajo contenido de hojas p-plegadas. B)
La forma asociada con la enfermedad, llamada PrP scrapie (PrPSC), presenta una
mayor cantidad de hojas p-plegadas. Tomado de [105].

La region comprendida entre los residuos 90-112 ha sido implicada en la transformacion
del PrP® en PrP* [41]. Sin embargo, resulta curioso que las mutaciones causantes de las
enfermedades de pridn hereditarias se localizan a lo largo de toda la proteina. En estudios de
transmision con transgenes quiméricos de hamster/raton y humano/ratén, se logré identificar un
dominio entre los residuos 95-170 donde el PrP® se uniria al PrP*° [42, 43]. Posteriormente, se
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identific6 un segundo dominio entre los residuos 180-205, que parece modular la interaccion
entre Prp°® y Prps° [44]. Otra de las técnicas utilizadas para investigar los dominios patogénicos
del prion consiste en crear mutantes de delecion de PrP [45]. De este modo se hallé6 que la
remocion de cualquiera de las tres hélices o previene la formacién del PrP®°. Por el contrario, al
suprimir la regiéon N-terminal entre los residuos 23-89, asi como otros 36 residuos entre las
posiciones 141-176, no se afecta a la aparicion de PrP*¢. La molécula truncada resultante, de
106 aa, fue denominada PrP106 y tiene propiedades idénticas a las de la PrP°® completa. Al ser
de menor tamarfio, ofrece ventajas experimentales para el estudio de su estructura.

La transmision interespecifica de una enfermedad prion depende de que el prién
patégeno del donante sea suficientemente similar a la proteina prion huésped como para poder
unirse a ella e inducirle el plegamiento anémalo [46]. El grado de compatibilidad de ambas
proteinas determina el tiempo de incubacion de la enfermedad (meses, afios, décadas). Si las
PrP son compatibles (como entre bovinos y humanos), no existe barrera de transmisiéon. Como
mejor se transmite la enfermedad (menor tiempo de incubacion), es entre animales de la misma
especie. Esta “barrera interespecifica” fue descubierta por Pattison en los afios 1960s [47]. La
causa de la barrera interespecifica es la evolucion independiente de genes PrP con distintas
secuencias segun las especies. Por ejemplo, el gen PrP de ratén difiere del de hamster en 16 de
254 codones; y el de raton del de humano en 28 codones. Estos genes codifican proteinas PrP
cuyas secuencias de aminoacido difieren minimamente, pero lo suficiente como para interferir
con el reconocimiento entre PrPcél PrP%°. En consecuencia, cuanto mas parecidas sean las
secuencias PrP®° infecciosa y PrP“ del huésped, méas probable sera que el huésped se pueda
contagiar. Por ejemplo, ratones transgénicos que expresan la PrP de hamster son, a diferencia
de ratones silvestres, altamente susceptibles a infeccion con priones de hamster Sc237 [48]. Del
mismo modo, el hecho de que muchos casos de CJD -tanto esporadicos como adquiridos- se
hayan producido en individuos homocigotos en el coddn polimérfico 129 apoyan la idea que la
propagacion de los priones procede de manera mas eficiente cuando las PrP® y Prp**
involucradas tienen estructura primaria idéntica [49, 50]. Sin embargo, se reconoce que la
transmision entre especies distintas también depende del tipo de cepa de prion, el cual a su vez
parece depender del grado de glicosilacién de las PrPs en cuestién. Por ejemplo, la transmisién
de CJD a ratones silvestres es muy dificil [51, 52], pero 100% efectiva a ratones transgénicos
gue expresan el gen PrP humano [51]; sin embargo, en el caso del vCJD, la transmisién a
ratones silvestres es mucho mas eficiente que a ratones transgénicos, o0 sea, se observa el
efecto contrario [53]. Por lo tanto, se han sugerido términos mas apropiados como “barrera
interespecifica-intercepa” o simplemente “barrera de transmisién”, dado que tanto la secuencia
de aminoéacido como el tipo de cepa afectan la estructura tridimensional de la PrP, la cual a su
vez afecta la eficiencia de las interacciones proteina-proteina que determinan la propagacion de
los priones [2].

Las PrP de mamiferos estan fuertemente conservadas. Se piensa que s6lo un ndmero
limitado de conformaciones de PrP°® (“conformaciones preferidas”) son lo suficientemente
estables termodindmicamente como para poder ser propagadas y observadas. Es probable que
los estados de glicosilacion de la PrP sean importantes para la estabilizacion de conformaciones
PrP*°. Si bien es cierto que debe existir un nimero elevado de posibles conformaciones PrP®°,
es posible que solo un subconjunto de conformaciones preferidas exista en cada especie de
mamifero. Por ello, la transmision se produciria de manera rapida soélo si las dos especies en
cuestién coinciden sustancialmente en sus conformaciones preferidas. En el caso contrario, la
transmision entre dos especies sin ninguna conformacion preferida en comdn se hace
improbable. Segun este modelo de barrera de transmision, el BSE representaria una
conformacién termodindmicamente muy estable de PrP* que resultaria altamente permisiva
para las conformaciones de PrP expresadas en un amplio rango de especies distintas. Esto
explicaria la extraordinaria promiscuidad de esta cepa en mamiferos. Es probable que factores o
cofactores adicionales aun no identificados contribuyan al establecimiento de las barreras
interespecificas [2].
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Origen y evolucién de las PrPs

Al ser una condicion necesaria para el desarrollo de las EETs, la existencia de genes y
proteinas de prién ha sido examinada en muchas especies animales [54-60]. Hoy sabemos que
las PrPs estan presentes en todas las clases de vertebrados pero ausentes en invertebrados
[58]. Por lo tanto, el origen de las PrPs se remonta por lo menos a unos 300 millones de afios,
en un ancestro comun de los vertebrados. Su ausencia en invertebrados invita a especular que
las PrPs hayan aparecido de la mano con procesos evolutivos distintivos de los vertebrados,
como la cefalizacion. La comparacion de secuencias de aminoacidos de PrPs de mamiferos,
aves, reptiles y peces revelan un escenario evolutivo muy complejo: las PrPs estan fuertemente
conservadas dentro de cada clase de vertebrados, pero son muy divergentes entre clases
distintas (Fig. 3). Por ejemplo, los porcentajes de similitud de secuencia entre PrPs de peces y
mamiferos son de 30% en promedio[55, 57, 60]. Sin embargo, todas las PrPs conocidas
comparten la misma arquitectura de dominios y contienen motivos similares [55, 61-65] (Fig. 4A),
lo cual refleja la conservacién de una funcién biolégica importante.
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Figura 3. Evolucién molecular del dominio globular de la proteina de prién en
vertebrados. Modificado de [64].
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Tradicionalmente se ha considerado a las PrPs como proteinas altamente conservadas
[54, 66]. Sin embargo, esta observacién se basaba en analisis parciales que so6lo tomaban en
cuenta secuencias de PrPs de mamiferos. Un analisis comparativo mas completo, incluyendo a
otras clases de vertebrados, revela mas bien niveles altos de variacién de secuencia, de peces a
mamiferos [64]. Ademas, un examen detallado permite reconocer patrones mutacionales
claramente distintos en los dominios repetitivo y globular de las PrPs. EI hecho de que estas
regiones hayan evolucionado como mddulos independientes sugiere que la funcién de las PrPs
requiere de por lo menos dos actividades biologicas distintas [64].

Por un lado, el dominio N-terminal ha experimentado cambios drasticos a lo largo de su
evolucién. En mamiferos, esta region se describia como compuesta de cinco repeticiones del
octapéptido PHGGGWGQ, las cuales por contener un residuo de histidina, han sido relacionadas
con una importante funcién asociada a la union con moléculas de cobre [67, 68]. Al analizar las
secuencias de otros vertebrados, observamos que si bien todas las PrP contienen repeticiones
en la mitad N-terminal, las unidades repetitivas difieren notablemente en longitud y secuencia,
siendo practicamente inalineables entre distintas clases de vertebrados [55, 64]. Al reevaluar las
secuencias de mamiferos, hemos encontrado que éstas contienen en realidad dos tipos de
repeticiones: los octapéptidos antes descritos (redefinidos por nosotros como repeticiones tipo
“B”, de secuencia: WGQPHGGG), y un nuevo tipo de repeticiones (tipo “A”, de secuencia:
XRYPXQGSGGG) (Fig. 4B). Estos dos tipos de repeticiones (A y B) si estan representados en
las PrPs de todos los vertebrados, pero en proporciones distintas, lo cual dificulta su
reconocimiento. Asi, cada clase de vertebrado posee un ndmero caracteristico y bastante
conservado de repeticiones A y B (Fig. 4C). Por ejemplo, los mamiferos son los Unicos
vertebrados en los que se observa mas repeticiones B que A; todos los otros vertebrados
contienen un mayor numero de repeticiones A que B. Dado que las repeticiones suelen
evolucionar por expansion y contraccion (insercién y delecién sucesiva de unidades repetitivas),
se infiere que el ancestro comun de los vertebrados debié poseer una PrP con una repeticion de
cada tipo, y que durante el transcurso de la evolucién, las repeticiones experimentaron
expansiones y contracciones especificas dentro de cada clase de vertebrado. Si se considera la
alta divergencia de secuencia en este dominio, es poco probable que las repeticiones o su uniéon
a cobre contribuyan de manera fundamental a la funcién biol6gica de la PrP, sobretodo si se
toma en cuenta que la gran mayoria de las repeticiones de vertebrados no mamiferos no
contienen residuos de histidina.

El dominio C-terminal también presenta un patrén de evolucidn molecular intrincado [64].
Si bien existe gran variabilidad de secuencias entre clases de vertebrados, las diferencias estan
distribuidas desigualmente a lo largo del dominio: En los segmentos de importancia estructural
(hélices a y hojas B-plegadas), las sustituciones estan limitadas a aminoécidos que no alteran la
estructura secundaria del dominio; por el contrario, en las asas que interconectan estas regiones
(a modo de espaciadores) las sustituciones parecen ocurrir con mayores grados de libertad,
observandose ademas inserciones y deleciones de tamafio considerable. De este modo, a pesar
de las altas tasas de mutacion, el dominio globular ha mantenido su conformacion tridimensional
gracias a un patrén de seleccion natural que permitié la evolucion rapida de sus secuencias sin
alterar sus caracteristicas estructurales (Fig. 4D). La persistencia evolutiva de esta estructura
globular en todos los vertebrados indica que el dominio globular alberga una funcién bioldgica
muy importante y conservada. Por otro lado, el alto grado de variabilidad de secuencias entre
clases de vertebrados podria indicar la aparicion de especializaciones funcionales de la PrP en
cada clase.
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Figura 4. Dominios estructurales de la proteina de priéon. A) Distribucion de los motivos
caracteristicos de PrP en tetrdpodos y peces. PS = peptido sefial; pentdgonos de color
naranja = anclaje-GPI; N = sitios de N-glicosilacion; y S-S = puentes disulfuros.
Interrupciones en la region repetitiva indican variaciones en la cantidad de repeticiones en el
dominio. B) Redefinicion de las repeticiones candnicas del dominio repetitivo. La nueva
definicion incluye dos diferentes tipos; repeticiones de tipo A y B. C) Frecuencia relativa de
las repeticiones de tipo A y B entre las distintas clases de vertebrados. D) Estructura 3-D
de la proteina de prién humana y la prediccion de PrP-1 del pez cebra. Modificado de [64].

Como ya se menciond anteriormente, se conoce la existencia de priones en levaduras
[69, 70]. Sin embargo, estas proteinas de prion no son homodlogas ni en secuencia ni en
estructura con las PrPs, sino que sélo comparten con ellas la capacidad de alterar su
conformacion y de “replicarse” en ausencia de acidos nucleicos. Se piensa que los priones de
levaduras y de vertebrados podrian utilizar los mismos mecanismos de conversion y agregacion;
por ello, constituye un reto el comprender cémo dos proteinas sin parecido estructural o funcional
pueden tener comportamientos anémalos tan similares.

Funcién bioldgica de las PrP

Una de las cuestiones mas escurridizas de la biologia de los priones es la funcién normal
de la PrP. En mamiferos, la forma PrP® es expresada durante el desarrollo embrionario
temprano y también en la mayoria de tejidos adultos [64, 71-73]. Sin embargo, se observan los

175



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXX (2006)
|

niveles mas altos de expresion en el sistema nervioso, particularmente asociado a membranas
sinpticas [74, 75]. La PrP también se expresa profusamente en células del sistema inmune
[76]. Siendo una glicoproteina con anclaje en la membrana celular, se ha especulado que podria
cumplir roles en adhesion celular [77, 78] o en procesos de sefalizacién celular [79], pero su
funcion exacta ha permanecido hasta ahora oculta. Otros roles propuestos para la PrP incluyen:
neurogénesis [80, 81], interaccion ligando-receptor [82, 83], metabolismo de cobre [84], estrés
oxidativo [85, 86], apoptosis[87], y activacion de linfocitos [88, 89]. Sin embargo, estos roles no
convergen en un mecanismo molecular comdn que explique la funcién de PrP.

Dado el rol causal que cumple la PrP en la neurodegeneracién, se esperaria obtener
efectos dramaticos al producir animales carentes de ella. Por ello resulta sorprendente que
ratones homocigotos para alelos nulos de PrP -ratones knockout- se desarrollen y comporten
aparentemente de manera normal [90]. Dichos ratones son completamente resistentes a los
priones y no propagan infectividad [91, 92]. Utilizando técnicas electrofisiol6gicas en secciones
de hipocampo, se hall6 que los ratones knockout de PrP presentan deficiencias minimas en la
inhibicién sinaptica mediada por GABA,, y en la potenciacion a largo plazo [74, 93]; sin embargo,
estos resultados no han sido faciles de reproducir [94]. En todo caso, el hecho de que este
fenotipo se pueda revertir mediante la expresién inducida de PrP humana indica que se trata de
un efecto especifico de la PrP [95]. Tales abnormalidades en la inhibicion sindptica son
reminiscentes de las anormalidades neurofisioldgicas observadas en pacientes de CJD y en
ratones infectados con scrapie [96], sugiriendo la posibilidad de que la neurodegeneracion
inducida por priones se deba por lo menos en parte a la pérdida de funcién de PrP mas que a un
efecto deletéreo de la PrP*° [74]. La relativa normalidad de los ratones knockout de PrP, que no
desarrollan neurodegeneracion progresiva, podria deberse a cambios adaptativos durante el
desarrollo del sistema nervioso. Es posible que en un sistema nervioso de menor plasticidad, la
conversion de PrP® a PrP*° tenga consecuencias mas severas. Curiosamente, la PrP>® parece
no ser téxica en células carentes de PrP° [97]; ademas, la forma PrP*¢ es muy dificil de detectar
en algunos casos de FFI [98] y en ratones transgénicos infectados experimentalmente con FFI
[99], lo cual sugiere que, al menos en estos casos, la neurodegeneracién podria no ser un efecto
téxico de la PrP*°. Segun este modelo, la ganancia de funcién que implica el modo de herencia
autosomal dominante seria un reflejo de la formacién de PrP*°, la cual agotaria funcionalmente a
la PrP® por medio de un efecto dominante negativo. Otros fenotipos sutiles han sido descritos en
ratones knockout de PrP, incluyendo abnormalidades del ritmo circadiano [100], degeneracion de
células cerebelares de Purkinje [101], y disfunciones neurofisiolégicas en el hipocampo [102].
Sin embargo, la base molecular de estos fenotipos es incierta, y es posible que la variabilidad de
los efectos observados se deba en parte al fondo genético de los ratones utilizados en cada
estudio.

Durante los ultimos 14 afios, la falta de fenotipos claros en ratones knockout de PrP se
ha convertido en un gran obstaculo para el analisis funcional de esta proteina, suscitando la
pregunta de si su enigmatica funcién es necesaria o dispensable para el organismo. Por ello es
crucial llevar los estudios funcionales sobre PrP a otros modelos animales. Por ejemplo,
nosotros venimos obteniendo resultados positivos utilizando el pez cebra (Danio rerio) para
comprender mejor la funcién de la PrP. Este pequefio teledsteo es uno de los modelos preferidos
en genética del desarrollo de vertebrados debido a las miltiples ventajas experimentales que
ofrece [103]: progenie numerosa, periodo de reproduccién corto, fertilizacion y desarrollo
externos, transparencia de los embriones, facil manipulacién genética, y sobretodo la posibilidad
de producir knockouts temporales (knockdowns) por medio de la microinyeccién de antiRNAs
modificados (morfolinos) que bloquean la traduccion del RNAmM. EIl genoma del pez cebra
contiene dos copias del gen PrP, que codifican dos proteinas, PrP-1 y -2, homélogas a las PrPs
de mamiferos [64]. Sus patrones de expresién espacio-temporales difieren durante el desarrollo
pero juntos recapitulan el patron conocido en mamiferos: mientras que la PrP-1 es expresada
ubicuitamente en estadios tempranos de blastula y géastrula, la PrP-2 es expresada es estadios
mas tardios y exclusivamente en neuronas en diferenciacion, especialmente en el cerebro
(Mélaga-Trillo y cols., en revision). Los bloqueos knockdown de PrP-1 y PrP-2 producen
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fenotipos de pérdida de funcién muy severos que concuerdan con sus patrones de expresion:
Mientras que el knockdown de PrP-1 resulta letal hacia el principio de la gastrulacion (Fig. 5a-b),
el de PrP-2 causa defectos morfoldgicos tardios en la formacion del cerebro, viéndose afectadas
tanto la proliferacion como la diferenciacién neuronal (Fig. 5g-1). Estos constituyen los primeros
fenotipos claros de pérdida de funcion de PrP (Malaga-Trillo y cols., en revisiéon). La letalidad del
fenotipo PrP-1 puede ser revertida expresando RNAm para PrP-1, -2, y sorprendentemente,
también PrP de ratén (Fig. 5d-f), indicando que las PrPs de mamiferos y peces comparten
actividades biol6gicas importantes para el desarrollo embrionario. La diferencia entre los efectos
de pérdida de funcion en el pez cebra y el ratdn resulta dificil de comprender. Sin embargo, hay
qgue tomar en cuenta las diferencias técnicas entre ambos sistemas: mientras que en el caso del
raton knockout, el gen PrP es fisicamente eliminado del genoma, en el pez cebra el gen
permanece intacto y es transcrito, siendo blogueada su expresion mediante el uso de moléculas
complementarias de RNA que impiden a los ribosomas la traduccidon del mensaje PrP. Es
posible que en el raton, la falta del gen PrP sea compensada por mecanismos genéticos
regulatorios; en el pez cebra, estos mecanismos no se activarian porque el gen es normalmente
replicado y transcrito.

Figura 5. La pérdida de la funcion de la
proteina de pridn produce claros fenotipos
en el pez cebra. Un embrion normal
despues de la gastrulacion (a); la pérdida
de la funcion de PrP-1 conlleva a un
arresto letal en el desarrollo (b), mientras
que la ausencia de la funcion de PrP-2 no
produce fenotipo en este estadio (c). El
fenotipo letal producido por la pérdida de
la funcion de PrP-1 puede ser revertido por
la expresion inducida de PrP-1 (d), PrP-2
(e) or PrP de raton (f). La ausencia de la
funcion de PrP-2 produce efectos tardios
en el desarrollo de estructuras neurales.
Vistas dorsales del mesencéfalo vy
telencéfalo en un pez transgénico (g), en
el cual las neuronas estan marcadas con
una proteina verde fluorescente (i,
neuronas craneales y k, neuronas
sensoriales). El fenotipo observado por la
pérdida de la funcion de PrP-2 (h) se
caracteriza por la disminucién en el
namero y el grado de diferenciacion de las
neuronas (j, neuronas craneales vy |,
neuronas sensoriales).

Heuronas sensoriales
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Figura 6. La proteina de prién induce
contactos celulares. Cuando PrP de
ratén (a, b) o de pez cebra (c, d) son
expresadas en células N2a
(neuroblastoma de ratén) se
acumulan en contactos celulares,
sugiriendo que su funcion involucra
una interaccién molecular que facilita
la comunicacion celular. Antes de
producirse el arresto previo a la
gastrulacion en embriones de pez
cebra donde se ha perdido la funcion
de PrP-1, se observa una notoria
pérdida de la adhesion celular (e)
comparado con el embrién normal (f).
En las células Schneider-2 (S2) de
Drosophila melanogaster (un modelo
celular no adherente usado para el
estudio de moléculas de adhesion), la
expresion de PrP de ratén (g, i) o de
pez cebra (h, j) induce la formacién de
contactos celulares y la acumulacién
de la proteina de prién en los mismos.
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Al expresar constructos fluorescentes de PrPs de pez cebra y de ratén en células
neuronales de ratdon observamos que ambas PrPs se acumulan fuertemente en los contactos
celulares (Fig. 6a-d), fenébmeno que también ocurre cuando se expresan los mismos constructos
en embriones de pez cebra. El hecho de que la acumulacion de PrP se produzca sélo en
contactos entre células que expresan el constructo implica que las PrP son capaces de
interactuar homotipicamente en trans (Malaga-Trillo y cols. en revision). Al reexaminar los
contactos celulares en embriones knockdown de PrP-1, notamos que la muerte de los embriones
se produce por la pérdida de adhesion en los blastocitos, indicando que la interaccién de PrPs en
trans en los contactos celulares es crucial para mantener las células adheridas unas a otras (Fig.
6e-f). Ademas, utilizando células no-adherentes de Drosophila demostramos que la interaccién
en trans de las PrPs es suficiente para inducir adhesiéon y sefializacion celular (Fig. 6g-j)
(Malaga-Trillo y cols. en revision). La importancia de estas funciones, evidente por su
conservacion en todos los vertebrados y por Ia Ietalldad de los fenotipos PrP del pez cebra,
apoya la idea de que la conversion de la PrP¢ en PrP*® produciria un efecto de pérdida de
funcion, que culminaria con la muerte celular debido al cese de una sefal protectiva o al
encendido de una sefial toxica para la célula (Fig. 7). Cada vez resulta mas evidente que las
caracteristicas funcionales y las propiedades patogénicas de la PrP son probablemente dos
caras de la misma moneda.

Figura 7. Modelos para la toxicidad celular de PrP*°. A) Actividad téxica de PrP°® que es
independiente de la funcion normal de PrP®. Este escenario parece poco probable debido a
los recientes estudios de Chesebro y cols. [106], que demuestran gue la presencia de PrP se
por si sola no induce neurotoxicidad in vivo. B) Prp°© posee una actividad normal,
f|S|oIog|camente activa, que induce neuroproteccion mediada por la interacciéon en trans con
otra PrP® de una célula vecina. Esta actividad se pierde por la conversién a PrP S Este
modelo sugiere un rol esencial en la protecmon celular para PrP°© que seria avalado por
nuestros estudios mostrando que Ia falta de PrP en embriones de pez cebra es letal. C) La
interaccion en cis entre Prp° y PrP desencadena una activad neurotoxica.
Slmultaneamente la interaccién entre PrP®-PrPS® compite con la interaccién normal en trans
con otra PrP€, bquueando la sefial neuroprotectiva y potenciando el efecto téxico. Esta Ultima
posibilidad seria avalada por Ios estudlos de Solforosi y cols. [107] que sugieren que una
posible interacciéon entre Prps° y PrP® en la membrana plasmatica induciria apoptosis de
neuronas in vivo.
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Conclusiones

Debido a su relacién causal con las encefalopatias espongiformes trasmisibles, la PrP es
una de las proteinas mejor estudiadas y caracterizadas a nivel estructural y bioguimico. Sin
embargo, sus propiedades patogénicas aun estan lejos de ser comprendidas del todo.
Cuestiones basicas como la naturaleza de la conversién estructural, la replicacién de los priones,
y la especificidad del dafio neuronal necesitan ser esclarecidos en detalle. Para ello, es
necesario conocer mejor la funcién que la PrP desempefia en situaciones fisiolégicas normales,
no patolégicas. Hasta ahora, esta funcion ha sido muy dificil de elucidar debido a la falta de
fenotipos claros de pérdida de funcién en ratones de laboratorio y en sistemas de cultivo celular.
Sin embargo, el uso de modelos animales alternativos ofrece nuevas posibilidades: por ejemplo,
utilizando embriones de pez cebra y células de Drosophila estamos obteniendo resultados
significativos que revelan un rol fundamental de las PrPs durante el desarrollo embrionario,
generando interacciones moleculares que determinan viabilidad y diferenciacién celular. Sera
muy importante integrar la informacion obtenida de los distintos modelos animales y celulares
para lograr una perspectiva evolutiva que nos permita comprender las propiedades patogénicas
de los priones a partir de la evolucién funcional de la PrP.
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Resumen

La proteina de prion (PrP) es una glicoproteina de membrana normalmente presente en
todos los vertebrados. Bajo circunstancias inusuales, la PrP puede experimentar una
transformaciéon estructural y convertirse en el constituyente Gnico de los priones, peculiares
agentes infecciosos que carecen de acidos nucleicos. Los priones son la causa de un grupo de
desordenes neurodegenerativos que incluyen la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) en
humanos y la encefalopatia espongiforme bovina o “mal de las vacas locas”. Se sabe mucho
acerca de las propiedades patogénicas de la PrP; sin embargo, a pesar de la detallada
caracterizacion de sus propiedades celulares y bioquimicas, su funciébn natural es aun
desconocida. En este articulo, revisamos las enfermedades de priones y sus bases moleculares,
asi como la evolucién y funcién de las proteinas de prién. Se incluye trabajo llevado a cabo en
nuestro laboratorio, en especial nuestro andlisis de los fenotipos de pérdida de funcion de PrP en
el pez cebra y la expresion heteréloga de PrPs de diversos vertebrados en células de pez cebra,
raton y Drosophila. Nuestros resultados muestran que una funcién evolutivamente conservada
de todas las PrPs de vertebrados es el establecimiento de interacciones trans homotipicas entre
células adyacentes, mediando asi las formacién de contactos celulares y la sefializacién por
medio de balsas lipidicas.

Palabras clave: proteinas de prién; encefalopatias espongiformes transmisibles; enfermedades
neurodegenerativas; barrera interespecifica; evolucidon molecular; pez cebra.
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Abstract

During the evolution of vertebrates, the growth hormone (GH) locus has stayed basically
without change, except for some minor changes in artyodactiles and fish (they have an extra
copyes of the gene). But suprisingly and suddenly this locus suffered dramatic change in
primates. This is our contribution to the description and understanding of these extraordinary
changes without precedent.

All our findings start to delineate the evolutionary pathway(s) that the GH locus has
followed in primates and sustain the preexistent idea that this locus has being expanded by
different recombination events. Once we get the complete locus structure we are going to be able
to elucidate the pattern of these recombination events.

With the analysis of these loci, their genes and intergenic regions, we will have the
posibility of inferring the evolutionary events that gave place to this multigenic family, and we will
identify the forces and mechanisms involved.

We still need to understand the consequences or causes of this expansion and loci
divergence, which could be based on several physiological, reproductive, and anatomic aspects
that can be as obvious as those that differentiate an animal that looks like a squirrell, such as the
prosimians, from the antropomorphic image of apes.

Keywords: Growth Hormone Locus, Molecular evolution in primates.
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La familia multigénica

Al conjunto de genes que surgen de la duplicacién de un gen ancestral y que comparten
una similitud nucleotidica de al menos el 50%, se le conoce como familia génica (Barsh y cols.,
1983). Sus miembros generalmente integran un grupo en un locus cromosomal y las proteinas
gue codifican tienen funciones similares o relacionadas, ademas de ser capaces de expresarse
en diferentes momentos o en distintos tipos celulares. Las diferencias nucleotidicas de relevancia
entre los miembros de una misma familia son aquellas que se concentran en sus regiones
codificantes y regulatorias. Existen ejemplos de familias en las cuales la diferenciacién aparece
en ambas regiones, siendo mayor en genes con funciones disimiles, como lo son genes con
diferente especificidad tisular de su expresion.

La gran familia GH

Dentro de las familias multigénicas con diferencias en especificidad tisular de la
expresion de sus miembros, destaca la de los genes de la hormona del crecimiento (referida aqui
como GH por sus siglas del inglés, lo que también aplica al resto de las hormonas incluidas en
esta revision). Interesantemente, en primates esta familia también incluye a los genes del
lactdgeno placentario (PL), recientente rebautizado como somatomamotropina coriénica (CSH).
Aunque ya no en el mismo locus, pero si por su similitud en mayor o menor grado estructural y
funcional, esta familia también abarca a los genes de la prolactina (PRL), la proliferina (PLF),
proteinas relacionadas a prolactina (PRP), proteinas semejantes a prolactina (PLP) y la
somatolactina (SL), por lo que en este sentido amplio, la familia resulta extensa (Fig. 1).

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

CSH- 1 -MAPGS- - - - - - - - - RTSLLLAFALLCLPW QEAGAVQTVPL SRLFDHAM_QAHRAHQL 49
GH1 -MATGS- - -------- RTSLLLAFG.LCLPW QEGSAFPTI PLSRLFDNAM_RAHRLHQL 49
PRL MNI KGSPWKGSLLLLLVSNLLLCQSVAPLPI CPGGAARCQ\/TLRDLFDRAWLSI-NI HNL 60
. * % * . * * % * * . -k * *
CSH-1 Al DTYQEFEETYI PKDQKYSFLHDSQTSFCFSDSI PTPSNVEETQQKSNLELLRI SLLLI 109
GH1 AFDTYQEFEEAYI PKEQKYSFLQNPQTSLCFSESI PTPSNREETQOKSNLELLRI SLLLI 109
PRL SSEMFSEFDKRYTHGRG: - - - FI TKAI NSCI—FI'SSLATPEDKEQAQJ\/NQ(DFLSLI VSIL 116
. * * . * . .
CSH 1 ESWLEP- - - - VRFLRSMFANNL VYDTSDSDDYHL LKDLEEG QTLMGRLEDGSRRTGQI L 165
GH1 QSWLEP- - - - VQFLRSVFANSL VYGASDSNVYDLLKDLEEG QTLMGRLEDGSPRTGQ F 165
PRL RSV\NEPLYHLVTEVRGNQEAPEAI LSKAVEI EEQTKRLLEGVEL VSQJHPETKENEI YP 176
* % k% * *x % * .

CSH- 1 KQTYSKFDTNSHNHDAL LKNYGL L YCFRKDVDKVETFL RWQCRSVEGSCGF 217

GH1 KQTYSKFDTNSHNDDAL LKNYGL L YCFRKDVDKVETFL RI VQCRSVEGSCGF 217

PRL VV\SGLPSLQ\/ADEESRLSAYYNLLI—D.RRDSHKI DNYLKLLKCR! | HNNNC- 227

K kke ke ke ok * e ke ok

Figura 1. Similitud entre miembros de la familia GH de humanos. Los asteriscos
marcan las similitudes. CSH=somatomamotropina coriénica, GH= Hormona de
crecimiento, PRL= Prolactina.

Mientras que en la mayoria de los vertebrados la GH esta codificada por uno o a lo mas
un par de genes, es en los primates donde experimenta una dramatica evolucién, misma que es
el motivo central de nuestras actuales investigaciones. Ello se suma a otros atributos tales como
traslape y diferenciacion de funciones, surgimiento de las CSHs en dos ocasiones a nivel de la
escala evolutiva —en roedores aln se les refiere como PLs y se postula que se derivaron del
gen de la prolactina, mientras que en los primates lo hicieron del de la GH—, y expresién
diferencial en al menos dos tejidos. Consecuentemente, la familia GH en primates constituye un
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modelo ideal para estudios de evolucién de la relacién estructura-funcién y del origen de los
mecanismos moleculares que subyacen en la expresion diferencial de los miembros de una
familia génica.

Estructuray funcién del locus GH en humanos

El locus GH en el humano consta de cinco genes localizados en el brazo largo del
cromosoma 17 (17qg24.2). Estos genes se encuentran orientados en la misma direccién
transcripcional en el orden: 5 -(hGH-N»CSH-1»CSH-2»hGH-V»CSH-3)-3". A pesar de que sus
unidades transcripcionales no ocupan mas de 2 kb (para un total de 10 kb), las regiones que las
separan (regiones intergénicas) aportan dos ~6 kb cada una y las otras dos ~13 kb también cada
una, para abarcar una region genémica de aproximadamente 50 kb en total. Estos genes
presentan una alta similitud en su secuencia nucleotidica (aproximadamente 95%), asi como en
su estructura, representada por cinco exones interrumpidos por cuatro intrones (Barrera y cols.,
1982).

Ademas de en sus promotores, en las regiones intergénicas se encuentran elementos
reguladores (poteniciadores e inhibidores) que en conjunto circunscriben la expresion del primer
gen del locus (hGH-N) a la hipdfisis y la del resto a la placenta (Chen y cols., 1989; Golos y cols.,
1993). En este sentido, el gen hGH-N codifica para la GH hipofisiaria, mientras que el gen hGH-V
lo hace para la GH variante expresada en la placenta. Se ha descrito que esta Ultima reemplaza
a la primera en la sangre materna durante el embarazo. Los genes CSH-2 y CSH-3 se expresan
en el sincisiotrofoblasto de la placenta e interesantemente codifican ambos para una misma
CSH madura (Barrera y cols., 1983). El gen CSH-1 parece ser un pseudogen (Resendez y cols.,
1990) (Fig. 2).

hCSH1 hGH2 hGSHZ

=
Tejidos -» 5_.[}_“-’%%\
.
Hipofisis
% 5 3 0.01 1 <0001 05
. Vo
22 kDa ? 22 kDa 20kDa 25kDa 22kDa
Isoformas — 20 kD
protéicas a 22kDa 26 kDa
17.5kDa 24 kDa

Figura 2. Potencial codificador del locus GH del genoma humano. Dos genes GHs
producen cerca de la mitad de las proteinas como resultado del procesamiento dife-
rencial de los transcri-tos primarios y modif.-caciones postradu-ccionales de las
proteinas. Sorpresiva-mente, tres genes CSHs contribuyen Unicamente a una
proteina madura idéntica.
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La dramatica historia evolutiva del gen GH en primates

Existe evidencia que sugiere que el locus GH experimenté una muy rapida evolucion en
los primates, reflejada en tanto la expansion del nGmero de genes, como su diferenciacion,
pasando asi de un solo gen en prosimios a una media docena en grades monos. Se ha sugerido
también que dicha diferenciacion ocasiond que sus miembros acumularan substituciones
aminoacidicas que dieron pie al surgimiento a las dos otras hormonas arriba mencionadas: la GH
y la CSH, ambas placentarias. Finalmente, de que en este proceso, los loci tambien
experimentaron expansion a causa del incremento en la longitud de las regiones que separan a
cada gen miembro del locus, es decir las regiones intergénicas. Dado que los eventos de
duplicacién, recombinacion o posiblemente transposicion que participaron en la adquisicion de la
especificidad tisular aun no han sido explicados, nuestro trabajo abarca también este otro reto.

Gendmica comparativa del locus GH en primates

En nuestro laboratorio hemos sumado a nuestros trabajos previos en GHs (Barrera-
Saldafia, 1998), el estudio de la evolucion de esta interesante familia génica, siendo nuestro
abordaje la gendémica comparativa, es decir la descripcidn detallada de la estructura del locus
GH en los diferentes 6rdenes de primates. Para ello escogimos cuando menos una especie de
cada grupo de los primates. A saber, de los prosimios escogimos al lemur, de los monos del
nuevo mundo (MNM) al mono arafia (Ateles geoffroyi), de los monos del viejo mundo (MVM) al
mono rhesus (Macaca mulata), y de los grandes simios al chimpancé (Pan troglodytes).

Para el analisis echamos mano de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, por
sus siglas del inglés) y de iniciadores de secuencias consenso, es decir derivada de las regiones
mas conservadas de las escasas secuencias génicas de GHs de primates descritas con
anterioridad. Con esta técnica, fuimos capaces de amplificar genes, asi como regiones
intergénicas de los loci de los monos en estudio. Cabe sefialar que la amplificacion de estas
Ultimas regiones fue posible debido a una innovacion nuestra en la técnica de la PCR: la
inversion de la direccion de los oligonucleétidos en combinacion con el uso de la PCR larga. De
esta forma se generaron amplificaciones de regiones intergénicas que se traslapaban con los
extremos de los genes, lo que nos permitié armar el rompecabezas con las que estamos siendo
capaces de inferir la composicién y organizacion de los loci en cada especie en estudio (Fig. 3).

Las regiones génicas e intergénicas del locus GH

Ahora sabemos que hubo un salto evolutivo desde el tronco del arbol filogenético de los
primates: de prosimios a MNM se pasé de un gen a ocho genes. Sin embargo, aunque se crecid
draméticamente en el nimero de genes, el locus en si no abarca mas que el del humano. Esto
debido a que en dichos monos las regiones intergénicas son mas cortas. Por ejemplo, en el
mono arafia, el locus esta compuesto de seis genes separados por regiones intergénicas de 3.5
kb.

En el siguiente escalén evolutivo, de MNM a MVM, se aprecian dos fendmenos
realmente intrigantes. Primero, varias de las copias de los nuevos genes adquiridos en el paso
anterior (expansion de uno a seis genes) se transformaron en genes del tipo CSH. Segundo, las
regiones intergénicas tambien crecieron, pasando de 3.5 kb a dos tamafios nuevos: 6 y 13 kb.

También resulta intrigante el hecho de que dentro de los MVM aparece la version
placentaria de la GH, pues al comparar un par de especies de este grupo, nos topamos con la
sorpesa de que una posee Yy la otra no, este misterioso nuevo miembro de la familia. Finalmente,
a pesar de que el nimero de genes es similar en los MVM y el chimpancé, un buen niimero de
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las duplicaciones que generaron los genes en estos dos grupos parecen haber sido
independientes.

ET— cs —— cs. ——{l— cs- Humano

Humano/ grandes monos

[ —GEN - - e - e {—68 chimpanceé

- _- — -_- Mono Rhesus

Monos del Viejo Mundo

EE- B GO R Bl Monoaada

Monos del Nuevo Mundo

[ ] Lémur

Prosimios

Figura 3. Descifrando la evolucion del locus GH en primates. Mientras los monos del
Nuevo mundo tienen Gnicamente genes del tipo GH en sus loci, los de los monos del
viejo mundo y los grandes monos incluyen genes CSH. Las lineas en guiones
representan las regiones intergénicas parcialmente secuenciadas, mientras que las
punteadas a aquellas faltantes.

Elementos reguladores de la expresion génica diferencial tisular

A la par del estudio de los genes y su arreglo genémico, en nuestro laboratorio se ha
venido investigando la presencia de los principales elementos reguladores en las regiones
intergénicas de los loci de las diferentes especies de monos. Empezamos escudrifiando dichas
regiones mediante la hibridacion con sondas marcadas radioactivamente (técnica del Southern
blot). El estudio se centrd, aparte de en los promotores génicos, en dos de los principales
reguladores que encierran la clave hasta cierto punto del patron de especificidad tisular que
exhiben los miembros del complejo multigénico del locus GH del humano: el inhibidor que
suprime la expresién de los genes placentarios en la hip&fisis (conocido como elemento-P) y el
potenciador que la estimula en la placenta (Barrera-Saldafa, 1998) (Fig. 4).

De los resultados anteriores se puede inferir que de los seis genes del MVM, el primero
del locus (GH-N) es candidato a ser el Unico activo en la hipéfisis, mientras que para los otros
genes se asume que son expresados en la placenta. Esto ha sido verificado por investigadores
de otros laboratorios para el caso del macaco (Golos y cols., 1993), Gnica especie donde se
habia estudiado a la fecha el perfil de expresién de los miembros de esta familia génica.
Trabajos recientes también de nuestro laboratorio, han permitido clonar ya los transcritos
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derivados de la familia GH en el papién, lo que serd dado a conocer en breve, coincidiendo en
parte con el perfil de expresion revelado en el macaco.

El potenciador debi6 haber aparecido después de la divergencia de los MNM y los MVM
(aproximadamente 45 millones de afios atras). Esto se cree debido a que en los MNM como el
mono arafia solo se evidencio la presencia del elemento P (Revol y cols, 2001), por lo cual
resulta de sumo interés el determinar la expresion tejido especifica de sus genes, experimento
actualmente en curso en nuestro laboratorio. Por el contrario, las regiones intergénicas de los
loci de las especies de los MVM que han sido estudiadas tienen ambas secuencias, por lo que
es posible asumir que la expresiébn de sus miembros esta gobernada por los mismos
mecanismos de control que los descritos para el locus humano (Barrera-Saldafia, 1998).
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Figura 4. Avances en la regulaciéon génica. Estudios por transfeccion de las
diferentes versiones de los promotores (cortas y largas), revelan que la familia
génica es regulada por la presencia en la hipéfisis del activador (Pit-1) en el gen
hGH-N y el represor (elemento P) en el resto de genes. En contraste, en la placenta
el activador y el represor no existen, pero otros activadores (Spl, potenciadores e
iniciadores) activan el resto de genes.

Nuestros analisis de las secuencias de los promotores de los genes GHs y CSHs de las
diferentes especies de primates en estudio en nuestro laboratorio, revelan que los principales
elementos reguladores se encuentran conservados (Revol y cols., 2001). Por lo tanto se puede
inferir que los mecanismos basicos de la regulacién genética se asemejan entre MVM, gandes
monos y el humano.

Mecanismos de evolucion

La secuenciacion parcial, principalmente de los genes, en contraposicién a las extensas
regiones intergénicas, de este locus en unos cuantos proyectos aislados sobre estudios del
mismo en especies de primates, permiti6 comenzar a descifrar el proceso evolutivo que ha
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venido moldeando la composicion y organizacion del locus a lo largo del arbol filogenético de los
primates.

Para acelerar este proceso, nuestro laboratorio inicié el estudio sistematico de clonacion,
ensamblaje y secuenciacion de los genes y regiones intergénicas de loci GHs de especies
representativas de los diferentes grupos de primates, desde prosimios, hasta gandes monos. La
identificacion de varios elementos repetidos de la familia Alu, todos localizados en las regiones
intergénicas, junto con el andlisis de regiones de similitud, han permitido delinear las posibles
unidades o bloques de duplicacién subgenémica (Chen y cols., 1989).

En una primera hip6tesis que buscaba explicar la posible via que se siguid en la
evolucién del locus GH desde prosimios hasta el humano, el analisis de las secuencia del locus
GH humano condujo a postular que en primates el gen CSH resulté de la divergencia de una
copia del gen GH-N hace no menos de 31 millones de afios. Posteriormente, la region que
contiene estos dos genes se duplicd nuevamente, dando origen a un locus con cuatro genes:
dos GHs y dos CSHs. Mas tarde, el gene CSH faltante se derivé del CSH original. Finalmente, se
propone que ocurrieron inserciones de elementos de control y al menos un evento de conversion
génica (hace aproximadamente 10 millones de afios) que hicieron todos estos genes mas
parecidos entre si (Fig. 5).

Prosimios

Gene ancestral GH NG m——

Primera duplicacién ‘ ‘

Tipo de gene GH

Divergencia de CS ‘ ‘
Tipos de genes GH y CS EE-GH. mm CS
|
Duplicacion Inicial l l
S GH. o CS mmGH - CS -
|
Segunda duplicacion ‘ ‘

e GH-1..mm CS-L. mmmm CS-1 mGH:2.mm CS-2

Callithrix jacchus

Macaca mulata

Pan troglodytes

Homo sapiens

Figura 5. Hipétesis del proceso de formacion del locus de GH. Descripcion
esquematica de los eventos evolutivos que originaron al locus GH del genoma
Humano.
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Nuevas pistas del porqué nuestro locus GH difiere del chimpancé

Sin embargo, nueva evidencia derivada ya no solo del andlisis de las secuencias del
locus GH del genoma humano, si no también de los loci GHs de los genomas de las diferentes
especies de primates estudiados en nuestro laboratorio y particularmente del locus GH del
chimpancé nos ha obligado a reconsiderar nuestra hipotesis original. De particular relevancia
resulté el estudio de las secuencias parciales pero valiosas del locus GH derivadas del proyecto
del genoma el chimpancé complementadas con nuestros analisis de este locus en varios
cromosomas artificiales de bacterias (BACs).

En breve, la nueva hip6tesis que postulamos propone que el evento final que originé al
segundo gen activo CSH del locus humano, no usé como molde al gen CSH original, si no mas
bien a la copia de éste surgida a raiz de la segunda duplicacién (Gonzalez-Alvarez, y cols.,
2006). Esta nueva hipdtesis tiene consecuencias muy importantes que apuntan a que
posiblemente el locus GH deba incluirse entre aquellos locus que marcaron la diferencia entre el
rumbo evolutivo que tomo nuestra especie y que ahora nos diferencia de nuestro cercano
pariente. Esta, sin embargo, es otra historia que esperamos contarles en nuestro préoximo
encuentro.
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HABIA UNA VEZ UN GEN...LA DRAMATICA HISTORIA EVOLUTIVA DE LA FAMILIA DE LA
HORMONA DEL CRECIMIENTO EN PRIMATES

Resumen

Los organismos vivos han desarrollado varias maneras de interconvertir a la energia en
sus diversas formas, utilizando compuestos de fosfato tales como trifosfato de adenosina (ATP)
como fuente bioldgica de intercambio de energia. Las ATPasas pueden convertir la energia
derivada de la hidrdlisis del ATP en trabajo. Ademas, una parte significativa de la energia total
liberada se puede disipar en el ambiente circundante como calor. En este trabajo, repasaremos y
discutiremos los procesos de transduccion de energia, la nocion de los compuestos de fosfato de
alta y baja energia, y la evolucion de dos conceptos: (i) la energia derivada de la hidrdlisis de los
compuestos de fosfato se libera solamente antes de la hidrdlisis del enlace del fosfato y (i) la
cantidad de energia liberada y la fraccion de ella que se convierta en calor varia con el ambiente,
e. g., si el compuesto se encuentra en solucién o en la superficie de la enzima. También
discutiremos algunas evidencias que indican que las ATPasas pueden modular la conversion de
la energia durante el ciclo catalitico que determina la fraccion de la energia derivada del
compuesto del fosfato que sera convertida en trabajo y la fraccion que se convertir4 en calor.
Este concepto es importante para la comprensién de la termogénesis y de su papel en la
resistencia al frio, el control del peso corporal, y el mecanismo varias enfermedades como el
hipertiroidismo y la obesidad, que se asocian con la falta de regulacion de la termogénesis.

Palabras clave: adenosin trifosfato, ATP; enlaces de fosfato; ATPasa; solvatacion; transduccion
de energia; hidrélisis del fosfato; pirofosfato; termogénesis.
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Abstract

Ligninilytic fungi are the main organisms involved in the carbon recycling from lignin.
Several enzymes are involved in this process and they are non specific with the capacity to
produce free radicals. Lignin peroxidase, manganese peroxidase, versatile peroxidase and
laccases are extracellualr enzymes and they are involved in the lignin degradation, with the
contribution of the intracellular enzymatic system, cytochrome P450. In addition, these enzymes
are able to transform a diversity of substrates, including pollutants and toxic compounds. This
work reviews the literature on the capacity of these enzymes for the pollutant degradation, with
emphasis on polycyclic aromatic hydrocarbons, pesticides and industrial dyes. The potential
uses of these enzymes in biorremediation and reduction of environmental impact are discussed.

Keywords: Ligninilytic fungi, degradation enzymatic, biorremediation.

Introduccién

Sin duda, uno de los grandes retos de la humanidad en este inicio del siglo XXl es el de
convertir los procesos productivos en procesos limpios y eficientes energéticamente. Por otro
lado, se requiere tener la capacidad tecnolégica para restaurar los sitios dafiados
ambientalmente. La biotecnologia tiene un papel importante que desempefiar en esta
transformacion tecnoldgica. La investigacion debera estar enfocada en la utilizacion de nuevas
herramientas biotecnolégicas para la prevencién, control y remediacién de las contaminaciones
ambientales. En este trabajo se analiza la posibilidad de usar sistemas enzimaticos para la
transformacion de contaminantes que conlleve a una reduccién, o eliminacion, de su impacto
ambiental. Los microorganismos responsables del reciclaje del carbon proveniente de la lignina,
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o degradadores de lignina, presentan una bateria de enzimas poco especificas con un uso
potencial en la transformaciéon de compuestos contaminantes y xenobidticos. Aqui se ejemplifica
este potencial con la transformacion enzimatica de colorantes industriales, plaguicidas e
hidrocarburos polinucleo aromaticos.

Lignina: estructura y biodegradacion

La lignina, después de la celulosa, es el mayor componente de la materia vegetal y la
forma mas abundante de material aromatico en la biosfera. La madera y otros tejidos vasculares
contienen alrededor del 20-30% de lignina [1]. La mayor parte de ésta se encuentra dentro de las
paredes celulares, entremezclada con las hemicelulosas y formando una matriz que rodea las
ordenadas microfibrillas de celulosa. Este compuesto provee de rigidez a las plantas superiores
ya que actua como pegamento entre las fibras de celulosa formando la Idmina media (Fig. 1) [2].
Ademas, protege a los carbohidratos facilmente degradables (celulosa, hemicelulosa) de la
hidrdlisis enzimatica microbiana [3].

Figura 1. Representacién esquematica de la pared celular vegetal a cuatro niveles,
aumentando de a hacia e. a Corte transversal de una fibra de madera mostrando la lamina
media y la pared celular primaria y secundaria. b Seccion transversal de una porcién de la
pared secundaria con macrofibrillas. ¢ Un manojo de microfibrillas. d Los filamentos
micelares. e Corte transversal de una micela, mostrando la composicion ultraestructural: la
lignina, hemicelulosa y celulosa. El espacio entre las fibras vegetales (lamina media),
macrofibrillas, microfibrillas y los filamentos micelares esta ocupado por lignina [4].
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Una estructura quimica representativa de la lignina se muestra en la figura 2. Este
biopolimero contiene alrededor de 10-20% de grupos hidroxilo fendlicos que le confieren rigidez
a la pared celular de las plantas y ademas las protege del ataque de organismos patégenos [1,
5].

Biosintéticamente, la lignina proviene de tres alcoholes precursores: el alcohol p-
hidroxicinamilico (cumarilico), el alcohol 4-hidroxi-3-metoxicinamilico (coniferilico) y el alcohol
3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamilico. La copolimerizacion por radicales libres de estos alcoholes,
iniciada por peroxidasas vegetales, da lugar al polimero de lignina [2]. Quimicamente este
polimero es heterogéneo, amorfo, 6pticamente inactivo, y altamente ramificado [3].
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Figura 2. Estructura parcial de la lignina.

Las caracteristicas estructurales de este heteropolimero vegetal imponen ciertas
restricciones para su biodegradacion. Definiendo a una molécula de lignina con un peso
molecular de entre 600-1000 kDa, es evidente que su tamafio le impide poder ser degradada
intracelularmente [2]. Ademas, por el tipo de enlaces covalentes que presenta (aril-éter, aril-aril y
carbono-carbono) y su hetereogeneidad, no puede ser degradado por mecanismos tipicos de
hidrdlisis [6]. Por lo tanto, cualquier enzima o grupo de enzimas capaces de atacar inicialmente la
lignina, deben ser ademas de extracelulares, no hidroliticas y bastante inespecificas [2].
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Microorganismos ligninoliticos

La capacidad para catabolizar la celulosa y hemicelulosa es una caracteristica comun
para diversos hongos y otros microorganismos. Por el contrario, al ser la lignina un
heteropolimero muy recalcitrante, solamente es mineralizado (transformado hasta dioxido de
carbono y agua) en forma limitada por algunas bacterias y extensivamente por un grupo de
hongos [2]. Estos hongos ligninoliticos, denominados hongos de la pudricidon blanca de la
madera, comprenden un grupo de organismos cuya caracteristica es su capacidad para
mineralizar eficientemente la lignina. Presumiblemente, esta degradacién selectiva les permite
tener acceso a la celulosa y hemicelulosa, las cuales finalmente representan su fuente de
carbono y energia [7].

La mayoria de los hongos ligninoliticos pertenecen al grupo Basidiomycetes y son los
microorganismos mas eficientes en degradar totalmente la lignina. Estos organismos secretan
varias enzimas extracelulares que son esenciales para la transformacion inicial de la lignina y
que en conjunto logran su mineralizacion [8].

Hongos ligninoliticos y compuestos xenobioticos

Los hongos ligninoliticos han desarrollado un sistema enzimatico Unico y no especifico
que funciona en el ambiente extracelular. El mecanismo del sistema degradador de lignina esta
basado en la produccién de radicales libres. Este mecanismo permite que estas enzimas sean
cataliticamente activas sobre una gran diversidad de sustratos organicos. La enorme diversidad
estructural de los contaminantes que son degradados por estos hongos, les confiere un uso
potencial en biorremediacion. Estos hongos han sido efectivos en la degradaciéon de una
diversidad de contaminantes ambientales peligrosos (Tabla 1).

Los contaminantes recalcitrantes, tales como bifenilos policlorinados y explosivos
aromaticos [9], los hidrocarburos policiclicos aromaticos [10], los plaguicidas clorados [11] y los
plaguicidas organofosforados [12], son todos efectivamente mineralizados a CO, por varias
especies de hongos ligninoliticos. Ademas, la poca especificidad de las enzimas de estos
organismos les permite degradar mezclas complejas de estos contaminantes.

Se ha demostrado la oxidacién de efluentes provenientes del blanqueo del papel con
Phanerochaete chrysosporium, y se suguiere que la enzima responsable de la decoloracion de
tales efluentes es principalmente la manganeso peroxidasa (MnP) [13]. También se han
reportado altas eficiencias de decoloracion en estos efluentes con la lacasa de otro hongo
ligninolitico, Trametes versicolor [14].

Estudios de degradacion de colorantes sintéticos han revelado que los hongos
ligninoliticos son capaces de decolorar colorantes azo, trifenilmetano y heterociclicos [8].
Especificamente, las (MnPs) de Bjerkandera adusta y de Pleurotus eryngii son capaces de
decolorar algunos colorantes sintéticos [15]. También se ha demostrado que dos isoenzimas de
lacasa, purificadas de Coriolopsis gallica decoloran diversos colorantes industriales [16].

Estudios realizados con P. chrysosporium han mostrado que este organismo ligninolitico
degrada eficientemente 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, guayacoles policlorados y diversas
vainillinas cloradas [17]. Ademas este hongo mineraliza pentaclorofenol (PCP). Debido a que
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estos trabajos se siguieron en condiciones de cultivo ligninoliticas, se pensé que tales enzimas
ligninoliticas podian estar involucradas en su transformacién. Posteriormente se demostré que
diversos fenoles policlorados son efectivamente sustratos de peroxidasas extracelulares como la
lignino peroxidasa (LiP) y la (MnP) de P. chrysosporium. Ademas, se ha demostrado que el 2,4-
diclorofenol [18], 2,4,5-triclorofenol [19], 2,4,6-triclorofenol [20] y pentaclorofenol [21] son
oxidados in vitro por estas enzimas hasta sus correspondientes 1,4-benzoquinonas como
productos finales.

Para el caso del PCP se han identificado tanto a LiP y MnP como las enzimas capaces
de llevar a cabo la deshalogenacion unicamente en la posicion 4 del anillo aromatico. Debido a
que esta deshalogenacion da lugar a la quinona, se denomina deshalogenaciéon oxidativa (Fig.
3). Posteriores eliminaciones de los demas atomos de cloro en la molécula policlorada son
biocatalizadas por otros sistemas enzimaticos. En P. chrysosporium se ha propuesto la
existencia de un sistema intracelular reductor capaz de deshalogenar totalmente el PCP,
después de la accién de LiP y MnP [21].

OH (0]
(¢]] Cl LiPoMnP Cl Cl
—_—
Cl Cl Cl Cl
Cl (0]
pentaclorofenol tetraclorobenzoquinona
OH (0]
Cl Cl  LiPpoMnP Cl Cl
—_—
Cl Cl Cl Cl
OH (0]
tetracloro-dihidroxibenceno tetraclorobenzoquinona

Figure 3. Productos identificados de la oxidacién de PCP vy tetracloro-dihidroxibenceno,
utilizando LiP y MnP purificadas de Phanerochaete chrysosporium [21].

En algunos casos, la transformacién de compuestos xenobidticos en los cultivo no es
mediada por las enzimas ligninoliticas extracelulares. Por ejemplo, el fenantreno y el 1,1,1-
tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)etano que no son sustratos para las peroxidasas extracelulares [9, 22]
son degradados por cultivos de P. chrysosporium (Tabla 1). Un sistema enzimatico intracelular,
la monoxigenasa citocromo P450, que esta presente en todos los hongos, parece estar
involucrado en la degradacion de algunos compuestos como el fenantreno, el benzo(a)pireno y
el DDT [22].
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Tabla 1. Compuestos xenobidticos degradados por cultivos de hongos de la podredumbre

blanca.

Compuesto xenobidtico

Especie®

Referencia

Fenoles clorinados
Pentaclorofenol

Triclorofenol
Diclorofenol

Cloroguayacoles

Bifenilos policlorinados

Aroclor 1254
Tetracloro bifenilo

Plaguicidas

DDT
Terbufos
Clorpirifos
Fonofos
Endosulfan

Dioxinas
Dicloro dibenzo-p-dioxina

Tetracloro dibenzo-p-diaoxina
Hidrocarburos policiclicos aromaticos

Fluoreno
Antraceno
Fenantreno
Pireno
Benzo(a)pireno

Alquil halidos
Lindano
Clordano
Nitrotoluenos

TNT

DNT

Pc, Ps, Po, Th, Cs

Pc
Pc

Pc

Pc, Tv, Pb, Fg
Pc

Pc
Pc
Pc
Pc
Pc

Pc
Pc

Pc
Pc, Tv, Ba
Pc, Tv, CI
Pc
Pc, Tv, Ba

Pc
Pc

Pc, Ba

Pc

Mileski y cols., [23]
Field y cols., [10]
Field y cols., [10]

Field y cols., [10]

Eaton, [24]
Bumpus y col., [25]

Fernando y cols., [9]
Bumpus y cols. , [12]
Bumpus y cols., [12]
Bumpus y cols., [12]
Kullman y Matsumura, [26]

Valli y cols., [22]

Bumpus, [28]
George y Neufeld, [29]
Field y cols., [10]

Hammel y cols., [22]
Hammel y col., [30]

Field y cols., [10]

Kennedy y cols., [11]
Kennedy y cols., [11]
Fernando y cols., [9]; Eilers

y cols., [31]
Valli y cols., [27]
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Cloroanilinas

Dicloro anilina Pc, Tv, CI Morgan y cols., [32]
Colorantes

Colorantes azo Pc, Po, Tv Cripps y cols., [33]; Spadaro

y cols., [34]

Colorantes poliméricos Pc Glenn y Gold, [35]

Cristal violeta Pc Bumpus y Brock, [36]

Violeta acido 7 Tv Zhang y Yu, [37]
Clorolignina Pc Eriksson y Kolar, [38]

® Pc, Phanerochaete chrysosporium; Ps, Phanerochaete sordia; Po, Pleurotus ostreatus; Th,
Trametes hirsuta; Cs, Ceriporiopsis subvermispora; Tv, Trametes versicolor; Pb, Phlebia
brevispora; Fg, Funalia gallica; Ba, Bjerkandera adusta; Cl, Chrysosporium lignosum.

Enzimas ligninoliticas de hongos

A partir de los estudios realizados con hongos ligninoliticos en los afios setenta, se
comprobé que la degradacion de la lignina daba lugar a productos que provenian de la ruptura
oxidativa de anillos aromaticos. Por lo que se pensé que las oxigenasas extracelulares podian
estar involucradas en la transformacion de la lignina [39]. Algunos afos después, tres grupos
reportaron de manera independiente, el descubrimiento de una ligninasa capaz de oxidar y
despolimerizar la lignina y compuestos modelo [40, 41, 42], y cuya actividad enzimatica depende
del peroxido de hidrogeno (H,O;). Se calcularon pesos moleculares de entre 41-42 kDa y se
encontrd que contenia un grupo prostético hemo [43]. Estudios espectroscopicos mostraron que
esta ligninasa era distinta de las oxigenasas P450, compartia algunas caracteristicas con las
hemoproteinas transportadoras de oxigeno y que era en realidad una peroxidasa [2]. A esta
enzima se le denomina ahora como lignino peroxidasa (LiP).

A partir de este hallazgo, se encontré la produccion de dos hemoperoxidasas mas: la
manganeso peroxidasa (MnP) que oxida el Mn?* a la especie oxidante Mn”" [44], mientras que
recientemente en los géneros Pleurotus y Bjerkandera se ha descrito una MnP versatil (VP). Esta
enzima conjuga las propiedades cataliticas de LiP y MnP [45, 46].

Ademas de estas peroxidasas, se detecto6 la produccion en estos hongos ligninoliticos de
una cuarta enzima, una fenol oxidasa denominada lacasa. Esta enzima reduce el oxigeno
molecular a agua, y a través la utilizacién de ciertos compuestos redox puede ser capaz de
ampliar su espectro de sustratos, logrando asi la oxidacién de porciones no fendlicas de la
lignina [47].

Estas enzimas ligninoliticas pueden actuar separadas o en cooperacion, dependiendo de
si el hongo es capaz de producir una o0 mas. En la Tabla 2 se muestran algunos hongos
ligninoliticos y las enzimas que producen.

Ademéas de estos sistemas enzimaticos, se ha considerado que la participacion de
compuestos de bajo peso molecular es también esencial en la degradacién de la lignina. Esto se
postula debido a que la lignina en su estado natural es inaccesible para enzimas tales como la
LiP y MnP. Entre los cofactores importantes para la transformacion de la lignina se encuentran el
manganeso, el alcohol veratrilico, el oxalato y el 2-cloro-1,4-dimetoxibenceno [7].

35



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXX (2006)

Tabla 2. Organismos productores de enzimas ligninoliticas

Organismo Enzimas ligninoliticas Referencias
Phanerochaete chrysosporium MnP, LiP Paszczynski y cols., [48]
Trametes versicolor MnP, lacasa Paice y cols., [49]
Ceriporiopsis subvermispora MnP, lacasa Urzlay cols., [50]
Cyanthus stercoreus MnP, lacasa Sethuraman y cols., [51]
Phlebia radiate MnP, LiP, lacasa  Van Akeny cols., [52]

Schneegab y cols., [53];

Nematoloma frowardii MnP, LiP, lacasa Hofrichter y cols., [54]

Pleurotus eryngii, Pleurotus
ostreatus, Pleurotus pulmonarius

Martinez y cols., [55];

MnP, VP, lacasa Caramelo y cols., [56]

Mester y Field [57];

Bjerkandera sp. BOS55 VP Mester y Field [46]

Bjerkandera adusta UAMH 8258 y

7308 VP Wang y cols., [58]

Lignino peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP).

Estas dos peroxidasas involucradas en la despolimerizacién de la lignina fueron descritas
por primera vez en el hongo ligninolitico P. chrysosporium. De este organismo se han purificado
diez isoenzimas, nombradas H1 a H10, de acuerdo a su orden de elucion de una columna de
intercambio anionico. De ellas, seis fueron identificadas como isoenzimas de LiP (EC 1.11.1.7),
mientras que cuatro correspondieron a isoenzimas de MnP (EC 1.11.1.13). Ambas son capaces
de oxidar a la lignina, y derivados de la misma, ademas de una variedad de compuestos modelo
(Fig. 4) [2, 59, 60, 61].

Estas enzimas comparten la estructura del grupo prostético férrico protoporfirina IX (grupo
hemo) presente en su sitio activo. Normalmente en las hemo peroxidasas, el atomo de hierro se
encuentra penta coordinado. Cuatro posiciones de coordinacién son ocupadas por los atomos de
nitrégeno de los anillos pirrélicos. La quinta posicion se localiza en el lado proximal (por “debajo”)
del grupo hemo y es comunmente ocupada por un nitrégeno pertenenciente al anillo imidazol de
un residuo de histidina. La sexta posicion de coordinacion en la enzima en su estado basal esta
vacante y se ubica en el lado distal (por “arriba”) del grupo hemo. Esta cavidad distal es la region
en la que ocurren muchas de las reacciones de las hemoperoxidasas.

A pesar de la baja homologia en secuencia entre diversas peroxidasas (menor al 20%),
el plegamiento y la estructura secundaria se encuentran conservadas [62]. La enzima se divide
en dos dominios estructurales (proximal y distal) que envuelven al grupo prostético (Fig. 5) y su
estructura esta conformada principalmente por 10-11 a-hélices.
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Figura 4. Compuestos Derivados de la Lignina: Alcohol veratrilico (A), y tres dimeros modelo
(1, 11, ).

Calcios

Figura 5. Modelo molecular teérico de la MnP de Pleurotus eryngii [63]. Se muestran las
posiciones de las o-hélices, del grupo hemo, del Mn?* y las porciones C y N terminal.

Las LiP presentan masas moleculares de aproximadamente 40 kDa, estan glicosiladas y

tienen puntos isoeléctricos y pH 6ptimos acidos. Ademas su ciclo catalitico es comun para
diversas peroxidasas.

El ciclo catalitico de LiP y MnP esta compuesto por tres reacciones consecutivas [64, 65].

Involucra primeramente la reaccion del sitio activo de la enzima con el peréxido de hidrégeno.
Esto produce la reduccion del H,O, a H,O y la oxidacién por dos electrones de la proteina férrica
a un intermediario denominado compuesto |. Este intermediario posee dos equivalentes
reductores, y contiene un centro oxiferril [Fe'V=O] y un radical n-cationico. Este radical puede
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estar localizado ya sea en el grupo hemo o en algun residuo de la proteina, dependiendo de la
isoenzima [62]. Después, el estado de la proteina denominado compuesto |, se reduce mediante
un electrén de una molécula de sustrato reductor (AH) dando lugar a un radical del sustrato (A°)
y al compuesto Il, en el cual el radical catiénico ha sido reducido a su estado nativo. Finalmente
el compuesto Il es reducido con un electrén por una segunda molécula de sustrato reductor (AH)
hasta el estado nativo de la enzima que contiene el Fe**

Las peroxidasas ligninoliticas difieren en los sustratos reductores (AH) que son oxidados
por la transferencia de un electréon a los compuestos | y Il, [66]. La LiP es relativamente
inespecifica en sus sustratos reductores. Puede oxidar compuestos aromaticos de alto potencial
redox tales como el alcohol veratrilico (Fig. 4A), metoxibencenos y modelos diméricos no
fenollcos de lignina. Mientras que la MnP es especifica en sus sustratos reductores y solamente
el Mn** puede completar eficientemente su ciclo catalitico. Estudlos cinéticos han mostrado que
el compuesto | de la MnP puede ser reducido tanto por Mn®* como por compuestos fendlicos,
mientras que solamente el Mn?" reduce el compuesto Il [64].

El Mn** generado por la MnP es una especie altamente oxidante (1.54 V) con el
inconveniente de ser altamente inestable en medio acuoso. Para superar este inconveniente, los
hongos ligninoliticos secretan acido oxalico (y otros acidos como el malonlco) que acomplejan el
Mn**. Estos &cidos dicarboxilicos forman complejos estables con el Mn®* capaces de difundir a
traves de la estructura de la pared celular vegetal y que actian como oxidantes de compuestos
fendlicos [67, 68].

Es muy probable que las diferencias cataliticas entre LiP y MnP sean debidas a la
existencia de diferentes sitios de union para el sustrato en estas enzimas homologas. El sitio de
union a Mn?* esta formado por los atomos de oxigeno carboxilico de dos glutamatos (ubicados
en la posicion 35 y 39), un aspartato (en la posicién 179), un atomo de oxigeno de un propionato
y dos oxigenos del agua. Los tres residuos aC|d|cos delimitan un pequefio canal de acceso frente
a los propionatos del grupo hemo. El Mn?* entra a este sitio coordinado por los oxigenos del
propionato interno y de los tres residuos acidicos. De esta manera puede transferirse un electron
hasta el grupo hemo via el propionato [63]. Este sitio de union a Mn?* es exclusivo de la MnP, por
lo que no existe en la LiP [69].

El amplio rango de sustratos para la LiP, que incluye moléculas aromaticas pequefias y
de mayor peso, sugiere que debe haber al menos un sitio de unién localizado en la superficie de
la enzima. Asi, se ha confirmado la participacion de un triptofano superficial (ubicado en la
posicion 171 en la LiP) en la oxidacion de alcohol veratrilico [70, 71]. Se propone que en este
residuo se inicia la transferencia de los electrones a larga distancia hacia el grupo hemo. Debido
a que este triptofano se encuentra altamente conservado se han propuesto rutas similares de
transferencia de electrones para diversas peroxidasas.[63].

Peroxidasa versétil (VP)

Como se menciond, tanto la (LiP) como la (MnP) fueron descubiertas en cultivos del
hongo P. chrysosporium y estudiadas extensivamente. Recientemente se describié una tercera
peroxidasa ligninolitica en los géneros Pleurotus y Bjerkandera. A esta enzima se le denominé
versatil perOX|dasa (VP). La VP, diferente de la MnP y LiP de P. chysosporium, es capaz de
oxidar Mn** a Mn** , y catalizar reacciones sobre sustratos aromatlcos en ausencia de Mn?* [55].
Ademas se encontro que posee una alta afinidad hacia el Mn?* , hidroquinonas y colorantes.
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También es capaz de oxidar al alcohol veratrilico (a veratril aldehido), dimetoxibenceno y
dimeros de lignina, aunque con menor afinidad que la LiP [45, 56].

El ciclo catalitico de la VP combina los ciclos de la LiP y la MnP (figura 6). Sus
caracteristicas basicas son comunes a la mayoria de la peroxidasas. Sin embargo, la VP es
Unica ya que es capaz de oxidar sustratos aromaticos como el alcohol veratrilico (AV) a su
correspondiente radical AVe, el Mn?* a Mn** y sustratos que la LiP sélo oxida en presencia de
alcohol veratrilico. El ciclo de la VP incluye la sustraccion de dos electrones de la enzima en
estado basal por el peréxido de hidrégeno para producir el compuesto I (C-l5), que contiene un
oxo-Fe V=0 y un radical catidnico en la porfirina. La reduccién en dos reacciones de un electréon
produce el compuesto Il (C-llx), que contiene un oxo-Fe IV=0. Y después, la forma basal de la
enzima [103]. El ciclo también incluye el compuesto I (C-lg), que contiene un oxo-Fe V=0 y un
radical triptofano (Trpe) y el llg (C-llg), que contiene un Fe lll y un Trpe involucrado en la oxidacién
de AV y otros compuestos aromaticos de alto potencial redox (C-lg y C-llg estan en equilibrio con
C-la y C-lla, respectivamente). El porcentaje de las formas A y B en las dos reacciones puede ser
variable y su participacién en la catalisis dependerd de los sustratos disponibles. En otras
palabras, los compuestos I y lla predominaran durante la oxidacién de Mn?*, mientras que un
porcentaje del Trpe sera necesario durante la oxidaciéon de AV. El triptéfano activo en C-lg y C-llg
es el W164 en la VP de P. eryngii [103].

Es importante mencionar que esta enzima oxida directamente hidroquinonas y fenoles
sustituidos, los cuales no son oxidados eficientemente por la LiP o la MnP en ausencia de veratril
alcohol o Mn*", respectivamente. Incluso oxida colorantes de alto potencial redox, los cuales solo
son catalizados por la LiP en presencia de veratril alcohol [15, 45]. Para esta enzima, los pH
6ptimos para la oxidacién de Mn?* y sustratos aromaticos son diferentes. Para la oxidacion de
Mn?* el optimo es pH 5, mientras que para los compuestos aromaticos y colorantes es 3. Estos
parametros son similares a los de MnP y LiP, respectivamente [66].

Son dos los sitios de unién a sustrato en las VPs de P. eryngii, y B. adusta. Uno
exclusivo para el Mn?*, cerca del grupo hemo, y otro para los sustratos aromaticos en donde
tiene un papel fundamental un triptofano superficial. El flujo de electrones desde el triptofano y el
grupo hemo se ha demostrado en la VP de P. eryngii [66] y se determiné para la VP de B. adusta
[72, 73]. Estudios bioquimicos muestran la existencia de una inhibicién no competitiva entre la
oxidacion de Mn* y los sustratos organicos, como colorantes de alto potencial redox [63] e
hidrocarburos aromaticos [74]. Estos resultados apoyan la idea de la existencia de dos sitios de
oxidacioén con afinidades distintas, que no se ven afectados por la presencia del sustrato alterno
que actua como inhibidor.

Lacasa

Las fenol oxidasas son enzimas que catalizan la oxidacion de un amplio espectro de
compuestos fendlicos y aminas aromaticas utilizando el oxigeno molecular como aceptor de
electrones, reduciéndolo a agua [75].

La lacasa es una fenol oxidasa que debe su nombre a que fue descubierta, hace mas de
un siglo, en el arbol japonés de la laca: Rhus vernicifera [76]. Esta enzima contiene atomos de
cobre y se encuentra ampliamente distribuida en las plantas superiores, diversas clases de
hongos y algunas bacterias [77]. Todas las lacasas son glicoproteinas extracelulares [78] con
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pesos moleculares entre 60 y 80 kDa, y del 15 al 20% de su peso molecular esta dado por
carbohidratos [75].

VP
Fe C-ll,

Rcio;/ \< [Fe' Trp]
n2+/

-1, » C-11,

IV— Fe'V—O
[Fe =0 P M2+ e L ]

AN

[Fe'V+:O Trp°]

Figura 6. Ciclo catalitico de la versatil peroxidasa. VP, peroxidasa versatil en su estado
basal; C-la, Compuesto 1A; C-lg, Compuesto 1B; C-lla, Compuesto 2A, C-llg, Compuesto
2B; VA, alcohol veratrilico.

La lacasa fungica (bencendiol:oxigeno oxidorreductasa, E.C. 1.10.3.2) es una fenol
oxidasa extracelular producida por el micelio de basidiomicetos, ascomicetos y deuteromicetos
[79]. Los mejores productores de esta enzima son los hongos ligninoliticos [80].
Bioguimicamente, la lacasa es una enzima que oxida una variedad de compuestos aromaticos.
Cataliza la remocion de un electron y un protdn de hidroxilos fendlicos o de grupos amino
aromaticos, para formar radicales libres fenoxilo y radicales amino, respectlvamente Este grupo
de enzimas, posee cuatro atomos de cobre en su estado de oxidacion ? que les confieren una
coloracion azul.

Esta enzima oxida no solamente acidos fendlicos y metoxifendlicos, sino que también los
descarboxila [81] y ataca sus grupos metoxilo mediante la desmetilacion [82] o desmetoxilacion
[83]. Todas estas reacciones pueden representar un paso importante en la transformacion inicial
de la lignina.

La lacasa también reacciona con polifenoles y otros compuestos aromaticos derivados
de la lignina, los cuales, pueden ser polimerizados o despolimerizados, o incluso actuar como
mediadores redox de bajo peso molecular [84]. La utilizacidon de sistemas mediador-lacasa es
una alternativa promisoria para procesos biotecnoldgicos con aplicaciones ambientales. Entre
ellos, los de blanqueo de la pulpa de papel [84, 85], la decoloracién de colorantes textiles [86, 87]
y la oxidacion de hidrocarburos polinucleoaromaticos [88, 89, 90].
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Oxidacion biocatalitica de hidrocarburos poliaromaticos.

Los hidrocarburos poliaromaticos (HPAs) son componentes del petréleo crudo, la
creosota y el carbon. Compuestos ampliamente distribuidos en el ambiente. La mayoria de la
contaminacion por HPAs esta originada por el uso extensivo de combustibles fosiles como fuente
de energia. Su alta persistencia en el ambiente se debe a su alta hidrofobicidad, lo que hace muy
lenta su biodegradacion microbiana. Su remocion del ambiente es prioritaria debido a que
muchos de los HPAs tienen propiedades toxicas, mutagénicas y carcinogénicas [91].

4
- @ Impacto de electrones
@2 O Transferencia de carga
© 3 ®©
1S
=
(&)
[}
@ 2
o
©
® (@)
S
=
G
< oe
o @
[ ] @)
0 . g c-ce—MWO—0—0
7.0 7.5 8.0 8.5 9.0

Potencial de ionizacién (eV)

Figura 7. Relacién entre el potencial de ionizacion el sustrato aromatico y la actividad
catalitica de la lignino peroxidasa de Phanerochaete. chrysosporium [94]. Los valores
de potencial de ionizacién medidos por dos técnicas diferentes, impacto de electrones
y transferencia de carga. La actividad especifica en moles de sustrato transformadas
por segundo por mol de enzima.

Compuestos como el pireno, benzo(a)pireno, acenafteno, fenantreno, antraceno y
fluorantreno pueden ser oxidados por enzimas como la LiP [30], la MnP [92], la VP [74] y la
lacasa [89, 93]. La habilidad de estas enzimas para oxidar los HPAs depende del potencial de
ionizacioén (Pl) de cada compuesto (Fig. 7).

El Pl es una medida (electron-Volts) de la energia requerida para sustraer un electrén del
orbital molecular mas alto de un compuesto. La extraccidon de un electron del sistema & de los
compuestos aromaticos genera un radical cationico. La capacidad de los HPAs para formar
radicales cationicos se relaciona con su PI, que a su vez, depende de la distribucion de carga de
los electrones © del compuesto. Las posiciones con la densidad de carga mas alta, son las mas
susceptibles de sustitucion nucleofilica. Se ha reportado una correlacion entre el Pl de los HPAs
y la actividad especifica de hemoproteinas como la LiP [94], la MnP [92], la hemoglobina y la VP
[74]. En esos trabajos se ha reportado un valor de Pl umbral para cada proteina: LiP < 7.55, MnP
<82, Hb<8.0yVP=<742¢eV.
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Figura 8. Oxidacion de hidrocarburos poliaromaticos con diferentes hemoproteinas.

Los productos de la reaccion de la oxidacion de HPAs con peroxidasas son
esencialmente quinonas (Fig. 8). El hecho de que se obtengan los mismos productos de
oxidacién sugiere que las enzimas tienen el mismo mecanismo de oxidacion [95]. La oxidacion
enzimatica, seguida de la adicién de microorganismos enddégenos puede ser una estrategia de
remediacion efectiva debido a que la biodegradacién de los HPAs y sus metabolitos, incrementa
con su estado de oxidacion. Adicionalmente, las quinonas son significativamente menos
mutagénicas que sus correspondientes HPAs [96]. Por ejemplo, el ciclopenta(ed)pireno presenté
una concentracion minima mutagénica en células linfoides humanas de 1.8 ng/ ml, mientras su
respectiva quinona presenté una concemtracion minima mutagénica de 2600 ng/ ml. Por otro
lado el benzo(a)pireno, un potente carcinogeno, presentd una concentracion minima mutagénica
de 14 ng/ ml, mintras que ninguna de sus quinonas fué mutagénica [96], Esto nos indica que una
transformacion enzimatica de los HPAs es suficiente para reducir su impacto ambiental.

Transformacién enzimatica de plaguicidas

Una coleccion de 13 plaguicidas organosintéticos (Fig. 9) de los cuales 11 son
organohalogenados se ensayaron in vitro con la VP de B. adusta para verificar su susceptibilidad
a la transformacién enzimatica [97]. En la tabla 3 se muestran los resultados de la actividad de la
VP sobre los plagicidas, en dos condiciones de reaccion. La actividad independiente (en
ausencia) de Mn?* se ensayd a pH 3.0, mientras que la actividad dependiente (en presencia) de
Mn?* se cuantificé a pH 4.0. Estos pH se han reportado como cercanos a los 6ptimos para la
oxidacioén de sustratos aromaticos por la VP de B. adusta [98].

Como puede observarse en la tabla 3, solo tres compuestos fueron susceptibles de ser
transformados por la enzima en las condiciones ensayadas. Estos plaguicidas fueron el
bromoxinil, diclorofen y pentaclorofenol. Para el resto de los plaguicidas mostrados en la figura 9
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no se detectd transformacion enzimatica. Los tres sustratos de la VP resultaron ser compuestos

fendlicos organohalogenados.
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Figura 9. Plaguicidas seleccionados para la transformacion enzimatica con peroxidasa
versatil de Bjerkandera adusta.

El analisis de los productos mostré que los plaguicidas eran deshalogenados por la
enzima [97]. En general, se considera que productos de reaccion menos halogenados son
usualmente menos toxicos y mas susceptibles a la biodegradacion que los reactantes
halogenados [99]. Por tal motivo, se ha pensado que tanto las peroxidasas como algunas
fenoloxidasas pueden ser de utilidad en procesos de descontaminacion [100]. El hecho de que la
VP de B. adusta sea capaz de generar productos menos halogenados que los compuestos
iniciales, y en virtud de que durante su mecanismo de catalisis pueda polimerizar compuestos
téxicos, la convierte en potencial catalizador de aplicacién ambiental.

Por otro lado, se estudid el sistema enzimatico para la degradacion de plaguicidas
organofosforados por diferentes cepas de hongos ligninoliticos [101]. Una coleccién de 18 cepas
diferentes de hongos degradaron in vivo el paration adicionado a los cultivos en un tiempo de 96
h (Tabla 3). Tres de las cepas mostraron alta actividad degradativa y se seleccionaron para
catalizar otros plaguicidas organofosforados. Estas tres cepas: B. adusta 8258, P. ostreatus 7989
y P. chrysosporium 3641 fueron capaces de degradar ademas de paration, a los plaguicidas
terbufos, azinfos metilico, fosmet y tribufos (DEF) en el rango de 50 al 96% en 96 h.

Para poder identificar el origen de la actividad degradativa se evaluaron las actividades
de las enzimas ligninoliticas extracelulares contenidas en los extractos de los cultivos de las
cepas seleccionadas. La actividad de la lignino peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa fue
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identificada en los extractos y no presentaron actividad sobre los cinco plaguicidas ensayados in
vivo, sugiriendo que la actividad responsable podria encontrarse en el interior de la célula.

Tabla 3. Transformacién enzimatica de algunos plaguicidas [97].

Actividad especifica (min™)?

Plaguicida Ausencia de Mn**  Presencia de Mn** pH
pH 3.0 4.0
Bromoxynil 68.10 (+ 0.70)° 3.89 (£ 0.18)
Diclorofen 173 (£ 4.5) 198 (£ 11.17)
Pentaclorofenol 10.87 (£ 0.90) 0.23 (£ 0.01)

?Moles de sustrato transformadas por minuto por mol de enzima.
® Valores en paréntesis son desviaciones estandar.

Tabla 4. Degradacion de paratién por 18 cepas de hongos ligninoliticos
después de 96 hrs de cultivo ?

Hongo Degradacion (%)”
B. adusta 4312 49.0+4.2°
B. adusta 7308 49055
B. adusta 8258 78.3+3.6
G. applanatum 8168 ND

P. ostreatus 7964 445+ 41
P. ostreatus 7980 445+ 47
P. ostreatus 7988 18.4+£4.0
P. ostreatus 7989 96.9+2.9
P. ostreatus 7972 32.3+3.1
P. ostreatus 7992 26.0+2.5
P. ostreatus IE8 48.5+2.3
P .chrysosporium FC-322 10.5+£3.0
P .chrysosporium 3641 55.0+x2.1
P. chrysosporium 3642 28625
P. chrysosporium ATCC 24725 30.0+£2.0
S. pulverulentum 4521 7.7+3.2
C. galica 8260 285125
T. versicolor 8272 95+34

? La concentracion inicial del plaguicida fue 20 mM. ®Valores promedio
obtenidos de ensayos por triplicado. ND: no detectado.® Desviacién
estandar
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Figure 10. Productos de la degradacion de los plaguicidas organofosforados por el sistema
citocromo P450 de Pleurotus ostreatus [101].

Se obtuvieron y ensayaron in vitro las preparaciones obtenidas de microsomas de P.
ostreatus, encontrandose velocidades de degradacién de 10 umol h'1mg prot ' para fosmet, 5.7
pmol h'1mg prot" para terbufos y 2.2 umol h' mg prot' para azinfos metilico. Estos resultados y
la inhibicién del sistema citocromo P450 por 3 inhibidores especificos empleados en estas
mismas especies de hongos y el mondxido de carbono, asi como el estricto requerimiento de
NADPH durante la degradacién, indican que en los hongos ligninoliticos la actividad de
degradacion de plaguicidas es debida al sistema multienzimatico asociado al citocromo P450.
Los productos de la degradacion (Fig. 10) fueron identificados por espectrometria de masas
acoplado a la cromatografia de gases.

El mecanismo molecular de la accion de los plaguicidas organofosforados es la inhibicion
de la enzima acetilcolinesterasa, una serin esterasa ampliamente distribuida [102]. La
acetilcolinesterasa se encuentra en el sistema nervioso central y periférico de los vertebrados y
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su accion fisiolégica es hidrolizar el neurotransmisor acetilcolina para que la activacion de los
receptores colinérgicos sea transiente. La inhibicion de la acetilcolinesterasa resulta en la
acumulacion de acetilcolina y presentan signos de toxicidad colinérgica. Una transformacion
enzimatica que reduzca el impacto ambiental del plaguicida debera, entonces, reducir o eliminar
la inhibicion de la acetilcolinesterasa. En la figura 11 se muestran los resultados del ensayo de
actividad de la acetilcolinesterasa con los productos obtenidos de las reacciones entre la fraccion
microsomal y los diferentes plaguicidas ensayados. Es importante sefalar que en todos los
casos (con excepcion del triclorfén) el sustrato se agotoé al término de la reaccion (24 h). Ademas
se incluye un control adicionando para cada uno de los plaguicidas, para conocer su efecto sobre
la actividad acetilcolinesterasa y asi saber si los productos son mas o menos téxicos. Se puede
observar que en todos los casos se tiene mayor actividad de acetilcolinesterasa con los
productos de la transformacion enzimatica de 1 uM de plaguicida que con los plaguicidas a la
misma concentracion [101]. Estos resultados indican que la transformacion enzimatica fue capaz
de reducir la toxicidad de los plaguicidas organofosforados.

100
2 90 - Oplaguicida 1 yM —-L
(=)
3 80 | 1
o
2 70 | Oproductos de
o reaccion de
5 60 - plaguicida 1 yM
°©
T 50
8 —
o 40
3
S 30
0
S 20 A
2
c
€ 10 A
0
azinfos fosmet malation terbufos triclorfon
metilico

Figura 11. Efecto de distintos plaguicidas organofosforados y sus productos obtenidos de
una transformacion microsomal fungica, sobre la actividad de la acetilcolinesterasa.

Oxidacién de colorantes industriales

Rodriguez y col. [87] identificaron la actividad decolorante en los hongos ligninoliticos
para 27 colorantes de uso textil. La decoloracion se llevd a cabo in vivo en un medio sélido y en
fermentacion liquida con las cepas de P. ostreatus, P. chrysosporium y Cladariomyces fumago;
resultando P. ostreatus la cepa con mayor capacidad decolorante en estos medios. Se
estudiaron los extractos extracelulares de P. ostreatus en la fermentacion liquida, asi como
aquellos provenientes de la fermentacion en estado sdlido utilizando trigo y avena como
sustratos. Se encontré actividad decolorante en el fluido extracelular para 5 de 27 colorantes
probados. La fermentacion llevada a cabo en material ligninocelulosico estimuld
considerablemente la actividad decolorante. Se comparé la capacidad de decoloracion de P.
ostreatus con 15 diferentes cepas de los géneros Bjerkandera, Pleurotus, Phanerochaete,
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Trametes y Sporotichum cultivados en avena (Tabla 5). Aquellos extractos extracelulares que
presentaron actividad decolorante fueron, en su mayoria, obtenidos de las variedades de
Pleurotus y Trametes. P. ostreatus y T. hispida tuvieron valores mas altos de decoloracion.
Todas aquellas cepas que presentaron actividad decolorante, también presentaron actividad de
lacasa. Se identifico a esta enzima como la responsable de la decoloracién (Fig. 12). Las
mayores actividades especificas fueron obtenidas de T. hispida y P. ostreatus. La lacasa fue
parcialmente purificada a partir de los extractos obtenidos en fermentacion en estado sélido de
estas dos cepas. La enzima parcialmente purificada de T. hispida presentd mayor rango de
decoloracion y grado de pureza que la enzima de P. ostreatus. Se identificaron al menos dos
isoenzimas. Con las isoenzimas obtenidas de T. hispida se realizaron los estudios de
caracterizacion cinética utilizando ABTS (2,2’-azino-bis(etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)) y
Azul Reactivo F-RL como sustratos modelo.

1 Tiempo 0

Absorbancia

A (nm)

Figura 12. Decoloracion del Azul Brillante Remazol R por la lacasa de Trametes hispida.

La capacidad biocatalitica de la lacasa abre nuevos campos de investigacion enfocados
a la optimizacién de técnicas de descontaminacion no solo para colorantes sino para un gran
numero de compuestos xenobidticos recalcitrantes.

Por otro lado, se ha demostrado la capacidad decolorante de la VP de B. adusta. En la
tabla 6 se muestran las velocidades de decoloracion de esta enzima purificada en dos diferentes
condiciones de reaccion: en presencia de maganeso y las condiciones reportadas como 6ptimas
para su actividad de MnP y la otra en ausencia de manganeso y bajo la condiciones de la LiP.

Conclusiones

Como se ha mencionado, las enzimas ligninoliticas producidas por los hongos de la
pudricidon blanca son catalizadores poco especificos, que incluyen peroxidasas y lacasas. En
ambos casos el mecanismo de reaccidn involucra la formacion de radicales libres. Estas dos
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caracteristicas son muy buenas para fines ambientales ya que son capaces de oxidar una gran
diversidad de compuestos organicos con estructuras quimicas diversas.

Por otro lado en algunos casos la produccion a gran escala, no parece representar un
reto mayor. Sin embargo su clonacion y expresion heteréloga es aun dificil y no se ha logrado
mas que la obtencién de un numero limitado de enzimas ligninoliticas. Esto ultimo limita las
posibilidades de realizar modificaciones moleculares con el objetivo de incrementar el potencial
catalitico y especialmente la estabilidad operativa de las enzimas.

Tabla 5. Decoloracion de colorantes de uso industrial por medio de la accién catalitica de
extractos extracelulares crudos de diferentes cultivos de hongos ligninoliticos [87].

Actividad decolorativa® (AA min™ ™)

Cepa Azul reactivo  Azul acido Negro acido  Azul Orisol Turquesa

Orisol

185 185 194

B. adusta (4312)° nd® nd nd nd nd
B. adusta (7308) 940 - 1800 520 - 667 nd nd 133-180
B. adusta (8258) nd nd nd nd nd
P. ostreatus (7964) 1300 - 2220 440 - 580 nd nd 560-1040
P. ostreatus (7972) 1040 - 3320 140 - 460 0-160 0-180 400 - 480
P. ostreatus (7980) 8080 - 8420 1440 0-100 0-400 2040-3000
P. ostreatus (7988) 4180 -10160 1580 - 3500 0-360 180 -600 1800-6060
P. ostreatus (7989) 3860 - 6660 880 - 1960 0-460 160 — 320 1060-2580
P. ostreatus (7992) 1580 - 1820 60 - 600 0-40 0-260 0-780
P. ostreatus (IE8) 1060 - 9500 1160 - 2500 130 - 500 650 —-900 1200-2300
P. chrysosporium (3541) nd nd nd nd nd
P. chrysosporium (3642) nd nd nd nd nd
P. chrysosporium (ATCC) nd nd nd nd nd
S. pulverulentem (452) nd nd nd nd nd
T. hispida (8260) 14020 - 21700 2640 -12840 420-740 240-780  2840-3720
T. versicolor (8272) 3480 - 14540 400 - 1220 0 -840 360 - 840 480-900

@ Disminucion de la absorbancia a la longitud de onda de maxima absorbancia.

® El nimero entre paréntesis indica el registro de la coleccion del Herbario Universitario de la
Universidad de Alberta, Canada.

° No detectado.
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Tabla 6. Velocidad de decoloracién de diferentes colorantes industriales por la peroxidasa
versatil de Bjerkandera adusta.

Velocidad de decoloracion (AA/min)

Colorante (C.I.)2 AbSmax pH 4 sin Mn** pH 3 con Mn?*
Acid black 194 570 0.86 (+0.08) 0.08 (+0.06)
Acid blue 185 620 5.45 (+0.23) 5.25 (+0.31)
Acid red 51 525 0.49 (£0.04) NR

Direct black 22 485 0.13 (£0.01) 0.18 (£0.02)
Direct blue 199 620 5.42 (+0.34) 6.90 (+0.13)
Direct blue 2 570 0.90 (£0.11) 1.08 (+0.04)
Direct green 6 620 0.52 (+0.06) 0.08 (+0.03)
Direct orange 26 495 0.74 (£0.09) 0.81 (£0.02)
Direct red 23 510 0.50 (+0.06) 0.65 (+0.04)
Direct yellow 58 415 NR NR
Disperse black 1 560 NR NR
Disperse blue 56 545 NR NR
Disperse blue 73 580 NR NR
Disperse blue 79 560 NR NR
Disperse orange 30 455 NR NR
Disperse red 1 440 NR NR
Disperse red 60 535 NR NR
Disperse red 72 510 NR NR
Disperse red 161 470 NR NR
Disperse red 167 620 NR NR
Disperse yellow 3 440 NR NR
Disperse yellow 54 430 NR NR
Reactive black 5 595 2.25 (+0.04) 2.50 (£0.21)
Reactive blue 18 605 0.92 (+0.11) 0.49 (£0.04)
Reactive blue 19 590 0.76 (+0.46) 1.28 (+0.07)
Reactive blue 38 620 4.53 (+0.03) 8.64 (+£0.36)
Reactive blue 72 665 0.20 (£0.03) 0.60 (£0.06)
Reactive blue 198 625 1.12 (£0.02) NR
Reactive green 19 610 0.44 (+0.05) 0.29 (+0.02)
Reactive orange 16 485 NR NR
Reactive red 4 540 NR NR
Reactive red 141 540 0.43 (+0.05) NR
Reactive red 180 540 NR NR
Reactive yellow 2 400 NR NR
Reactive yellow 84 410 NR NR
Reactive violet 5 555 2.25 (+0.03) 2.87 (£0.21)
Solvent yellow 16 490 NR NR

Sulfur black 1 635 NR NR

Vat blue 7 605 NR NR

Vat red 10 520 NR NR

Vat yellow 46 440 NR NR

# C.1. Nombre del colorante segun el Color Index.
NR. No reaccion.
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ENZIMAS LIGNOLITICAS FUNGICAS PARA FINES AMBIENTALES

Resumen

Los hongos ligninoliticos son los encargados principales de reciclar el carbén de la
lignina. Para ello han desarrollado una estrategia de degradacién que involucra una serie de
enzimas, las cuales son poco especificas y que tienen la capacidad de producir radicales libres.
Lignino peroxidasas, manganeso peroxidasas, peroxidasas versatiles y lacasas son enzimas
extracelulares, quienes junto con el sistema enzimatico intracelular, citocromo P450, son las
encargadas de degradar la lignina. Estas enzimas son capaces, ademas, de transformar una
gran diversidad de sustratos, que incluyen compuetsos contaminates y toxicos. En este trabajo
se realiza un analisis de la informacion exitente sobre la capacidad de estas enzimas en la
degradacion de compuestos contaminates con especial énfasis en los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, plaguicidas y colorantes de uso industrial. Se discute el uso potencial de estas
enzimas en la restauracién y prevencion de la contaminaciéon ambiental.

Palabras clave: hongos ligninoliticos, degradacion enzimatica, biorremediacion.
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Abstract

Cell proliferation is driven by a series of complex molecular events known as the cell
cycle. The four classic phases of the cell cycle, G1, S, G2 and M are in fact the consequence of
the coordination of multiple biochemical processes that have as purpose the communication with
the surrounding external milieu, the triggering of the cell cycle events, the coordination of cell
cycle with cell growth, the regulation of DNA replication initiation, the perception that DNA
replication has totally finished and that no damage or structural defects have accumulated, that
chromosomes condense and move to the metaphase plane, with the concomitant rearrangement
of the internal membrane system and, finally, that chromosomes are segregated and distributed
equally between the two nascent cells, avoiding any possible biochemical regression. All these
processes take place in a similar way in eukaryotes, whether uni or pluricellular, animals and
plants, thus demonstrating that the basic processes that control the cell cycle have been
conserved throughout evolution. In particular, this chapter emphasizes the similarities and
differences between animal and plant cells. Unlike animal, plants are sessile organisms, exposed
to the environmental conditions in which they develop without any possibility of “hiding” or
moving. Therefore, the morphogenetic processes that model the structure of a plant will have ad
hoc features, and cell proliferation will perform an essential task. Finally, a brief description of the
main features of cell cycle during seed germination, a developmental process that is of
fundamental importance for the life of plants, is included.

Keywords: Cell cycle, regulation, eukaryotes, animal cells, plant cells.
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El ciclo celular

La proliferaciéon celular requiere que las células incrementen su tamafio a tal punto que
eventualmente se dividan, formando dos nuevas células. Cada una de estas células debera
contener una copia completa del material genético, el cual se duplicd durante el proceso de
crecimiento celular y finalmente se distribuy6 equitativamente entre las dos nuevas células. La
coordinacién de los eventos que permiten una proliferacion ordenada esta dada por el proceso
conocido como Ciclo Celular. Tradicionalmente, el ciclo celular ha sido dividido en 4 etapas, las
cuales son G1, S, G2 y M; una quinta etapa seria el proceso por el cual las células se separan
formando dos nuevas, al que se denomina citocinesis. Al ciclo también se le puede dividir en dos
fases: interfase y mitosis, donde la primera comprende las fases G1, S y G2. Generalmente
durante la fase G1 (de gap o espacio), las células perciben las condiciones medio-ambientales
en que se encuentran y comienza una etapa de crecimiento celular. Habiendo condiciones
adecuadas para la proliferacion, las células entraran a la fase S (de sintesis), en la cual ocurrira
la duplicacion del material genético (el DNA) que sera posteriormente repartido entre las células
hijas. La fase G2 (gap 2) tendra como principal funcién el asegurarse que el material genético, o
DNA, ha sido correctamente duplicado y que existen las condiciones necesarias para que se
pueda repartir. Finalmente, durante la fase M (mitosis), los cromosomas duplicados son
compactados, alineados en el plano de metafase y cada copia de los cromosomas es movilizada
hacia extremos opuestos de la célula, lo que permitira la formacion, primero de dos nucleos con
idéntica informacién genética y, posteriormente, de dos nuevas células. Dado que es un ciclo, a
la salida de M las células se encontraran nuevamente en G1 vy, si las condiciones ambientales
son Optimas, una nueva ronda de eventos moleculares dara origen a un nuevo ciclo celular,
promoviendo asi la proliferacion. En general, la regulacién de los eventos que constituyen el ciclo
celular es muy estricta y no es usual que las diferentes fases que lo constituyen cambien de
orden, aunque algunos tipos celulares, tanto en los animales como en las plantas, pueden
acortar o suprimir alguna de las fases del ciclo, como sucede durante la endoreduplicacion
tipica, por ejemplo en los tejidos de reserva en las semillas de las plantas. Ahora bien, desde el
punto de vista molecular y de regulacién del ciclo, dentro de cada fase habria subfases, i.e.,
anafase temprana o anafase tardia, G1 temprano y G1 comprometido, dado que las condiciones
bioguimicas que las definen son totalmente diferentes y, en general, no reversibles.

Ciclo celular en los animales

Las proteinas que participan en las diferentes fases que conforman el ciclo celular se
pueden contar en los cientos y por esta razén, es fundamental que existan procesos altamente
coordinados y regulados de tal forma que cada una de las fases ocurra en el tiempo y en la
forma debida.

La primera evidencia sélida sobre la mecanistica de la regulacién del ciclo celular provino
del trabajo con levaduras de fisién, en las que se encontrdé un producto génico que afectaba al
ciclo en los puntos G1 y G2: el producto del gene cdc2 (de cell division cycle); poco tiempo
después, mediante experimentos de rescate de mutantes en el gene cdc2 de levaduras de fision,
genes semejantes se encontraron en levaduras de gemacion y en células humanas [1]. Lo
anterior evidencid que en especies filogenéticamente muy alejadas habia mecanismos
conservados para la regulacion del ciclo celular. El gene cdc2 (o cdc28 en levaduras de
gemacion), codificaba una proteina de 34 kDa que presenta actividad de cinasa [2]. Otro
descubrimiento trascendental fue el encontrar, en células de invertebrados marinos, una
conducta inusual de ciertas proteinas durante la interfase, ya que parecia que estas proteinas se
sintetizaban en ciertas fases del ciclo para luego desaparecer abruptamente, particularmente
hacia la entrada a la mitosis [3]. A estas proteinas se les llamoé ciclinas, y sus genes fueron
clonados y secuenciados, encontrando entonces que algunos genes semejantes ya se habian
descrito en levaduras. Mas interesante aln, estas proteinas ciclinas se asociaban a la proteina
cinasa producto del gene cdc2, formando un complejo proteico con actividad de cinasa. De
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entonces a la fecha, el conocimiento sobre los mecanismos moleculares que conducen y regulan
al ciclo celular se incrementd exponencialmente, usando distintos modelos de trabajo, tanto
animales como unicelulares y, mas recientemente, en plantas.

En todos los eucariotes, el ciclo celular es regulado por la accién de un complejo proteico
con actividad de cinasa, formado por una proteina ciclina y por una cinasa dependiente de
ciclina, o CDK (de cyclin dependent kinase). La investigacion en diferentes sistemas biol6gicos
ha aportado evidencia de que la estimulacion de la proliferacién requiere de la activacion inicial
de un complejo ciclina-Cdk, que en el caso de las levaduras de gemacion corresponde a las
ciclinas Cln [1-3] asociadas a la cinasa Cdc28 [4], mientras que en eucariotes superiores, el
complejo esta formado por ciclinas tipo D (D1 a D3) y cualquiera de dos tipos de cinasa, Cdk-4 6
Cdk-6 [5]. Estos tipos de complejos son importantes no solo porque le dan inicio y direccion al
ciclo, sino porque también funcionan en el acoplamiento del ciclo con las condiciones medio-
ambientales que determinan la iniciacion de los eventos moleculares que permiten la
proliferacion [5]. En los eucariotes uni o pluricelulares la actividad de este complejo con actividad
de cinasa es altamente regulada por los estimulos externos e intracelulares, como son la
presencia de los factores de crecimiento, las hormonas, la presencia de nutrientes (fuente
carbonada principalmente), suero y otras condiciones ambientales (Figura 1), todos las cuales
promueven mecanismos de transduccién de sefiales que finalmente activan al complejo con
actividad de cinasa [6]. La regulacion puede darse a niveles transcripcional, postranscripcional,
traduccional o postraduccional. Por ejemplo, la ciclina D esta ausente en las células no
proliferativas, pero la presencia de suero estimula su produccion; no obstante, ain cuando esté
presente y se encuentre asociada a una Cdk, la actividad de la cinasa sera inhibida por proteinas
inhibidoras especificas en G1 si las condiciones medio-ambientales no son propicias para iniciar
los eventos del ciclo celular.

La funcién mas relevante del complejo ciclina D-Cdk es la fosforilacion, y de esta manera
la inactivacion de una proteina conocida como pRB (de retinoblastoma, por haberse hallado
originalmente en tumores en 0jo) cuyo propdsito dentro del ciclo es el de impedir su continuacion
[7]; la ciclina D se asocia a la proteina pRB mediante una secuencia, LXCXE, presente
generalmente en el extremo amino de las ciclinas D [8]. El mecanismo por el cual pRB logra
detener al ciclo involucra el secuestro de un factor transcripcional, formado por las proteinas E2F
y DP (figura 1). Este es un factor fundamental para el avance hacia la fase S, ya que la
acumulacion de un buen nimero de proteinas que participan en la transicion G1-S y en la fase S
dependen de su accion [9]. Al ser blanco de fosforilacion por un complejo ciclina D-Cdk, pRB
también resulta ser un factor proteico controlado por el entorno en el que se encuentran las
células. En condiciones poco propicias para la proliferacion, pRB inhibe el avance del ciclo y las
células se mantienen en G1. Cuando el entorno cambia y las sefales de proliferacion son fuertes
y predominantes, pRB es fosforilada e inhibida, lo que permite asi el avance, ya irreversible,
hacia la fase S. Este mecanismo es también un importante punto de control para evitar que las
células que van saliendo de un ciclo anterior, prosigan hacia uno nuevo sin haberse percatado si
las condiciones del entorno son las adecuadas; esto constituye lo que se conoce como un control
tipo checkpoint, o de aduana.

El término E2F comprende al menos 8 diferentes tipos de factores en las células de los
mamiferos, de los que del 1 al 3 son potentes activadores transcripcionales de los genes de la
fase S, mientras que los factores 4 y 5 se encuentran preferentemente en las células en
guiescencia y se especula que controlan la salida del ciclo y el comienza de un programa de
diferenciacion terminal. Los E2F del 6 al 8, al carecer de dominio transactivacional, se sugiere
gue actlan como represores de la transcripcion [10,11].
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Figura 1. Eventos fundamentales en el control del inicio del ciclo celular eucariote. La
transduccion de sefiales derivada de los estimulos mitogénicos externos que reciben las
células permite la activacion de una cascada de sefiales que finalmente provocara la
activacion del complejo ciclina-cinasa de G1 el que, a su vez, encendera los eventos
moleculares de inicio del ciclo. Esencial para el avance del ciclo es la inhibicion por
fosforilacion de la proteina pRB vy la liberacion del factor transcripcional E2F, fundamental
para la promocion de la expresion de genes que participan y/o regulan los eventos de la
transicion G1-S. Paralelamente, la cascada de activacion del ciclo puede también provocar
la acumulacién de proteinas como p21, p27 e Ink, que tienen como funcién inhibir la accion
de las ciclinas-cinasas, cooperando asi a regular los tiempos del ciclo.

pRB no es la Unica proteina que inhibe el avance del ciclo; el complejo ciclina D-Cdk4 [6]
es blanco de al menos otras dos familias de inhibidores de las Cdks, denominados Cip/kip (de
Cdk interacting protein 6 kinase inhibitor protein) e Ink4 (de inhibitor of Cdk4) [12]. La familia
Cip/Kip contiene tres miembros: p21, p27 y p57 y tiene como blancos a los complejos formados
por ciclina D-Cdk4 [6], o bien ciclina E-Cdk2. La familia Ink4 tiene 4 posibles miembros: p15, p16,
pl8 y pl9, y al menos pl15 y pl6 inhiben directamente a la Cdk4 [12]. La expresién de estos
inhibidores es regulada por sefales tanto internas como extracelulares, que tienen como
propdsito evitar el avance del ciclo si no estan dadas las condiciones ambientales, metabdlicas o
de integridad del DNA. Su tiempo de accion es primariamente durante la fase G1, aunque la
accion de algunas de estas proteinas podria extenderse hacia G2. Un elemento adicional de
control de la fase G1 del ciclo lo constituye la presencia de un conglomerado proteico, con
actividad de proteasa, que previene la acumulacién de ciclinas de la fase G1 si las células no
han salido apropiadamente de la fase M, o bien si no existe el potencial para entrar
irreversiblemente a la fase G1; este complejo proteico, conocido como el proteasoma, evita la
acumulacion, entre otras proteinas, de las ciclinas de G1 [13,14] por lo que el avance del ciclo
dependera también de la inhibicién del proteasoma. Toda esta gran variedad de proteinas que
inhiben o regulan la acumulacién de complejos ciclina-Cdk refleja claramente la importancia que
tiene el que las células estén absolutamente seguras de que todo esta bajo control antes de
comprometerse irreversiblemente a completar un ciclo celular.
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Otra proteina que, aparentemente, es un acompafante usual de los complejos ciclina-
Cdk es PCNA (de proliferating cell nuclear antigen), particularmente durante G1 [5]. PCNA, un
homotrimero en forma de dona (Fig. 2) que originalmente se encontr6 como una proteina
accesoria de las DNA polimerasas replicativas [15], podria servir como una deslizadera para que
el complejo ciclina-cinasa encuentre sus proteinas blanco sobre el DNA; uno de estos blancos
podria ser la proteina pRB.

HOMOTRIMERO DE PCNA

Figura 2. Activacion del origen de replicacion eucariote. El principal punto de regulacion de
la replicacion del DNA es el origen de replicacion. Una serie de proteinas reconocen y se
acumulan gradualmente sobre la secuencia de inicio para permitir la apertura de las dos
cadenas, de una manera dependiente del progreso del ciclo. Asi, las proteinas ORC (1 al 6)
reconocen y se acomodan sobre la secuencia de origen, permitiendo de esta manera la
llegada de dos proteinas regulatorias importantes, Cdc6 y Cdtl, las que son fundamentales
como receptoras del complejo proteico MCM (2 al 7), que constituyen la helicasa que abrira
el DNA y permitird la entrada del aparato de replicaciéon (Tomado de: Tsurimoto, T. (1998)
BBActa, 144:23-39)

Como se menciond, la fosforilacién de pRB provoca su inactivacion y la consiguiente
activacion del factor transcripcional E2F/DP, de los que existen varios miembros; un ndmero
importante de genes son blanco de cualquiera de los miembros de la familia E2F/DP, pero para
propositos de este articulo, baste decir que se activan una serie de genes cuyos productos
participan tanto en la transicion G1/S como en la fase S. Ejemplos de estos productos génicos
son la ciclina E, la ciclina asociada a la cinasa Cdk2, la ciclina A y Cdk2; algunas proteinas
esenciales para la iniciacion de la replicacién como las ORC (de origin recognition complex) y las
MCM (de minichomosome maintenance), proteinas de la replicacion como la DNA polimerasa
alfa, la DNA primasa, la DNA ligasa, PCNA; las proteinas de la fase G2 como Cdc25 y p34Cdc2
(Cdk1) y muchas otras proteinas del metabolismo del DNA [16]. EI complejo formado por ciclina
E-Cdk2 participa también en la fosforilacién de la proteina RB, apoyando la accién de ciclina D-
Cdk en la liberacién del factor transcripcional E2F/DP y de esta manera al inicio de la fase S.
Ciclina E-Cdk2 participa igualmente, y de una forma ain no bien entendida, en la regulacién de
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la iniciacion de la replicacion del DNA, en los origenes de la replicacion, muy probablemente
junto con otra cinasa formada por las proteinas Dbf 4-Cdc7 [17].

La iniciacion de la replicacion del DNA en los eucariotes depende del previo
reconocimiento de los sitios donde esto ocurrira, los cuales son conocidos como origenes de la
replicacion. A diferencia de las bacterias y de las levaduras de gemacion, no existe en los
eucariotes pluricelulares una secuencia de DNA definida, indicativa de la presencia de un origen,
y estos origenes son mas bien “marcados” por un conjunto proteico que reconoce ciertas
caracteristicas de la estructura del DNA para unirse y permitir su posterior activacion. Estas son
las proteinas ORC, de las que se conocen 6 diferentes tipos, todas las cuales cumplen con una
funcién esencial en el reconocimiento y, probablemente también, en la activacion de cada origen
de la replicacién. La presencia de las proteinas ORC unidas a la cromatina permite el posterior
ensamblaje de otras 8 proteinas, las 6 MCM y los productos proteicos de los genes cdc6 y cdtl
[18]. Las proteinas Cdc6 y Cdt 1 realizan una funcion vital para la regulaciéon de la iniciacion,
acoplando las fases previas del ciclo con la fase S, pero ademas, funcionan como plataforma
para la union de las proteinas MCM (Fig. 3). La funcion de estas Ultimas habia sido una incégnita
hasta que se encontr6 que al menos un subconjunto de las MCM funciona como la helicasa
requerida para lograr el avance de la horquilla de replicaciéon una vez que la sintesis de DNA ha
comenzado. Pero para que la activacién de los origenes ocurra, esto es, para que la regién de
DNA intervenida se abra y permita la entrada de las proteinas de replicacion, es necesaria la
accion de las dos cinasas de G1/S mencionadas arriba, ciclina E-Cdk2 y Dbf4-Cdc7 (o DDK, de
Dbf4-dependent kinase). Los blancos de fosforilacién de estas cinasas es aun materia de
especulacién, pero se sabe que varias de las proteinas ORC y de las proteinas MCM, se
fosforilan previo a la activaciéon de los origenes [17]. La fosforilacion de ambas, Cdc6 y Cdtl, es
también un evento regulatorio previo a, y durante, la replicacion del DNA, lo que por cierto
permite la eliminacién de estas proteinas, para evitar procesos de reduplicacién del DNA, esto
es, que la replicacién ocurra una, y solo una vez por ciclo [17,18]. Aparentemente, como
resultado de los procesos de fosforilacion, las proteinas MCM 4, 6 y 7 despliegan su actividad
de helicasa, o sea, realizan trabajo sobre el DNA para abrir ambas cadenas, en ambas
direcciones [18], exponiendo las cadenas sencillas de DNA sobre las que actuaran la DNA
primasa y la DNA polimerasa. Previo al inicio de la adiciéon de nucleétidos por la primasa y la
polimerasa, se requiere la llegada de la proteina RP-A, probablemente la primer proteina en
ocupar las cadenas sencillas de DNA; RPA, un complejo heterotrimérico, tiene funciones
parecidas a las proteinas de union a la cadena sencilla de DNA o SSBs bacterianas, aunque no
solo protege a la cadena sencilla del ataque de las nucleasas o le impide reasociarse en una
doble cadena, sino que constituye una plataforma de reconocimiento para la DNA polimerasa
[19]. Ahora bien, ninguna DNA polimerasa descrita a la fecha es capaz de iniciar la sintesis de
DNA por si sola y requiere necesariamente de la existencia de un cebador de RNA que le
proporcione un extremo 3'OH para comenzar su accion catalitica. Esta accion es llevada a cabo
por las DNA primasas las que, en los eucariotes a diferencia de las enzimas procariotes, son
parte del complejo proteico que constituye la DNA polimerasa alfa [19], un conjunto de 4
proteinas diferentes de las que un heterodimero son la DNA primasa. La union de la DNA
polimerasa alfa al DNA, en el sitio donde se encuentra RP-A, depende de la accién del producto
proteico del gene cdc45, cuya forma de actuar no se comprende aun [20].

Una vez que la DNA polimerasa alfa ha sido ubicada sobre la cadena sencilla del DNA,
su actividad de primasa actla sintetizando un cebador de RNA de 15 a 30 nucleétidos, el cual es
prolongado por la adicion de desoxinuclettidos por la actividad de la DNA polimerasa alfa,
formando un polimero probablemente no mayor de 100 nucleétidos, el cual tendra que ser
extendido por otra DNA polimerasa replicativa [21]. Aun no es claro por qué los eucariotes tienen
una DNA polimerasa que hace funciones de primasa y que, ademas, no es capaz de extender el
DNA logrando su completa duplicacién.
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Figura 3. Estructura de la proteina Antigeno Nuclear de Proliferacién Celular (PCNA). La
proteina PCNA se estructura como un homotrimero en forma de dona con un diametro
interno de 3 nm por donde pasa el DNA. Esta proteina es un factor esencial para la
replicacién del DNA, pero ademas se asocia a mdltiples proteinas del metabolismo del
DNA, entre ellas las ciclinas-cinasas, probablemente para permitirles encontrar sus
proteinas blanco dentro del DNA.

Las verdaderas DNA polimerasas replicativas deberian tener como caracteristica
ineludible la de poder copiar un molde de DNA de cientos o miles de nucledtidos sin despegarse,
esto es, ser procesivas. En este sentido, la DNA polimerasa alfa no es una verdadera enzima
replicativa, aun cuando es una enzima vital, i.e., la eliminacion de cualquiera de los genes que la
conforman es letal. Las DNA polimerasas delta y épsilon de eucariotes son enzimas replicativas
y procesivas. La DNA polimerasa delta es una enzima heterotrimérica, altamente fiel durante el
copiado de la hebra molde y también altamente procesiva, caracteristica que es debida a su
asociacion con la proteina PCNA, la que funciona como una pinza deslizante sobre el DNA para
la polimerasa. La DNA polimerasa épsilon, una proteina heteropentamérica, también hace uso
de PCNA, aunque no es evidente un requerimiento absoluto por este factor proteico para su
procesividad [15, 21]. Como se menciond, la funcién de PCNA en estos complejos proteicos es
el de formar un anillo homotrimérico que rodea al DNA; en este caso en particular, lo hace sobre
la estructura de transicién que forma la cadena sencilla de DNA recientemente cebada, dejando
en evidencia la presencia de un extremo protruyente 3'OH, fundamental para la posterior
elongacion de la cadena por cualquiera de las DNA polimerasas replicativas, delta o épsilon [15].
Las DNA polimerasas delta o épsilon reconocen la estructura DNA-PCNA y usan a PCNA como
una pinza deslizante para moverse sobre el DNA, afiadiendo nucleétidos. No es claro aun cual
DNA polimerasa actia sobre cual cadena de DNA, la lider o la retrasada; sin embargo, la l6gica
pareciera indicar que la DNA polimerasa delta actda preferentemente sobre la cadena lider y la
épsilon sobre la cadena discontinua. Un problema adicional se presenta cuando se reflexiona
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sobre quien une a PCNA, sobre las cadenas de DNA. Para esto existe un complejo
heteropentamérico llamado RF-C (de Replication Factor C) que tiene como funcién unir vy,
aparentemente también liberar, a PCNA [19]. En la mecanica de la reaccion se especula sobre el
trabajo que se hace sobre una de las tres subunidades (idénticas) de PCNA, para permitir una
apertura transitoria del anillo de PCNA tanto para su union, como para su liberacion, del DNA.
Este mecanismo deberia aplicar igualmente para ambas cadenas de DNA, la lider y la
discontinua. En este Gltimo caso, resulta importante considerar que la cadena discontinua crece
en forma de fragmentos de DNA que se van uniendo gradualmente hasta producir un DNA de
alto peso molecular, llamados fragmentos de Okazaki, gracias a la accion de la DNA ligasa y de
un conjunto de enzimas que tienen como funcion la eliminacién del RNA cebador presente en los
fragmentos de Okazaki [21].

El proceso de la elongacion de la replicacion es también blanco de la regulacion por las
ciclinas-CDKs, particularmente por ciclina A/Cdk2. Las proteinas como la DNA polimerasa alfa,
algunas MCM o bien alguna de las subunidades de RF-C, parecen ser blanco de fosforilacién por
esta cinasa [22]. Aunque la evidencia obtenida no es todavia concluyente, pareciera ser que
ciclina A-Cdk2 provoca la inhibicién de algunas de estas proteinas, lo que pareciera una accion
contraria a lo que debiera suceder durante la fase S. Sin embargo, debe considerarse que
durante la maduracion de los fragmentos de Okazaki, 0 bien cuando se encuentran las
horquillas de replicacién, se debe de producir un desemsamblaje de las proteinas y actividades
enzimaticas, para ser reubicadas en otro lugar y este proceso podria ser regulado por eventos de
fosforilacién/desfosforilacion.

Una vez que han terminado de duplicar al DNA, las células pueden entrar a la fase G2.
En realidad no se produce estrictamente un “cambio de fase”, sino que desde que esta
ocurriendo la fase S existen factores proteicos que vigilan que el DNA se replique
completamente y que no se produzcan o acumulen defectos en la estructura del DNA que
pudieran detener al ciclo, o que pudieran ocasionar una reparticion inadecuada (y
potencialmente deletérea) del material genético durante la mitosis [4]. ElI mecanismo de
regulacion involucra la inhibicion de la actividad de la cinasa responsable de la transicion G2/M,
formada por la ciclina B y la cinasa Cdkl, sobre las que actian una serie de proteinas
regulatorias. Cdkl corresponde a la proteina p34Cdc2, descubierta originalmente en las
levaduras de fision y posteriormente en los invertebrados marinos y células del humano [2].
Mientras que Cdkl es una proteina relativamente estable, sin grandes fluctuaciones en su
concentracion durante el ciclo, la ciclina B comienza a acumularse durante la fase S y alcanza su
maximo en G2; la asociacion con Cdkl también es gradual [23] y en un principio, este complejo
carece de actividad de cinasa, la cual aparece segun avanza la fase G2, siempre y cuando no
haya signos de un DNA defectuoso replicado de manera incompleta [24]. La regulacién negativa
de la actividad de la cinasa esta dada por eventos de fosforilacion en la tirosina de la posicion 15
y la treonina de la posicién 14 en Cdk1, llevados a cabo por los productos proteicos de los genes
weel y mytl [23]. Son este tipo de cinasas las que son activadas por la sefializacion resultante
de una horquilla de replicacion detenida, dafios en el DNA, o estructuras defectuosas del DNA,
sefializacion que también se manifiesta, en general, por cascadas de
fosforilacién/desfosforilacion por enzimas presentes durante la fase S y que previenen un
comienzo anticipado de la fase G2, o peor aun, de la fase M [23]; este evento constituye otro
ejemplo de una regulaciéon de checkpoint o de aduana. Por lo tanto, la fase G2 permanecera
inhibida en tanto la cinasa p34Cdc2 se encuentre fosforilada en ciertos residuos de aminoacidos.
La activacion del complejo de la ciclina-cinasa de G2 dependera de la aparicion de una actividad
de fosfatasa que elimine el fosfato del par de aminoacidos modificados por Weel y Mytl. El
producto del gene cdc25, una fosfatasa dual de tirosina y treonina/serina, es la proteina
responsable de la activacion de ciclina B-Cdk1 al eliminar los fosfatos inhibitorios sobre Cdkl
[23]; no es de extrafiar que esta fosfatasa sea de igual manera el blanco de una regulacién tipo
checkpoint, mediante una fosforilacién inhibitoria, ya que una proteina Cdc25 activa desde la
fase S ocasionaria que la cinasa de G2 se activara antes de tiempo, con el subsecuente ingreso
de las células a la fase M en condiciones en que no se hubiera terminado de replicar el DNA,
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muy probablemente con consecuencias letales. Un elemento de control adicional esta dado por
el requerimiento de una nueva fosforilacion, en este caso estimulatoria, de la cinasa Cdkl en la
treonina 160 por una cinasa denominada CAK (de Cdk Activating Kinase). Solo bajo la
conjuncién de todas estas condiciones es que la cinasa de G2 puede ahora desempefiar su
funcion como inductor de la G2/M y de esta manera el establecimiento de la fase M [23].
Mdltiples blancos se han demostrado, o propuesto, de la accién del complejo Ciclina B-Cdk1,
entre los que se encuentran las ldminas de la membrana interna nuclear, algunas proteinas del
citoesqueleto y del huso mitético, las proteinas del proteasoma de la fase M, las proteinas
centroméricas y del cinetocoro y muchas otras. Una consecuencia directa de la accion de esta
cinasa es el desensamblaje de la envoltura nuclear y la reorganizacién del citoesqueleto para
comenzar con la formacion del huso mitético. El movimiento por el que los cromosomas se
orientan hacia el centro de la célula y forman el plano de metafase y su posterior y abrupta
separacion al comienzo de la anafase serian también, directa e indirectamente, producto de la
accion de Ciclina B-Cdk1 [24]. Este mecanismo involucra la activacién del proteasoma de la fase
M, conocido como el Complejo Promotor de la Anafase, o APC, que en Ultima instancia es
responsable de la degradacion de la ciclina B vy, por lo tanto, de la gradual inactivacién de la
cinasa de la fase M, lo que lleva a que las células completen la telofase y salgan nuevamente
hacia una G1 temprana [25]. La degradacion de la ciclina B, y la consecuente inhibicién de la
cinasa acompafiante, es también un requisito para que comience, desde los finales de la fase M
y en la G1 temprana, la serie de eventos requeridos para reensamblar las proteinas de
reconocimiento de los origenes de replicacion, esto es, las proteinas ORC.

Ciclo celular en plantas

Aunque aun lejos de ser comprendidos en la manera en que se conocen los eventos en
las células animales, los procesos que regulan el ciclo celular en las células vegetales han
demostrado ser sorprendentemente semejantes, tanto en las proteinas que participan como en
los mecanismos primarios de accidn, lo que implica que los principios basicos del ciclo celular se
han conservado a lo largo de la evolucion. Esto a pesar de que hay claras diferencias entre
animales y plantas en la forma en que se estructuran los organismos, siendo la organogénesis
en plantas, a diferencia de los animales, un proceso casi completamente postembrionario, con
una capacidad potencial de producir nuevos érganos, como raices, hojas, tallos, flores, mediante
conjuntos celulares particulares que proliferan y eventualmente siguen un programa de
diferenciacion especifico [26], de tal forma que estos patrones organogenéticos pueden
permanecer latentes y activables durante el periodo completo de vida de las plantas, permitiendo
asi un constante incremento en la talla y arquitectura del organismo. Dados ciertos cambios en el
medio ambiente y promovidos por cambios hormonales internos, estos paquetes celulares
pueden entonces desdiferenciarse en un momento dado, proliferar y eventualmente seguir un
nuevo camino morfogenético particular que permita la aparicién de las nuevas estructuras.

El descubrimiento de la existencia de una proteina semejante a p34Cdc2 fue la primera
evidencia de conservacion de los procesos del ciclo celular [27] y poco después se clonaron los
genes correspondientes de maiz (Zea mays), de Arabidopsis, de alfalfa (Medicago sativa) y de
chicharo (Pisum sativum) y se estudié su expresion en diferentes tejidos [28,29, 30,31]. Las
primeras ciclinas también se descubrieron por esos afios [32]. De entonces a la fecha, la
busqueda de las ciclinas y de las cinasas tipo Cdk resulté en la descripcion de varias decenas de
ciclinas de diferentes tipos, y varias Cdks, particularmente en Arabidopsis, aprovechando el
hecho de que su genoma habia sido secuenciado en su totalidad. Las ciclinas de las plantas han
sido agrupadas en diez diferentes familias, mientras que las Cdks se han agrupado en cinco
diferentes familias.

Ciclinas y Cdks en las plantas

El nimero de las ciclinas presentes en plantas pareciera ser mayor que el que se ha
descrito para las células animales. Tan solo en Arabidopsis se ha descrito la existencia de 49
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diferentes ciclinas, de las que las mejor descritas pertenecen a las familias A, B y D. En general
las ciclinas se distinguen por una secuencia poco conservada, conocida como caja de las
ciclinas, a la que se une la Cdk. Dentro de las ciclinas A se pueden encontrar tres subtipos,
CycAl, CycA2 y CycA3 y cada uno de éstos tiene variantes (10 en total); también existen de la
misma manera tres subgrupos de ciclinas B (B1 a B3) con sus variantes (9 en total). Las ciclinas
D (9 en total) estan comprendidas en seis subgrupos (D1 a D6) y algunos de ellos con variantes
[33,34, 35,36].

Las ciclinas A y B se asocian a los procesos que ocurren entre la fase S y la fase M. Se
ha demostrado mediante cultivos celulares de tabaco (Nicotiana tabacum, [37], Arabidopsis [38],
Catharanthus [39] y arroz (Oriza sativa, [40], que la expresion y acumulacion de los transcritos
para las ciclinas tipo B ocurre en la fase G2 tardia y particularmente en la fase M; por otra parte,
la acumulacién de los transcritos de las ciclinas A comienza desde la fase S. No ha sido
demostrado fehacientemente que estas ciclinas A tengan una funcién especifica dentro de la
fase S, aunque podrian actuar de manera analoga a como lo hacen las ciclinas A en células
animales.

Las ciclinas A y B presentan en su estructura secuencias requeridas para su
degradacion, llamadas cajas de destruccion, las que son fundamentales para que se dé el
recambio de las ciclinas durante el ciclo y se permita la transicion entre fases [41]. Se ha
demostrado la existencia de subunidades del proteasoma en las plantas y se ha descrito su
actividad, distribucion y regulacion [42].

Como se menciond, las ciclinas D presentan una caracteristica definida, que es la
secuencia de los aminoacidos LXCXE en su extremo amino terminal, por la que se unen a la
proteina RB [9]; esta secuencia esta presente en el extremo amino de las ciclinas D de las
plantas y se ha demostrado que se unen a la proteina RBR (0 relacionada a RB) vegetal. Las
ciclinas D presentan lo que se conoce como caja de ciclinas, las que pueden ser mono o
bipartitas y la similitud es relativamente baja entre las diferentes proteinas [43]. Al igual que
todas las ciclinas, las tipo D deberian ser de una vida media relativamente corta; sin embargo, la
vida media de las diferentes ciclinas D en las plantas varia; esto podria deberse a que no todas
presentan la secuencia de degradacion tipica, o caja PEST (por la secuencia de aminoacidos
presente, [44,105]) y no existe evidencia de otro tipo de secuencia involucrada en el recambio
proteico.

Diversos estudios han mostrado que las ciclinas D de las plantas muestran una
expresién dependiente del ciclo y son responsivas a la accion de los factores de crecimiento,
nutrientes y hormonas. Por ejemplo, en cultivos celulares de tabaco, la CicD3 se induce en G1
en cultivos sincronizados [44]. En cultivos celulares de Arabidopsis la sacarosa, la cual es el
metabolito mas importante que se produce durante la fotosintesis, induce la expresion tanto de la
CicD2 como de la CicD4 [45,34]. En estos mismos cultivos, la expresiéon de la CicD3 es inducida
por la combinacion de la sacarosa y de la hormona citocinina y en las plantas completas o sus
explantes, la sobreexpresién de la CicD3 hard a las plantas independientes a la accion de
citocininas para proliferar, lo que implica que el ciclo celular se activa a partir de la expresién de
esta ciclina [45, 46]. Otro tipo de hormonas, los brasinosteroides, también inducen la expresién
de la CicD3 [47], aunque se desconoce el mecanismo de estimulacion, el cual podria estar ligado
a la accion de otro tipo de hormonas, las auxinas. Sin embargo, habria que considerar que lo
descrito para las ciclinas de Arabidopsis podria no ser idéntico en otros sistemas vegetales; por
ejemplo, en maiz, la expresién de la ciclina D2 responde a la accién conjunta de las citocininas y
la sacarosa [48], semejante a como ocurre con la D3 de Arabidopsis. Adicionalmente, la
expresién de las ciclinas D1, D2 y D4 de maiz se incrementa notablemente por accion de las
auxinas, no asi de las citocininas [105]. Probablemente los genes de las ciclinas D respondan
diferencialmente a diversas condiciones ambientales y hormonas en cada tejido vegetal [43] v,
de una manera individual, en cada especie vegetal.
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Las cinasas dependientes de las ciclinas (Cdks) en las plantas se han agrupado en 5
categorias diferentes, dependiendo del tipo de secuencia de unién a las ciclinas que presentan
[49]. La proteina p34Cdc2 de las levaduras y de los mamiferos presenta una secuencia
PSTAIRE en el sitio de unién a las ciclinas, la cual fue la primera en ser caracterizada y definié la
existencia de las Cdks 1y 2. En las plantas, la proteina Cdk-A es la cinasa estructuralmente
homéloga a la Cdkl y presenta el motivo PSTAIRE. A semejanza con las levaduras y a
diferencia con las células de mamiferos, CdkA es activa desde G1 hasta G2, muy probablemente
esta asociada a diferentes ciclinas [49,50] y es la ciclina que se ha conservado en todas las
especies vegetales estudiadas. Dependiendo de la especie, puede haber uno o dos diferentes
genes codificando para CdkAs. Aparentemente Arabidopsis tiene solo uno, pero en maiz existen
dos genes virtualmente idénticos, los que difieren sdlo en las regiones no traducibles 3’y 5’ [28].

CdKkA se une a ciclinas de diferente tipo en distintas especies vegetales; por ejemplo,
CicA2;1 de alfalfa se une a CdkA [51]; las proteinas CicD2;1 y CicD3;1 de tabaco se unen a
CdKkA in vivo, y en estos complejos la cinasa fosforila a la proteina RBR endégena [52]. En
Arabidopsis, CicD2 y CicD3 interactian con una Cdk formando complejos con actividad de
cinasa sobre la histona H1 [53].

La regulacion de la Cdk in vivo parece ocurrir de manera semejante a como ocurre en
todas las células eucariotas estudiadas. En las células de tabaco incubadas en ausencia de las
citocininas, CdkA se acumula en G2, aunque sin actividad enzimatica, la cual se incrementa
seglin se afiade la hormona. La diferencia esta en el estado de fosforilacion de la cinasa: en
ausencia de la hormona, CdkA se encuentra fosforilada en una tirosina inhibitoria; la adiciéon de
las citocininas provoca la desfosforilacién, y activacion, de CdkA [54]. La homdloga de la cinasa
inhibitoria de CdkA, Weel, se describio en el endospermo de maiz [55], aunque la fosfatasa
estimulatoria, el producto del gene cdc25, no se ha encontrado en ninglin sistema vegetal
estudiado hasta la fecha; probablemente esto impligue que otra fosfatasa, no relacionada,
pudiera tener esta funcion en las plantas.

La busqueda de las proteinas tipo Cip/Kip ha dado como resultado la descripcion de al
menos 7 diferentes tipos de proteinas con homologia a p27 de los animales, las que se
denominan KRPs (kinase regulatory proteins) o ICKs (inhibitor of cyclin dependent kinases). Se
ha demostrado que las 7 proteinas son capaces de unirse a las ciclinas tipo D y solo algunas se
unen directamente a CdkA [56], inhibiendo su actividad de cinasa [57,58]. La induccion de
algunas de ellas por el &cido abscisico, una hormona inhibidora de los procesos proliferativos, da
sustancia a su funcién como inhibidoras de las Cdks. Existe evidencia de que la sobreexpresion
de ICK1 provoca una reduccion del nimero de células y del crecimiento celular in vivo, alterando
la estructura de los tejidos tales como las hojas, lo que sugiere que ICK1 participa en el control
del crecimiento y desarrollo tisular [59]. De hecho, la sobre expresion de todos los miembros de
la familia ICK provoca, en mayor o menor medida, cambios en el crecimiento y morfogénesis
tisular [59].

El segundo miembro de la familia de las Cdks, CdkB, posee secuencias de union a las
ciclinas PPTALRE 6 PPTTLRE, segun si es CdkB1 6 CdkB2 respectivamente, que difiere de la
de CdKkA. Es importante mencionar que esta secuencia es exclusiva de las Cdks de los vegetales
[60, 61]. Las CdkBs difieren también de CdkA en que su expresion es dependiente del ciclo
celular, por lo que se acumulan principalmente en la transicion G2/M [50]. Las ciclinas con las
gue CdkB se asocia son CicAy CicB [62].

Las otras tres familias de las Cdks son CdkC, CdkD y CdkE y ninguna de estas proteinas
ha sido caracterizada formalmente. La secuencia de unién a las ciclinas de Cdk-C es PITAIRE,
también presente en la Cdk9 de humanos [63]. La cinasa CdkD ha sido clasificada como una
CAK (Cdk activating kinase) y tiene una secuencia de unién a las ciclinas N(I/F)TALRE; esta
proteina tiene semejanza a la Cdk7 de humanos y se ha encontrado que, en arroz, CdkD puede
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fosforilar a CdkA [64]. La secuencia de union a las ciclinas de la CdkE es SPTAIRE y se
desconoce su funcién [60].

Proteinas del ciclo celular en las plantas

Mientras que la presencia de las Cdks del tipo p34Cdc2 predomina en las plantas
durante las transiciones G1/S y G2/M, similar a lo que ocurre en las levaduras, la presencia de
las proteinas relacionadas a pRB y E2F en las células vegetales asemeja la forma en que se
controla el ciclo en las células animales. La existencia de las proteinas relacionadas a RB, o
RBR (de RB-related ) en las células vegetales derivo del descubrimiento de que en las proteinas
de los virus vegetales (geminivirus) existia una secuencia de union a pRB, la secuencia LXCXE.
Poco después esta secuencia se reportd también en las ciclinas tipo D [45,65, 66]. Pronto se
realizé la identificacién de RBR en las células de maiz [67,68, 69] al igual que la determinacién
de su interaccién con las ciclinas tipo D [69,70] y la fosforilacion de RBR por las cinasas
asociadas a las ciclinas [52]. Mas importante aun, semejante a como ocurre en los sistemas
animales, RBR era capaz de inhibir la actividad del factor transcripcional E2F en las células
humanas [70]. La existencia de E2F en las plantas y su uniéon con RBR fue demostrada por
experimentos de dos hibridos. Tres diferentes genes codificantes de RBR se han encontrado en
los sistemas vegetales, aunque Arabidopsis contiene un solo tipo.

A la fecha se han encontrado 6 diferentes tipos de E2F y dos tipos de DP1 [71,72]. Los
E2F tipos a, b y ¢ son muy parecidos a los E2F clasicos de los animales ya que contienen sitios
de union al DNA (sitio consenso TTTCCCGGC), a RBR y al factor DP1, ademas de que poseen
un dominio de transactivacion. En general se expresan en las células en proliferacién y son
regulados positivamente en la transicién hacia S [73]. Por otra parte, los E2F d, e y f son atipicos
en el sentido de que tienen un doble dominio de unién a DNA y no poseen sitios de unién a RBR
o a DP1 [26].

Se ha estudiado la actividad transcripcional de E2F mediante la basqueda de la caja E2F
en la region promotora de los genes que se inducen por la adicién ectépica de E2F/DP. Se
encontrd en Arabidopsis que al menos 181 genes son inducidos directamente por E2F y que sus
productos proteicos estan involucrados en el ciclo celular, la replicacién del DNA y dinamica de la
cromatina [75]. La funcion de E2F como un represor transcripcional (posiblemente unido a RBR),
también se ha demostrado [71,74].

La importancia de PCNA como un marcador de la fase S, y también como un blanco de
E2F, ha hecho que se le estudie con mayor profundidad. PCNA de las plantas muestra una gran
identidad con la de los mamiferos y se ha clonado de diferentes especies vegetales, como el
arroz, la zanahoria, el tabaco, el chicharo y el maiz [76] y se ha encontrado, en todos los casos,
una regiéon de unién a las ciclinas D, semejante a lo encontrado en las células animales [5].
Complejos similares, conteniendo a las ciclinas y las Cdks se han encontrado en las células de
maiz [77, 78, 48]. Aunque la naturaleza de esta asociacion es aln motivo de especulacion,
podria sugerirse que, siendo PCNA una proteina que engloba a, y se resbala sobre el DNA,
podria mediante este deslizamiento transportar a los complejos ciclina/cinasa hacia donde se
localizan sus proteinas blanco.

La funcion principal e inicialmente descrita para la PCNA de humanos, de ser una
deslizadera para las DNA polimerasas replicativas no ha podido ser corroborada en el caso de
los sistemas vegetales. El problema principal es la pobre descripcion que se ha hecho de las
DNA polimerasas de los vegetales. Solo recientemente se han clonado los genes de DNA
polimerasas replicativas [79,80], pero aun no se hace un trabajo con las polimerasas y PCNA
purificados. Adicionalmente a este problema, se conoce que para que se asocien establemente
PCNA y las DNA polimerasas, se requiere la accion del complejo proteico RF-C, y éste aln no
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se ha caracterizado en las plantas. Ejemplos de las DNA polimerasas alfa, delta y épsilon,
descritas bioquimicamente son las de trigo, chicharo, arroz y maiz [81-86].

La DNA polimerasa 2 de maiz es de tipo alfa y es probablemente la polimerasa-primasa
mejor descrita en términos bioquimicos [83-85]. Esta es una fosfoproteina y se tiene evidencia
de una regulacion dependiente del ciclo celular, mediada por modificaciones postraduccionales
[83]. La procesividad de una DNA polimerasa tipo delta en el trigo fue estimulada por PCNA de
los mamiferos [87], siendo éste el mejor ejemplo de la presencia de una polimerasa delta en las
plantas.

La secuenciacion de los genomas de Arabidopsis y arroz ha permitido la identificacion y
la posterior clonacion de multiples secuencias de DNA codificantes de las proteinas del ciclo
celular; particularmente, se han descrito los equivalentes en las plantas de las proteinas MCM y
ORC, ademas de muchas otras proteinas regulatorias de la transicion hacia la fase S, como son
Cdc6, Cdtl, Cdc45, RP-A y RP-C [72]. Es interesante observar que en la mayoria de estos
genes la region promotora contiene cajas E2F. En Arabidopsis, la expresion de las 6 proteinas
ORC se regula durante el ciclo celular, con una expresiébn maxima en la transicion G1/S y se
encuentra que, a excepcién de ORCS5, la expresion de las ORC depende de E2F/DP [88]. Las
proteinas Cdc6 y Cdtl de Arabidopsis también son reguladas durante el ciclo celular por medio
de una regulacion transcripcional (por E2F) y postranscripcional (mediante fosforilacion y
degradacion por proteasoma). Ambas proteinas son fundamentales para permitir la iniciacién de
la replicacion y la alteracion de sus niveles puede ocasionar la salida del ciclo, o procesos
endoreduplicativos [89]. Los genes codificantes de proteinas MCM también han sido clonados y
su expresion es también dependiente de proliferacion [90-92].

Estudios recientes del transcriptoma en las células sincronizadas de Arabidopsis o de
tabaco, han mostrado que existe una periodicidad en la expresién de los genes del ciclo celular,
genes cuyos productos se relacionan con el ciclo, genes cuyos productos participan en las vias
de transduccién de sefiales, genes que responden a hormonas y otros que participan en el
control transcripcional y genes de vias metabdlicas relacionadas con el avance del ciclo [93,94].
Este tipo de estudios son importantes porque dan indicios de cdmo ocurren y se regulan los
programas de desarrollo en las células vegetales.

Germinacion de maiz y el ciclo celular

Nuestro grupo de trabajo desarrolla como linea principal de investigacién la relacion
existente entre la germinacion de las semillas y el ciclo celular. Mientras que el comienzo de la
germinacion en las semillas ortodoxas (i.e., virtualmente todas aquellas de interés agricola) es
fundamentalmente un proceso impulsado por la imbibicion, el término de la germinacién no es
simplemente un proceso de brotamiento de estructuras como la raiz; se ha documentado la
protrusién de la raiz en las semillas no viables. Es necesario por lo tanto que se establezcan
procesos metabdlicos, de muy diferentes tipos, que promuevan una reactivacion de las
estructuras subcelulares, de las enzimas, de los ribosomas, de la produccion de energia, que le
permitan a las células embrionarias despertar del letargo que significa la desecacién durante la
formacién de la semilla y entonces retomar el camino para la que estan destinadas, el proceso
morfogenético que significa la formacion de una nueva planta. Evidentemente, lo anterior implica
que las células tendran que encender, en algin momento durante la imbibicién, los mecanismos
para la proliferacion. De esta manera, se conoce que las semillas de bajo vigor, o bien semillas
gue se han deteriorado y han perdido viabilidad, no solo germinan lenta o pobremente, sino que
presentan problemas en el establecimiento de los mecanismos proliferativos [76]. Por ejemplo,
existe una correlacion directa entre el envejecimiento de las semillas y un tiempo prolongado
para iniciar la replicacion del DNA durante la germinaciéon con el consiguiente retardo, o total
inhibicion, de la germinacion [95-97]. También se ha hecho evidente que la estimulacion de la
germinacion por las hormonas mitogénicas (citocininas), o bien la inhibicion de la germinacién
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por hormonas (acido abscisico) o por agentes quimicos que reducen la proporcion de agua Uutil
en el medio de germinacion (polietilén glicol), tienen efectos directos sobre el metabolismo del
ciclo, afectando fundamentalmente la fase G1 [98]. Recientemente se obtuvo evidencia de la
relaciébn molecular entre la germinacion y el ciclo celular usando semillas de Arabidopsis
mutantes en las ciclinas D, de tal forma que la ausencia de las ciclinas provocaba la inhibicion de
la germinacion [99].

Dentro del ciclo celular en la germinacion de las semillas, nuestro grupo ha abarcado
principalmente eventos moleculares durante G1 y la transicion hacia S. Asi, hemos demostrado,
por primera vez en plantas, la existencia de complejos ciclinaD/CdkA/PCNA con actividad de
cinasa. Estos complejos parecen estar presentes y funcionar primordialmente en las etapas
tempranas de la germinacion, que equivaldrian a G1 y G1/S, para desaparecer posteriormente
[48,78, 100]. La identificacion de los diferentes actores que participan en estos complejos y su
regulacion se complica dada la existencia, durante la germinacién, de mas de una ciclina D
(cuatro hasta el momento), mas de una proteina CdkA (al menos dos) y dos PCNAs
[78,101,105]. Lo anterior sugiere que diferentes complejos con actividad de cinasa podrian
actuar en forma redundante durante la germinacién, o bien que estos complejos podrian tener
diferentes tiempos y lugares de accién. Las cuatro ciclinas D que se han obtenido de maiz
exhiben una expresién temporal diferencial durante la germinacién [105], e igual parece suceder
con la activacion de dos Cdks tipo A [78], lo que al menos en forma preliminar sugeriria que la
segunda hipotesis es parcialmente cierta. Por cierto, la pérdida de viabilidad de las semillas de
maiz trae como consecuencia la disminucién, e incluso la desaparicion, de proteinas
fundamentales para el avance del ciclo [97,102, 103, J. Vazquez-Ramos, resultados no
publicados].

La activaciéon del ciclo celular por las citocininas, hormonas mitogénicas, provoca
incremento en los niveles de la proteina PCNA [76], incrementa la expresion de las ciclinas D, e
incrementa la actividad sintética de DNA y de las DNA polimerasas replicativas [48,105]. La
actividad de éstas Ultimas parece responder a un evento postraduccional, probablemente
promovido por las ciclinas/cinasas, que impulsa asi la fase S [104].

Todo lo descrito enfatizaria la importancia de los eventos moleculares de la fase G1 en el
establecimiento de la germinacién, corroborando asi que los procesos morfogenéticos y de
desarrollo en las plantas estan ligados a la capacidad proliferativa celular.
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EL CICLO CELULAR: MODELOS ANIMALES Y VEGETALES

Resumen

La proliferacion celular es gobernada por una serie de eventos moleculares complejos
englobados en lo que se conoce como el ciclo celular. Las cuatro fases clasicas del ciclo, G1, S,
G2 y M son en realidad el resultado de la coordinacion de multiples procesos bioquimicos,
tendientes a comunicarse con el medio externo, encender los eventos del ciclo, coordinar el ciclo
celular con el crecimiento celular, regular la iniciacion de la replicacion del DNA, percibir que la
replicacion ha ocurrido en su totalidad y que el DNA no ha experimentado dafios o defectos en
su estructura, promover que los cromosomas se condensen y se movilicen hacia el plano de
metafase, reformando toda la estructuracion de las membranas internas y, finalmente, repartir los
cromosomas entre las nuevas células nacientes, impidiendo que los eventos bioguimicos puedan
tener regresiones. Todos estos procesos ocurren de manera semejante en los eucariotes, sean
uni o pluricelulares, animales o plantas, indicando asi que los procesos basicos que gobiernan el
ciclo celular se conservaron a través de la evolucidn. En particular, en este capitulo se hace
énfasis en las semejanzas y diferencias existentes entre las células animales y vegetales. A
diferencia de los animales, las plantas son organismos sésiles, expuestos a las condiciones
medioambientales en que se desarrollan sin posibilidad de “esconderse” o moverse. De esta
manera, el proceso morfogenético que permite la estructuracibn de una planta tendra
caracteristicas sui generis, en donde la proliferaciéon celular tendra una funcién esencial.
Finalmente, se hace una breve descripcién de las caracteristicas del ciclo celular en un proceso
de desarrollo fundamental en la vida de las plantas, la germinacion de las semillas, discutiendo
algunas de sus particularidades.

Palabras clave: Ciclo celular, regulacion, eucariotes, células animales, células vegetales.
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Abstract

The identification and characterization of molecular elements having an influence on
endothelial cell migration, particularly those involved in the activation of Rho GTPases, is
applicable for the design of therapeutic strategies useful to promote beneficial growth of blood
vessels or to block tumor progression, by preventing its vascularization.

Keywords: Angiogenesis, endothelial cell migration, Rho GTPases, RhoGEF.

Introduccién

La migracion celular ocurre en procesos biolégicos fundamentales tales como el
desarrollo embrionario, la extension de las proyecciones del sistema nervioso, la defensa del
organismo ante los agentes infecciosos, la reparacion de las heridas y la generacion de los
vasos sanguineos durante el desarrollo y en el organismo adulto [1-5]. Esta amplia gama de
situaciones implica un cambio en la forma celular, regido por los eventos de la transduccién de
sefales que provocan cambios en el citoesqueleto, conduciendo al movimiento, individual o en
grupo, de muy diversos tipos celulares, incluyendo a las células progenitoras de diversos linajes
y a las células diferenciadas que deben localizarse apropiadamente y establecer las
interacciones que permiten su funcionamiento en el organismo adulto, o bien desplazarse hacia
donde son requeridas para ejercer su funcion. Tal es el caso de las neuronas que extienden
proyecciones celulares, en particular en el extremo de los axones, regién denominada cono de
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crecimiento axonal, hasta establecer las sinapsis apropiadas; las células del sistema inmune
como linfocitos, neutréfilos y macrofagos que, durante la respuesta inmune que se establece
como mecanismo de defensa ante infecciones, se dirigen a los sitios en que se detecta la
presencia de agentes infecciosos; y las células endoteliales, asi como otras células componentes
y precursores de los vasos sanguineos, que se dirigen hacia regiones en las que una reduccion
localizada en los niveles de oxigeno conduce a la expresion de factores angiogénicos, mismos
que promueven el movimiento polarizado, para dar lugar a un crecimiento de los vasos
sanguineos existentes, en situaciones tales como la reparacion de heridas y el crecimiento
tumoral, como parte del proceso conocido como angiogénesis [5-7]

Independientemente del tipo celular que esté sujeto a un proceso de migracién, es un
hecho que este evento ocurre a raiz de que las sefales extracelulares involucradas son
identificadas por proteinas, ubicadas en la membrana celular, conocidas como receptores. Los
receptores detectan la necesidad de movimiento en una direccién determinada y transfieren la
informacién al espacio intracelular, para que las proteinas efectoras de la transduccion de
sefiales generen segundos mensajeros, cambios en la asociacién de ligandos que regulan la
funcién de proteinas efectoras y modificaciones postraduccionales que promueven la formacion
de complejos macromoleculares; todo ello dando como resultado que la célula cambie su forma'y
se mueva en la direcciéon de una sefal que la atrae [5, 8, 9].

El objetivo central de esta revisién, y de los estudios en nuestro laboratorio, es entender
el movimiento de las células, endoteliales y otras que participan en la formacién de los vasos
sanguineos. Este proceso requiere de elementos criticos para que una sefal angiogénica sea
detectada y la célula se mueva en la direccion del estimulo. La identificacion y caracterizacion de
tales elementos criticos es relevante para el desarrollo de terapias que impidan que el proceso
de angiogénesis ocurra en condiciones patolégicas. Para ello, es indispensable la identificacion
de las proteinas que de forma general contribuyen a la migracion celular, y de aquellas que de
forma especifica se expresan y forman parte del proceso en condiciones patoldgicas.

El definir criterios moleculares generales, asociados a la funcion de proteinas
promotoras del movimiento celular, permite categorizar familias de proteinas cuyas
caracteristicas estructurales, trasladadas a homologias en secuencia, sirven de punto de partida
para identificar elementos equivalentes, expresados de forma particular en las células
endoteliales, que pudieran ser estudiados como posibles reguladores del proceso de
angiogénesis. Con estos criterios en mente, las bases de datos disponibles publicamente
(incluyendo las que reunen informacion derivada del proyecto del genoma humano, de la
expresion diferencial de genes y de la estructura de proteinas) pueden ser aprovechadas al
maximo, restringiendo las busquedas para identificar, en las células endoteliales, la expresion de
los genes y las proteinas que por sus caracteristicas estructurales y de expresion pudieran estar
involucradas en el proceso de angiogénesis, en particular en situaciones patoldgicas.

Hay que entender cuales son los elementos generales que determinan la migracion
celular, de tal forma que se puedan diferenciar de los participantes especificos y, ademas,
permitir el uso de estas definiciones para la busqueda de nuevos blancos terapéuticos.
Asimismo, es importante la identificacion de los elementos moduladores del movimiento
endotelial a partir de las proteinas con participacion critica en el proceso; en este caso, la
estrategia consiste en identificar, por interaccion directa, a aquellos elementos asociados con las
proteinas de transduccién de sefiales que, en estudios iniciales, se ha evidenciado su
participacion en el proceso de migracién endotelial. Es importante, en esta situacién, hacer un
énfasis particular en las consideraciones estructurales (tales como la presencia de dominios que
sugieran interacciones proteicas), bajo la premisa de que la interaccion especifica entre regiones
estructuralmente definidas, es fundamental para ensamblar a los complejos macromoleculares
requeridos para que la célula responda, moviéndose hacia un estimulo angiogénico.
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En términos generales, que se describen en detalle en las siguientes secciones, nuestra
area de interés se restringe a las fases iniciales del proceso de migracién endotelial, en particular
a los receptores que identifican la sefial y a las proteinas que, en cascada, la transducen. Es
importante que quede asentado con claridad desde este punto que las sefiales que dan lugar a
promover la activacion de las GTPasas de la familia de Rho, cuya actividad es critica para que
ocurran los cambios requeridos para que las células se muevan, son integradas por las proteinas
con actividad promotora del intercambio de nucleétidos de guanina para GTPasas de la familia
de Rho (RhoGEFs), a través del reconocimiento de segundos mensajeros, modificaciones
postraduccionales, tales como eventos de fosforilacion, y la asociacion dinamica entre proteinas
(a través de interacciones, en su mayoria, pendientes de ser caracterizadas).

Es imprescindible entender cuales son las fases iniciales criticas para la deteccion de la
sefal angiogénica y el movimiento endotelial, precisamente porque la idea general es bloquear
estos eventos antes de que el proceso ocurra y evitar asi la formacién no deseada de vasos
sanguineos [10, 11]. Considerando los modelos generales de migracion celular, es un hecho que
para la formacién de los vasos sanguineos nuevos, que resulta de estimular especificamente a
los receptores con propiedades angiogénicas, deben ocurrir interacciones dinamicas entre las
proteinas, que finalmente dan lugar a la migracién de las células endoteliales y sus
acompanantes. El proceso requiere, ademas de interacciones proteicas, de modificaciones
postraduccionales (particularmente fosforilaciones), unién de GTP a diversas GTPasas
(conduciéndolas al estado activo) y cambios en las concentraciones de los segundos
mensajeros. La activacion de las GTPasas de la familia de Rho da lugar a modificaciones
dindmicas en la forma de la célula y promueven el desplazamiento de la misma.

Las proteinas encargadas de recibir y transmitir la transduccién de una senal
angiogénica pueden ser reconocidas como blancos terapéuticos [10, 12]. El interés central de
nuestros estudios se restringe, precisamente, a la identificacion y caracterizacion funcional de
tales proteinas; desde aquellas responsables de la recepcion de la sehal, a nivel de la
membrana, hasta las que establecen interacciones intracelulares que llevan a activar a las
GTPasas de la familia de Rho. Asi pues, las proteinas, clasificadas por su funcién, que son
relevantes para nuestros estudios (y que seran revisadas en las siguientes secciones), estan
constituidas por: los receptores con potencial angiogénico, las proteinas intracelulares conocidas
como GEFs (factores intercambiadores de nucleétidos de guanina), que integran las sefiales
transmitidas por los receptores para dar lugar a la activacién de las GTPasas de la familia de
Rho vy, por ultimo, cinasas, las cuales, a través de diversas fosforilaciones, regulan la activacién
de cascadas de transduccion y el ensamble de complejos macromoleculares.

Entre la activacion de los receptores (por estimulos angiogénicos extracelulares) y la
activacion de las GTPasas de la familia de Rho (por los GEFs que integran las diversas sefiales
recibidas), existe una ventana en la que ocurren diversas interacciones entre proteinas; éstas
pueden ir revelandose, por el sistema de clonacion por interaccién en levaduras y por los
métodos protedmicos, permitiendo resolver el rompecabezas de interacciones fundamentales
para el proceso de angiogénesis [13]. De los grupos de proteinas relevantes en el proceso de
angiogénesis, tanto los receptores como las cinasas han sido considerados los blancos
terapéuticos mas prometedores. Sin embargo, teniendo en cuenta el requerimiento de
interacciones criticas antes de que la célula incluso active mecanismos efectores que la lleven a
cambiar su forma y migrar, consideramos que los GEFs, al ser proteinas con caracteristicas
estructurales complejas que sugieren el establecimiento de tales interacciones, pueden ser
también, desde nuestro punto de vista, identificados como blancos terapéuticos interesantes,
mismos que, desde luego, deben ser caracterizados desde los aspectos basicos de su funcién
en la célula endotelial y en el proceso de angiogénesis.
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Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso que conduce a la formacion de vasos sanguineos nuevos
a partir de los ya existentes en el organismo [6, 11, 14]. Para dar lugar al proceso macroscépico,
deben ocurrir primero una gran cantidad de acontecimientos celulares y moleculares, como son:
la produccion de factores angiogénicos, el reconocimiento y la transduccién de las senales
derivadas de la presencia de estos factores angiogénicos, ademas del movimiento de
componentes celulares y de las células mismas y la proliferacion de las células endoteliales y de
otros constituyentes de los vasos sanguineos, entre otros procesos celulares [6, 11, 15, 16].

La angiogénesis se considera un proceso fisiolégico normal que tiene lugar durante una
fraccion o la totalidad de diversas etapas del desarrollo de un organismo. En el caso particular
del ser humano, se sabe de su participacién durante eventos como la embriogénesis, el
embarazo o la reparacion de los tejidos. Durante la etapa fetal se tienen que crear gran cantidad
de vasos sanguineos. La red original de vasos aparece gracias al evento de la vasculogénesis;
después, la angiogénesis permite la remodelacion de esa red previamente formada al producir
nuevos vasos sanguineos y capilares que completan el sistema circulatorio del feto. También
durante el estado adulto se sabe de la ocurrencia de la angiogénesis cuando se produce alguna
herida, este proceso forma parte de la regeneracion del tejido dafiado. Asi mismo, ocurre, en las
mujeres, como parte de las modificaciones de la cubierta del Utero durante el ciclo menstrual
[11].

Aunque se considera un fenédmeno normal, la angiogénesis es un proceso que también
se ha visto implicado en patologias como el cancer [17, 18]. La angiogénesis tumoral es la
proliferacion de una red de vasos sanguineos que penetra en el tumor en crecimiento. Gracias a
ella, los tumores continian su crecimiento, reciben mayor cantidad de sangre de modo
constante, obteniendo asi los nutrientes que necesitan para crecer y crea un vinculo para enviar
sefiales que dan continuidad al proceso. La angiogénesis tumoral inicia cuando las células
cancerosas liberan moléculas que estimulan al tejido normal que las rodea, entre ellas pueden ir
sefiales angiogénicas que promueven el desarrollo de vasos sanguineos nuevos (Fig. 1) [19].
Para ello, las células endoteliales (y otras precursoras de los vasos sanguineos) deben moverse
en direccién al tumor, proliferar y organizarse en el espacio de forma coordinada para asegurar
el flujo sanguineo. De lo anterior, surge el interés en establecer estrategias para atacar a los
vasos sanguineos tumorales como terapia contra el cancer. Existen diversas razones por las
cuales esta perspectiva es interesante. En primer lugar, las células endoteliales vasculares estan
expuestas a la circulacién y, por lo tanto, al alcance de cualquier manipulacion terapéutica. En
segundo lugar, las células endoteliales son mas estables comparadas con las células
transformadas. Y en tercer lugar, esta terapia se podria aplicar en una amplia variedad de tipos
tumorales [12, 17, 20].

El estudio de las bases moleculares de la angiogénesis ha servido para desarrollar
terapias orientadas a prevenirla en situaciones patoldgicas (ademas de que se esta explorando
la posibilidad de desarrollar tratamientos que promuevan la angiogénesis con fines terapéuticos,
en particular en los casos en los que ocurre un suministro deficiente de sangre al tejido). La
mayor atencién en la angiogénesis como un blanco terapéutico se ha concentrado al desarrollo
de antagonistas de los factores angiogénicos y de los receptores encargados de detectar la
presencia de tales factores promotores de la formaciéon de vasos sanguineos; basandose
siempre en la hipétesis de que al interferir con ellos se prevendria el desarrollo no deseado de
vasos sanguineos mediante un mecanismo generalmente asociado al bloqueo de la migracion
polarizada de las células endoteliales [20-22]. El ejemplo mas espectacular que valida esta
posibilidad es el desarrollo del Bevacizumab, un anticuerpo monoclonal humanizado que inhibe
al factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), un mediador frecuente de la angiogénesis
tumoral (Fig. 2).
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Figura 1. Angiogénesis tumoral. El desarrollo de tumores requiere del suministro
apropiado de nutrientes, mismo que se obtiene gracias al proceso de angiogénesis
tumoral que consiste en la formaciéon de vasos sanguineos nuevos en respuesta a
factores angiogénicos, cominmente secretados por el tumor mismo.
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Figura 2. Estrategias terapéuticas para bloquear la angiogénesis dependiente de
factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF). Las estrategias incluyen el uso
de anticuerpos monoclonales (a), proteinas recombinantes (d) y otros inhibidores
extracelulares (e) para atrapar al VEGF y anticuerpos para inhibir a los receptores (b
y c), ademas de moléculas pequefias como inhibidores de la actividad catalitica de
los receptores. Figura modificada de Ferrara, 2005, Nature 438:967.
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Figura 3. Modelo de transduccién de sefales por receptores acoplados a proteinas
G relevantes para el movimiento celular polarizado. El movimiento celular polarizado
depende de que se detecte una sefal quimiotactica extracelular que da lugar a que
se genere una cascada de sefiales intracelulares que es amplificada localmente,
induciendo cambios en la forma celular necesarios para la migracién. En la parte de
abajo se ilustran algunas de las proteinas criticas en la via de transducciéon que da
lugar a la activacion de la GTPasa Rac y consecuente polimerizacién de actina en el
seuddpodo. La figura representa un esquema general basado en sistemas modelo
en el que las proteinas mencionadas en realidad corresponden a funciones criticas
para que el proceso ocurra, por ejemplo, para que se active Rac y se polimerice la
actina se requiere de la participacién de un GEF, de los cuales existen alrededor de
70 diferentes, evidenciando la diversidad de posibilidades en cuanto a interacciones
y sistemas de regulacidon que pudieran estar involucrados; el significado de esta
diversidad se discute en el texto. Figura modificada de Weiner, 2002, Curr Op Cell
Biol 14:196.
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La terapia con Bevacizumab, combinada con la quimioterapia, ha mostrado efectividad
en el tratamiento de los pacientes con cancer de colon metastasico [20, 23, 24]. Este desarrollo
se logré gracias al esfuerzo continuo de un elevado nimero de grupos de investigacion durante
los dltimos 20 afos; y fue posible gracias a multiples estudios que van desde la identificacion y
caracterizacion original del factor, sus receptores y sus efectos a nivel celular, hasta los estudios
preclinicos y clinicos que llevaron al desarrollo de las terapias que actualmente son usadas, en
combinaciéon con agentes quimioterapéuticos, en el tratamiento del cancer de colon [20].
Actualmente se encuentran en pruebas clinicas cerca de 80 inhibidores de la angiogénesis, entre
los que se incluyen moléculas pequefias con potencial inhibidor de la actividad catalitica de la
cinasa del receptor para factor de crecimiento de endotelio vascular [25, 26]. Por el contrario,
aun no se encuentra en el mercado ninguna terapia disponible para promover la angiogénesis
con fines terapéuticos; aun cuando, como se menciond, diversas patologias caracterizadas por
una disminucién cronica o aguda en el suministro de sangre, serian tratables con tales agentes
terapéuticos [27-30].

Migracidn celular. Mecanismos generales

Es un hecho que todos los tipos celulares requieren del movimiento interno de sus
componentes para nutrirse, dividirse, crecer, degradar elementos obsoletos y posicionar
apropiadamente a sus diversos componentes macromoleculares. Asi mismo, es un hecho comun
que las células sufren cambios de forma en respuesta a los estimulos externos, que incluso
inducen un desplazamiento celular. Aun cuando existe una amplia diversidad de tipos celulares,
se han podido identificar mecanismos generales que coordinan el movimiento celular y que
pueden servir como modelo para entender este proceso. Los principios comunes y los moédulos
proteicos participantes pueden ser reconocidos desde organismos unicelulares, como las
levaduras, hasta diversos tipos celulares de organismos multicelulares, incluyendo a los
mamiferos; pasando por distintos organismos modelo como los hongos, gusanos e insectos,
entre otros, cuyo estudio ha permitido el avance del conocimiento en esta area. Al mismo tiempo,
existen componentes que se expresan de forma muy particular en algunos tipos celulares y, en
ocasiones, solamente en circunstancias patoldgicas. Asi pues, aunque no existe un inventario
completo de todos los componentes requeridos para que una célula se mueva y, como se
sefald, éstos varian entre distintos tipos celulares y ante distintas circunstancias en un mismo
tipo celular, la identificacion de las moléculas individuales y de las interacciones que éstas
establecen para que una célula decida seguir una sefal quimiotactica, puede ser de vital
importancia.

Entender a nivel molecular el movimiento celular significa comprender aspectos
fundamentales para la funcidon de una célula viva y es determinante para identificar a los
elementos que se ven alterados en situaciones patolégicas, mismos que pueden ser
aprovechados con fines terapéuticos. En concreto, algunos ejemplos que destacan la
importancia de entender, a nivel molecular, cémo se mueven las células incluyen patologias
como el cancer, los procesos inflamatorios crénicos, las respuestas autoinmunes y la formacion
indeseada de vasos sanguineos. Es importante dilucidar cdmo una célula cancerosa invade
nuevos tejidos, para bloquear a las proteinas que permiten que esto ocurra y, de esta manera,
detener el avance del cancer; la migracion exacerbada de las células del sistema inmune es
comunmente responsable de procesos inflamatorios que convendria prevenir, de forma
especifica, bloqueando a los componentes moleculares responsables; asi mismo, la formacién
de vasos sanguineos que eventualmente conducen nutrientes a los tumores en crecimiento
puede, en teoria, bloquearse si se impide el movimiento de las células endoteliales y otros tipos
celulares que acompanan el proceso, privando al tumor de elementos necesarios para su
desarrollo y sobrevivencia.

La migracion celular polarizada depende de la transduccion de las sefiales que se
amplifican intracelularmente en forma polarizada, en la direccion en la que la migracion ocurre y
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requiere de una reorganizacion continua del citoesqueleto de actina, controlada por GTPasas de
la familia de Rho [3, 31, 32]. Las senales extracelulares que inducen la migraciéon celular son
detectadas por los receptores que pertenecen a diferentes familias, clasificados de acuerdo a
sus caracteristicas estructurales, determinan las decisiones celulares en cuanto a cambio de
forma y movimiento. De interés particular para nosotros son los receptores acoplados a proteinas
G cuyo mecanismo de accion describiremos adelante [33-37].

Las células en movimiento comiunmente emiten proyecciones finas y seudépodos en el
frente de migracion. Estas extensiones celulares transitorias, conocidas como filopodios y
lamelipodios, se forman y extienden gracias a la fuerza que ejerce la polimerizacion de
filamentos de actina, en un proceso que depende de la activacion de proteinas intracelulares
pequefias conocidas como GTPasas de la familia de Rho [5, 9, 38]. Estas GTPasas forman parte
de una superfamilia de proteinas G, monomeéricas y heterotriméricas, cuya actividad depende de
la union de GDP o GTP a su dominio catalitico, siendo los interruptores moleculares mas
extendidos que determinan la generacién y duracion de acciones celulares como la transduccion
de las sefiales que estimulan la proliferacion y el movimiento celular, y de acciones intracelulares
como el movimiento de las vesiculas de secrecién y de los complejos macromoleculares hacia el
nucleo de la célula.

Para entender la migracion celular es importante conocer como se regulan las proteinas
G y otras proteinas que coordinan su activacién o que son estimuladas por ellas cuando se
encuentran en estado activo, unido a GTP. El modelo general considera que en presencia de
una sefal apropiada, la via de transduccidn de las sefiales que se genera, dependiendo de la
naturaleza del receptor especifico para la sefial, induce la unién de GTP al dominio catalitico de
las GTPasas, activandolas; la inactivacion ocurre cuando este nucledtido es hidrolizado. La
activacion de las GTPasas de la familia de Rho, en respuesta a estimulos extracelulares,
requiere de la intervencion de los factores intercambiadores de nucledtidos de guanina (que
llamaremos GEFs por sus siglas en inglés, guanine exchange factors), los cuales son proteinas
complejas que reciben e integran las sefales transmitidas por los receptores y promueven el
intercambio de GDP por GTP en la GTPasa de la familia de Rho implicada en el proceso,
activandola [9, 38]. Como parte del proceso de migracion, la célula se polariza y ensambla
estructuras contractiles en las que filamentos de actina y miosina (uno de los motores celulares)
participan en la propulsion de la célula, estas estructuras generalmente se ubican en el extremo
posterior de la célula en movimiento (Fig. 3). Durante este proceso, la célula debe reconocer
hacia dénde moverse, y también hacia donde no moverse; es decir, puede estar sujeta a sefales
atractivas y repulsivas. Asi mismo, debe establecer y remover adhesiones con el sustrato
constituido por proteinas de la matriz extracelular y con otras células que encuentra en su
camino. Todo ello depende de la presencia de diversos receptores de membrana, responsables
de detectar el gradiente de estimulos quimioatrayentes y repelentes. Estos estimulos pueden
estar presentes en la forma de factores solubles que, al difundirse a partir del sitio en que son
secretados, marcan la pauta para la migracién celular; y que también pueden estar presentes
como proteinas asociadas a la matriz extracelular o bien a la superficie de otras células,
coordinando el movimiento celular de acuerdo a la integracion de las sefiales recibidas [5].

GTPasas de la familia de Rho y movimiento celular polarizado

El grupo de GTPasas de la familia de Rho, que incluye alrededor de 20 miembros, son
reguladores moleculares que controlan una gran variedad de cascadas de sefializacion. Ellas
son conocidas por su papel central en la regulacion del citoesqueleto de actina, por su habilidad
en influenciar la polaridad celular, en el dinamismo de los microtubulos y por su actividad como
promotoras de la expresion de genes. Rho, Rac y Cdc42 son las GTPasas de este grupo que
han servido como paradigma para entender el funcionamiento de estos reguladores moleculares
que se activan cuando tienen GTP asociado y se inactivan cuando éste es hidrolizado [31].
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Las GTPasas de la familia de Rho, principalmente RhoA, Rac y Cdc42, pueden inducir
cambios en el citoesqueleto de actina para dar lugar a la formacién de fibras de estrés, filopodias
y lamelipodias, respectivamente. Estas GTPasas desempefan un papel importante en los
procesos que requieren de cambios en la forma celular tales como: motilidad, crecimiento,
proliferacion y migracion polarizada [32, 39].

Se ha demostrado que la activacion polarizada, en términos de distribucion espacial en
la célula, de las GTPasas Rac y Rho es critica para el movimiento celular. La parte frontal de la
célula generalmente emite uno o varios seudoépodos hacia el lugar en que se recibe el estimulo;
para que esto ocurra debe activarse la GTPasa Rac, con la finalidad de polimerizar el
citoesqueleto de actina. Ademas, ocurren mecanismos aun no bien caracterizados, que
previenen la activacién localizada de Rho, o bien promueven la degradacién de esta GTPasa, en
las regiones en las que Rac es activada. Por otro lado, de forma simultadnea puede ocurrir la
activacion de la GTPasa Rho en la parte de atras conocida como urépodo. La activacion de Rho
en esta situacion conduce a la formacioén de fibras de estrés, que en asociacion con la activacion
de la miosina, da lugar a los eventos de contraccion que contribuyen al desplazamiento de la
célula. Ambas GTPasas, Rac y Rho, al ser activadas de forma polarizada, permiten la migracion
de la célula en direccién al estimulo recibido. Se cree que uno de los eventos moleculares
iniciales, incluso antes de la activacion de Rac, es la activacion de Cdc42, una GTPasa que ha
sido involucrada de forma particular en determinar la polaridad celular (Fig. 4) [32, 40].
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Figura 4. Modelo general de migracion celular. El mecanismo general de movimiento
en respuesta a agentes quimiotacticos postula que las células que detectan tales
estimulos transducen sefales que determinan un cambio en la forma celular,
dependiente de la activacion polarizada de GTPasas de la familia de Rho. La
GTPasa Rac se activa en el frente de movimiento induciendo la polimerizacién de
actina que “empuja” al seudépodo en la direccién del quimioatrayente y Rho se activa
en la parte trasera, promoviendo la formacién de fibras contractiles de actina-miosina
que contribuyen al movimiento celular. Como se ilustra, existen mecanismos aun no
bien definidos que inhiben que las GTPasas de la familia de Rho y las cascadas de
transduccion de sefales asociadas con ellas, se activen en ubicaciones de la célula
diferentes a las antes mencionadas. Figura modificada de Meili y Firtel, 2003, Cell,
114: 153-156.
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Factores intercambiadores de nucle6tidos de guanina que activan a GTPasas de la familia
de Rho (RhoGEFs)

Como ya se menciond, las GTPasas actian como reguladores o interruptores
moleculares que oscilan entre un estado inactivo (cuando su dominio catalitico esta ocupado por
GDP) y un estado activo (cuando unen GTP). Este ciclo es principalmente regulado por tres
clases de proteinas, las cuales varian en diferente grado de selectividad para las diferentes
isoformas de las proteinas de la familia de Rho. La primera clase de estas proteinas esta
constituida por alrededor de 70 miembros en humanos, conocidas como GEFs (factores
intercambiadores de nucledtidos de guanina), los cuales promueven el intercambio de GDP por
GTP y consecuentemente activan a estas GTPasas. Las proteinas que promueven el estado
inactivo son conocidas como GAPs (proteinas promotoras de la actividad de GTPasa) y GDls
(Proteinas que inhiben la disociacion de nucledtidos de guanina) (Fig. 5) [9, 38].

El primer GEF de mamiferos conocido como Dbl (por sus siglas en inglés “diffuse B-cell
lymphoma”), fue aislado como un oncogen en 1985 [41]. Dbl mostro la capacidad de catalizar el
intercambio de los nucledtidos de Cdc42 in vitro [42], ademas de presentar dos dominios
conservados conocidos como DH (homologia a Dbl) y PH (homologia a plextrina). A la fecha,
estas caracteristicas estructurales han servido para identificar a multiples proteinas poseedoras
de dominios homologos a Dbl (dominios DH) a las que se les ha atribuido la funcién de ser GEFs
para las GTPasas de la familia de Rho. En la mayoria de los casos el dominio DH debe estar
seguido de un dominio PH para promover eficientemente el intercambio de nucleétidos in vivo [9,
43].

GTP

>/ Polimerizacién del
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Figura 5. Ciclo de las GTPasas de la familia de Rho. La actividad de las GTPasas de
la familia de Rho, y en general de muchos otras GTPasas, depende de que en su
sitio catalitico se encuentre presente GTP o GDP. El estado activo corresponde a la
GTPasa-GTP y es promovido por factores intercambiadores de nucleétidos de
guanina (GEFs). El estado activo termina cuando el GTP es hidrolizado, accién
promovida por proteinas promotoras de la actividad de GTPasa de las proteinas G
(GAPs), el estado inactivo en el que la GTPasa se encuentra unida a GDP
permanece es mantenido por proteinas que inhiben la disociacién del nucledtido
(GDI). El ciclo se ilustra con la GTPasa Rho pero es equivalente para otras GTPasas.
Existe una gran diversidad de proteinas con actividad de GEF, GAP y GDI. Figura
modificada de Rossman, 2005, Nature Reviews Mol Cell Biol 6:167-180.
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La GTPasa Rac puede ser activada por diferentes GEFs entre los que se incluyen Vav
(1,2,3), Tiam (1,2), Pix (o,B) y Sos [38, 44]. En el 2002 se identificé un nuevo activador para Rac
en los neutréfilos, mismo que fue llamado P-Rex1, (Ptdins(3,4,5)P3-dependent-Rac-exchanger
[45]). Este GEF puede actuar como un detector de transduccién de las sefales por las proteinas
G heterotriméricas (particularmente Gfy) y el segundo mensajero lipidico PIP3, producto de la
actividad de la PI3K, misma que a su vez puede ser estimulada por receptores acoplados a las
proteinas G a través de Gpy [45, 46]. Recientemente participamos en la identificacion de un
segundo GEF para Rac que responde a Gpy y PIP3; este GEF, denominado P-Rex2, es
estructuralmente homélogo a P-Rex1, presenta un patron de expresion en tejidos diferente, y
ademas tiene dos variantes de splicing conocidas como P-Rex2a y P-Rex2b [47]. Estudios
recientes sugieren que P-Rex2b participa en la activacion de Rac1 y en la migracion de las
células endoteliales inducida por la esfingosina 1-fosfato, actuando a través de receptores
acoplados a las proteinas G [48].

Migracion de las células endoteliales y demas precursores de los vasos sanguineos

Las células endoteliales se encuentran formando el lumen de los vasos sanguineos y
participan activamente en la creaciéon de nuevos vasos. Durante este proceso reciben sefiales
que les indican que deben movilizarse, proliferar y, en ocasiones, producir ellas mismas sefiales
que promueven la angiogénesis. La migracion endotelial polarizada es un evento clave en la
generacion normal y patolégica de los vasos sanguineos (Fig. 6). La migraciéon de las células
endoteliales depende de la activacién de los receptores con poder angiogénico y de los
mecanismos de sefalamiento intracelular, responsables de la remodelacion continua del
citoesqueleto de actina, controlado por GTPasas de la familia de Rho. La participacion de las
GTPasas de la familia de Rho es un evento constante en la migracion celular polarizada inducida
por factores angiogénicos diversos [49-54]. En el laboratorio hemos concentrado nuestros
esfuerzos en definir los mecanismos moleculares que coordinan la migracion polarizada de las
células endoteliales, en concreto aquellos tendientes a la activaciéon de las GTPasas de la familia
de Rho, tales como Rac y Rho, por un lado para entender los aspectos basicos de este
interesante proceso y por otro para caracterizar a las proteinas, y sus determinantes
estructurales, que pudieran ser bloqueados con fines terapéuticos [13]. La hipotesis de la que se
desprende la importancia de los elementos considerados en esta revision, establece que las
proteinas que transducen las sefales promotoras del movimiento de las células endoteliales,
establecen interacciones criticas para que el proceso de la angiogénesis ocurra y son, por tanto,
blancos terapéuticos potenciales. En particular, los llamados RhoGEFs, activadores directos de
las GTPasas Rac y Rho, constituidos por una variedad de dominios estructurales, funcionan
como integradores de sefales, confiriéndoles caracteristicas que los ubican como blancos
terapéuticos interesantes, ya que al inhibir las interacciones requeridas para el movimiento de las
células endoteliales se inhibiria el proceso de la angiogénesis (Fig. 7) [47, 55-58].

En las células endoteliales se ha observado que la microinyeccion de una forma
constitutivamente activa de la GTPasa Rac promueve la formacion de capilares, misma que
involucra la participacion del citoesqueleto de actina y los microtubulos [51]. La estimulacion de
la movilidad celular por los factores de crecimiento tales como el VEGF (factor de crecimiento de
endotelio vascular) requiere de la activacion de las vias de transduccién en las que también
participan los receptores para la matriz extracelular de la familia de las integrinas. La activaciéon
de la GTPasa Rac es un punto de interseccion critico en la respuesta de las células endoteliales
a la colagena tipo | y a VEGF durante la estimulacion del movimiento de estas células. El
desarrollo de estructuras parecidas a tubos por las células endoteliales microvasculares
humanas cultivadas en geles de colagena, fue inhibido al bloquear farmacolégicamente la
isoprenilacion de Rho A y por tanto la localizacién de esta GTPasa en la membrana [59]. Estos
efectos fueron también observados in vivo en las membranas corioalantoideas de pollo
estimuladas con VEGF y en las cérneas de ratén tratadas con el factor de crecimiento
fibroblastico basico [59].
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Ademas del VEGF, otros agentes moduladores del proceso de la angiogénesis, que
actuan a través de los receptores con actividad de cinasa, han sido descritos; entre ellos se
incluyen al factor de crecimiento derivado de plaquetas y al factor de crecimiento de fibroblastos
acido y basico, al factor de crecimiento transformante. Ademas, resulta importante sefialar que
frecuentemente ocurre una comunicacion cruzada entre los diversos sistemas de transduccion
de las senales. De particular interés para nosotros son los factores angiogénicos que son
reconocidos por los receptores acoplados a proteinas G [16]. Entre ellos se incluyen a la
esfingosina-1-fosfato, al acido lisofosfatidico, a la interleucina 8, a la quimiocina CXCL12 (SDF-1)
y a la trombina, todos los cuales promueven la activacion de las GTPasas de la familia de Rho y
el movimiento celular [60-64]. A partir de aqui nos concentraremos en los eventos que dependen
de la capacidad angiogénica de los factores que actuan a través de los receptores acoplados a
proteinas G y aprovecharemos para describir algunas de las estrategias que hemos empleado
para nuestros estudios de la migracién endotelial.

La migracion y proliferacion de las células endoteliales, en respuesta a una diversidad de
factores angiogénicos, es esencial para la generacion de los capilares sanguineos nuevos y es
critica durante el desarrollo y la generacién de tejidos. [65, 66]. Evidencias recientes sugieren
que, ademas de las células endoteliales, existen otros tipos celulares que también deben
movilizarse para que el proceso de la angiogénesis sea concretado. Entre ellas cabe destacar a
los pericitos (células que se asocian estrechamente a las endoteliales) y a las células
progenitoras endoteliales, mismas que se desplazan desde la médula dsea para contribuir a la
vascularizacion que ocurre en el adulto en condiciones fisioldgicas y patolégicas (Fig. 6) [30].
Buena parte de la atencidon de las investigaciones recientes se ha enfocado a las células
progenitores endoteliales, ya que podrian representar la base de terapias celulares [67-69].

Células progenitoras endoteliales

Las células progenitoras endoteliales fueron aisladas por primera vez hace casi una
década a partir de la sangre de individuos adultos [70]. La existencia de esta poblacion celular,
derivada de la médula 6sea, y la observacién de que contribuye al proceso posnatal de la
formacién de los vasos sanguineos, cambié el paradigma clasico de la vascularizacion en el
adulto, mismo que consideraba que la formacion de vasos sanguineos nuevos resultaba
exclusivamente de la proliferacion, migracion y remodelado de las células endoteliales derivadas
de los vasos sanguineos preexistentes, el proceso conocido como angiogénesis [71]. Hasta la
fecha existe controversia en cuanto a la definicién de los marcadores moleculares caracteristicos
de las células progenitoras endoteliales. Incluso, recientemente se ha determinado la existencia
de una poblacién celular mas amplia, también derivada de la médula ésea, que es enviada a la
circulacién en respuesta a estimulos angiogénicos y se incorpora a los sitios en que
eventualmente ocurrira la formacién de vasos sanguineos. Entre estas células, aun no
completamente caracterizadas a nivel molecular, se encuentran poblaciones promotoras de la
formacién de los vasos sanguineos en una etapa en que incluso es imposible detectar la
formacién de los primeros vasos [72]. Estos hallazgos son particularmente interesantes, ya que
abren un mundo de posibilidades para el desarrollo de terapias basadas en la modificacion
genética de tales células y su uso como “caballos de Troya” para la destruccion del tejido tumoral
[30]. Este potencial terapéutico ha sido enfatizado por publicaciones recientes que indican que,
en modelos de cancer, las células progenitoras endoteliales son atraidas a la vasculatura en
crecimiento de los tumores en proliferacion [73, 74], observaciéon que ha sido confirmada en los
vasos sanguineos de tumores humanos [75]. Oftros ejemplos interesantes incluyen la
neovascularizacién de la retina y de un modelo murino de isquemia [68, 69]. Ademas, como se
menciono, estas células, y los conocimientos derivados de su estudio, podrian usarse para
promover la vascularizacion con fines terapéuticos.
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Figura 7. Mecanismos moleculares
de activaciéon de GTPasas de la
familia de Rho por receptores
acoplados a proteinas G. La
activacion de Rho inducida por
receptores acoplados a Gi1s
requiere de interacciones directas
entre Ga;; 0 Gay; en estado activo
(con GTP en su dominio catalitico)
y GEFs de la familia de PDZ-
RhoGEF que tienen un dominio
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Gayy13-GTP (RGL). Estos y muchos
otros GEFs tienen una estructura
compuesta por diferentes dominios
que pueden estar sujetos a
regulacion positiva o negativa de su
actividad. Los receptores acoplados
a proteinas G, a través de Gpy,
inducen la activacion de Rac; a
través de P-REX1 y P-REX2, GEFs
activados directamente por Gy y
por el segundo mensajero PIP3,
resultante de la actividad de PI3K,
enzima que a su vez puede ser un
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Figura 6. Angiogénesis
tumoral, algunos
participantes  celulares vy
moleculares. Las células
tumorales y del estroma
secretan una serie de
factores angiogénicos, entre
los que destaca el factor de
crecimiento de endotelio
vascular (VEGF)
promoviendo la migracién de
células endoteliales y
pericitos, a partir de vasos
sanguineos preexistentes vy
de células progenitoras
endoteliales (CMO) que se
desplazan desde la médula
Osea. Los estimulos
angiogénicos se transmiten
a través de receptores con
actividad de cinasa de
tirosina, receptores  con
actividad de cinasa de
serina-treonina o bien
receptores  acoplados a
proteinas G. Figura
modificada de Ferrara, 2005,
Nature 438:967.
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Receptores acoplados a proteinas G y transduccién de sefiales angiogénicas.
Aspectos generales

Los receptores acoplados a proteinas G constituyen el grupo mas abundante de
receptores de membrana y se encuentran expresados en practicamente todos los tipos celulares
de los organismos eucariontes. Se les conoce también como receptores en serpentina por estar
conformados por siete hélices transmembranales, unidas por tres asas extracelulares y tres asas
intracelulares (Fig. 8) [76-78]. Los receptores acoplados a proteinas G participan en multiples
procesos biolégicos fundamentales entre los que se incluyen el movimiento celular polarizado, y
la angiogénesis [79]. Alteraciones en la funcién de estos receptores estan asociadas a un gran
numero de enfermedades humanas. Su relevancia actual en la practica clinica es reflejada por el
hecho que los receptores acoplados a proteinas G son el blanco —directa o indirectamente— del
50 al 60% de todos los agentes terapéuticos en uso [77, 78, 80].

Receptor
acoplado
a proteinas G

Dominio

Subunidad Gu Heterodimero Gpy

Proteina G heterotrimérica

Figura 8. Estructura de los receptores acoplados a proteinas G. El modelo esta
basado en la estructura de la rodopsina (receptor a estimulos visuales) y del
heterotrimero de las proteinas G.
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Mecanismos de accién de los receptores acoplados a proteinas G

El mecanismo clasico por el cual los receptores acoplados a proteinas G inducen una
respuesta, es a través de la activacion de proteinas G. La union de ligandos especificos tales
como las hormonas, los neurotransmisores y los lipidos, activa a estos receptores al inducir en
ellos un cambio conformacional que promueve el intercambio de GDP por GTP en la subunidad
Ga promoviendo, ademas de la union de GTP en la subunidad Ga, la disociacion del
heterodimero Gy, Tanto Ga-GTP como Gy activan a diversos efectores, dependiendo de su
identidad, para generar segundos mensajeros que promueven respuestas intracelulares y
fisioldgicas en los diferentes tejidos, entre ellos la activacion de las GTPasas de la familia de Rho
y el movimiento celular polarizado, particularmente cuando se activan a los receptores acoplados
aGi ya Gioi3 (Flg 9) [81, 82]
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Figura 9. Mecanismo de accion de los receptores acoplados a proteinas G. La
presencia de agonistas induce un cambio conformacional que promueve el
intercambio de GDP por GTP en la subunidad Ga, liberandola del heterodimero Gpy.
Tanto Ga-GTP como Gy activan a diversos efectores promoviendo la generacién de
segundos mensajeros y respuestas celulares particulares, dependiendo de la
identidad de los receptores estimulados, las proteinas G a las que estos se acoplan y
el repertorio de efectores expresados en la célula que recibio el estimulo.

Proteinas G heterotriméricas

Las proteinas G heterotriméricas estan conformadas por tres subunidades (Ga, Gp vy
Gy). La subunidad Ga, de 45 a 47 kDa, posee homologias estructurales y funcionales con las
proteinas G monoméricas, superfamilia que incluye a las GTPasas de la familia de Rho y que
esta representada por Ras. En los mamiferos se han descrito mas de veinte subunidades Ga,
que han sido clasificadas de acuerdo a su homologia estructural y funcional en cuatro
subfamilias (Gas, Gai/o, Gag/11 y Ga12/13) (Fig. 9) [83, 84].
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Las funciones clasicas de las proteinas G estan determinadas por la identidad de la
subunidad Ga. La estimulacion de la subfamilia Gas activa a la adenilato ciclasa induciendo un
aumento en los niveles intracelulares de AMPc y la consecuente activacion de la proteina cinasa
A (entre otros efectores), mientras que la estimulacién de la subfamilia Gai lleva al efecto
contrario. La estimulacion de la subfamilia Gaq activa a la fosfolipasa C (PLC) promoviendo la
movilizaciéon de calcio intracelular y la activacion de la proteina cinasa C. Mientras que la
subfamilia Ga12/13 esta implicada en la regulacion de las GTPasas de la familia de Rho (Fig. 9)
[83].

Para transmitir de forma temporal la sefial de un receptor que ha sido activado, las
proteinas G heterotriméricas estan sujetas a ciclos de activacion (por unidon de GTP) e
inactivacion (por hidrdlisis del GTP), de esta forma, las proteinas G pueden funcionar como un
interruptor molecular regulable. En el estado basal inactivo, la subunidad Ga y el complejo GBy
estan asociados, la primera conteniendo difosfato de guanosina (GDP) en su dominio catalitico.
Este heterotrimero inactivo puede ser reconocido por un receptor que ha sido estimulado por su
ligando. Esta interaccion resulta en la liberacion del GDP presente en Ga, mismo que es
reemplazado por GTP. La unién de GTP a la subunidad Ga induce un cambio conformacional,
llevando a la disociacion del heterotrimero para dar lugar a dos componentes que pueden actuar
sobre efectores especificos: la subunidad Ga conteniendo GTP y el complejo GBy (Fig. 9). La
actividad de GTPasa inherente a la subunidad Ga contribuye a terminar la activacion de la
proteina G; esta actividad de GTPasa es promovida por las proteinas conocidas como RGS (o
reguladores del sefialamiento de las proteinas G, Regulators of G Protein Signhaling). EI GDP
resultante de la hidrdlisis del GTP permanece unido a la subunidad Ga, misma que recupera su
afinidad por el complejo GPy, asociandose nuevamente a éste, para completar el ciclo de las
proteinas G; al resultar nuevamente un heterotrimero en estado inactivo [85, 86].

El heterodimero GBy

Las subunidades GB y Gy de las proteinas G heterotriméricas, de 35 kDa y 7 a 9 kDa
respectivamente, forman un complejo no disociable que representa una unidad funcional. En los
mamiferos, dicho complejo esta formado por la combinacion de diferentes subunidades G y Gy.
El analisis estructural de este complejo mostré que la subunidad Gf tiene una forma de propela
constituida por siete hojas beta plegada, mientras que la subunidad Gy esta localizada en uno de
los costados de la propela y se asocia a la subunidad Gj a través de un dominio super enrollado
(Fig. 8). El heterodimero GPy desempefa un papel importante en la regulacion de varios
efectores. Los mejores ejemplos de efectores regulados por GPy son los canales de K
rectificadores entrantes (GIRKSs), algunas isoformas de la adenilato ciclasa y la fosfolipasa C, asi
como algunos subtipos de los canales de Ca®* dependientes de voltaje e isoformas de la PI3K
(cinasa que fosforila fosfoinositidos en la posicion 3) tales como la PI3Kp y la PI3Ky (Fig 9) [86].
Como se menciond, recientemente sidote ha demostrado que el heterodimero Gpy activa a los
factores intercambiadores de los nucleétidos de guanina P-Rex1 y P-Rex2; mismos que estan
involucrados en la activacién de la GTPasa Rac y que son parte central de los estudios de
nuestro laboratorio. Consideramos que por su naturaleza estructural, estos intercambiadores
pudieran ser criticos en las conexiones moleculares relevantes para que los receptores
acoplados a proteinas G con actividad quimiotactica, ya que podrian coordinar estimulos de
forma polarizada que lleve a las células a moverse en la direccidén a un quimioatrayente y, en el
caso de células endoteliales, hacia un estimulo angiogénico transmitido por receptores
acoplados a las proteinas G heterotriméricas (Fig. 7) [45, 47].

El heterodimero GBy promueve la activacién de diversas vias de transduccién gracias a
que su estructura presenta diversas areas de contacto con los efectores. Esta situacion abre la
posibilidad de que péptidos capaces de interaccionar con distintas regiones del heterodimero
GpBy pudieran bloquear diferencialmente la activacion de vias de transduccién que dependen de
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este heterodimero . De particular interés para nosotros son aquellas vias relevantes para la
activacion de la GTPasa Rac y la migracion celular polarizada. En este sentido, hemos analizado
en detalle la estructura, disponible en la pagina de PubMed, del complejo GBy con diversas
proteinas. En particular, hemos centrado nuestro interés en la fosducina y proteinas homoélogas a
ésta, ya que muestran amplias zonas de interaccion con el heterodimero Gpy. Los aspectos
estructurales de la interaccion entre la fosducina y el heterodimero Gpy fueron revelados por
estudios de cristalografia [87]. La organizacion estructural del complejo sugiere que péptidos
derivados de la fosducina pudieran ser capaces de bloquear distintas regiones de Gy e impedir
diferencialmente la activaciéon de efectores y, para lo que nos ocupa, inhibir diferencialmente la
migracion endotelial dependiente de GBy y por ende la angiogénesis inducida por receptores
acoplados a las proteinas G. La fosducina al unirse al heterodimero GBy modula su actividad, ya
sea inhibiendo su interaccion con distintos efectores como tradicionalmente se cree, o incluso
conectando al heterodimero hacia nuevas cascadas de senalizacion. Adicionalmente, se ha
propuesto que la interaccion de la fosducina con el heterodimero Gpy induce que éste se
desprenda de la membrana plasmatica [88]. Considerando que la proteina parecida a la
fosducina muestra una alta homologia con la fosducina y su distribucion es mucho mas amplia,
estudios en nuestro laboratorio se han orientado a determinar el posible papel regulador de las
distintas regiones de su estructura en la activacion de vias de transduccion dependientes de Gy
en las células endoteliales (Fig. 7).

GBy y movimiento celular polarizado

Dentro de la superfamilia de los receptores acoplados a las proteinas G se encuentran
aquellos que tienen actividad quimiotactica. Se sabe que el movimiento celular polarizado que
depende de la activacién de receptores acoplados a proteinas G da lugar a la activacion de la
GTPasa Rac, a través de la liberacion del heterodimero Gpy, promoviendo la polimerizaciéon de
la actina en el frente de movimiento, y dando lugar al desplazamiento de la célula en direccién
del estimulo quimiotactico. Ejemplos concretos de los receptores acoplados a proteinas G que
promueven cambios en la forma y movimiento celular son el receptor para el péptido N-formilado.
En un modelo de células endoteliales la transfeccion con este receptor, induce la reorganizacion
del citoesqueleto de actina dependiente de Gy, que actua sobre PI3K, y promueve la
activacion de Rac [89]; el receptor para trombina, que induce la activacion de la PI3K y la AKT de
una manera dependiente de Gpy; ademas de los receptores CXCR y S1P que resultan de
particular interés por sus propiedades angiogénicas [90]. Como se menciond, se ha sugerido que
la activacién de Rac desencadena una cascada de sefalizacion que promueve la remodelacién
continua del citoesqueleto de actina, provocando una migracioén celular polarizada. La GTPasa
Rac puede ser activada por el heterodimero Gy derivado de la estimulacién de los receptores
acoplados a Gi, a través de los GEFs conocidos como P-REX1 y P-REX2, sugiriendo una
posible conexién entre la activacion de los receptores acoplados a proteinas G con propiedades
angiogeénicas y el movimiento endotelial dependiente de la activacién de Rac estimulada en la
cascada de transduccion de sefales generadas por tales receptores (Fig. 7) [45, 47].

Receptores acoplados a proteinas G y angiogénesis

Existe un grupo de receptores acoplados a proteinas G que sin lugar a dudas induce
migracion polarizada en células endoteliales y promueve la formacion de los vasos sanguineos.
Este grupo incluye a los receptores EDG-1 para esfingosina-1-fosfato [91-94], a los receptores
PAR activados por la trombina [16, 95], a los receptores CXCR1 y CXCR2 para la IL-8, [96, 97].
Asi mismo, se ha demostrado que los receptores CXCR4 son esenciales para la vascularizaciéon
del tracto gastrointestinal [98]. La activacion de los receptores acoplados a proteinas G puede
ademas inducir la secrecion de factores de crecimiento de endotelio vascular [16].
Frecuentemente los receptores acoplados a proteinas G con propiedades angiogénicas inducen
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una reorganizacion del citoesqueleto y quimiotaxis en las células endoteliales humanas a través
de una via sensible a la toxina pertusis, indicando que la proteina Gi, muy probablemente a
través del heterodimero Gy, participa en esta respuesta biolégica. El repertorio completo de
receptores acoplados a proteinas G que se expresan de forma endégena en las células
endoteliales, progenitoras endoteliales, pericitos, células de musculo liso vascular y otros tipos
celulares involucrados en la formacidn y mantenimiento de los vasos sanguineos es
desconocido; sin embargo, resulta interesante que algunos marcadores de endotelio tumoral
corresponden a secuencias con un alto grado de homologia con receptores acoplados a
proteinas G y con los GEFs para GTPasas de la familia de Rho tales como TEM5 y TEM4
respectivamente [99]. Estudios en nuestro laboratorio estan orientados a determinar la
participacion de estos marcadores de endotelio tumoral en procesos de activacion de las
GTPasas de la familia de Rho, el movimiento celular y la angiogénesis.

Receptores CXCR4 y angiogénesis

La quimiocina SDF-1 (CXCL-12) es un factor proangiogénico que estimula diversas vias
de transduccioén de sefales a raiz de la interaccion con su receptor, el CXCR4. Este complejo de
ligando receptor ha recibido atencidon como un blanco para inhibir algunos procesos de la
angiogénesis, entre otras razones debido a que la quimiocina SDF-1 se ha encontrado muy
expresada en tumores, en particular siendo secretada por las células del estroma tumoral, y se
ha determinado que atrae a las células progenitoras endoteliales, mismas que son reclutadas
desde la médula 6sea. Los fibroblastos del estroma de carcinomas invasores de mama de
origen humano secretan SDF-1, atrayendo a las células progenitoras endoteliales que expresan
el receptor CXCR4 (Fig. 6) [100]. También se ha visto que al bloquear el sistema SDF1/CXCR4
se atenua el crecimiento de tumores gastrointestinales al inhibir la angiogénesis [101]. Por otro
lado, se ha visto que SDF-1 se secreta en tejidos isquémicos y que el receptor CXCR4 se
expresa en las células progenitoras endoteliales [102]. Ademas, se sabe que el bloqueo de los
genes que codifican para CXCR4 y SDF-1 da lugar a muerte durante el desarrollo embrionario
en ratones modelo en los que el fenotipo letal coincide con una falta en el desarrollo de la
vasculatura [98, 103].

Las células progenitoras endoteliales expresan al receptor acoplado a las proteinas G,
conocido como CXCR4; su ligando, la quimiocina conocida como SDF-1 o CXCL12, se expresa
en tejidos isquémicos y su presencia promueve la activacién de vias de transduccion que dan
lugar a la migracién de las células progenitoras endoteliales [102]. La expresion del receptor
CXCRA4 en las células progenitoras endoteliales y la expresién local de su ligando (SDF-1) en la
médula 6sea, mantiene a éstas células atrapadas en las regiones donde el SDF-1 se encuentra.
Al antagonizar la funcion del receptor CXCR4 se contribuye a liberar a las células progenitoras
endoteliales hacia la circulacion sanguinea, un evento que tiene un interés practico, ya que
facilita la recuperacion de estas células con fines terapéuticos [104, 105]. Las interacciones entre
proteinas intracelulares y las vias de transduccién de sefiales que son esenciales para la
migracion de las células precursoras de los vasos sanguineos no han sido completamente
reveladas y son motivo de estudios en nuestro laboratorio.

Las GTPasas de Rho en la migracién endotelial y angiogénesis

La participacién de las GTPasas de la familia de Rho en la migracion de las
células endoteliales y en la angiogénesis ha sido sugerida por experimentos en los que GTPasas
mutantes, que actian como dominantes negativas, previenen la morfogénesis vascular in vitro y
la vascularizacion en modelos animales [106-109]. Efectos similares fueron observados en las
células endoteliales en las que se impidid la expresion de un regulador especifico de la funcion
de las GTPasas de Rho, conocido como p73RhoGAP. Este regulador se encontrd expresado de
forma restringida al endotelio y su funcion normal seria el llevar a las GTPasas a un estado
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inactivo [110]. Puesto que la activacion de las GTPasas de la familia de Rho es critica para que
ocurran los cambios en la forma celular que son necesarios para el movimiento [5, 111], la
participacion de las proteinas que actuan como los promotores de la activacién de estas
GTPasas es requerida para que el movimiento ocurra [30, 112]. Y en el caso del movimiento de
las células endoteliales y otros precursores de los vasos sanguineos, seria esperada la
participacion de estas proteinas en el proceso de angiogénesis, representando un paso critico
inicial, que pudiera ser blanco de la terapia antiangiogénica.

En el laboratorio estamos estudiando la posibilidad de que P-REX1, un factor
intercambiador de los nucledtidos de guanina que responde a los receptores acoplados a
proteinas G y conduce a la activacion de la GTPasa Rac, constituya un elemento critico para la
migracion de las células endoteliales en respuesta a estimulos angiogénicos detectados por los
receptores acoplados a proteinas G. Asimismo, estamos investigando el efecto de las proteinas
que establecen interacciones directas con este GEF. Asi mismo, exploramos la posibilidad de
que otros GEFs, expresados enddogenamente en las células endoteliales, pudieran tener
participacion en el proceso de migracion endotelial y la angiogénesis (Fig. 10).

Factores intercambiadores de nucle6tidos de guanina y angiogénesis

A pesar de la importancia del movimiento celular en el proceso de la angiogénesis, del
requerimiento de las GTPasas de la familia de Rho en este proceso y del papel critico de los
factores intercambiadores de los nucledtidos de guanina especificos por estas GTPasas, el papel
que estos GEFs pudieran tener en el proceso de la angiogénesis no ha sido estudiado a
profundidad y es el motivo de las investigaciones en nuestro laboratorio. Los factores
intercambiadores de los nucledtidos de guanina para las GTPasas de la familia de Rho
desempefian un papel central en el proceso de la motilidad celular. Su participacion
sobresaliente se intuye a partir de su diversidad, ya que se conoce de la existencia de cerca de
setenta miembros, algunos de los cuales a la fecha son simplemente secuencias cuyas
homologias permiten predecir su funcidon como activadores de las GTPasas de la familia de Rho
[9, 38]. Actualmente se desconoce qué factores intercambiadores de los nucleétidos de guanina
integran las sefiales angiogénicas que resultan en la activacion de Rac, Rho y el movimiento
celular. Es de suponerse que la naturaleza estructural de los distintos factores intercambiadores
de nucleétidos de guanina, constituida por una variedad de dominios que sugieren el
establecimiento de interacciones proteicas y la regulacién por segundos mensajeros, permita una
amplia versatilidad en la capacidad de estas proteinas para integrar sefiales angiogénicas. Un
ejemplo interesante de esta posibilidad esta representado por la familia de los GEFs que
responden directamente a la activacion de los receptores acoplados a proteinas G13, de los
cuales, PDZ-RhoGEF y LARG también pueden ser activados por las plexinas, mismas que
interaccionan directamente con el dominio PDZ localizado en el extremo amino terminal de estos
GEFs para Rho (Fig. 7) [13, 57]. La arquitectura modular del GEF P-REX1, y de su homodlogo P-
REX2, sugieren fuertemente que estos activadores de Rac pudieran ser modulados por
interacciones proteicas y segundos mensajeros adicionales a la regulacién ejercida por GBy y
PIP3 (Fig. 10) [45, 47, 113].

Analisis del transcriptoma de células endoteliales. Identificacion de los marcadores de
endotelio tumoral y posibles reguladores del movimiento endotelial

Las células en estado patoldgico expresan proteinas que no poseen normalmente, o bien
manifiestan cambios importantes en sus niveles de expresién. Las células endoteliales no son la
excepcion, de forma tal que estudios recientes han permitido determinar diferencias entre las
células endoteliales provenientes de tejido normal y de tejido tumoral.
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Figura 10. Mecanismos moleculares de migracion endotelial dependientes de la
activacion de receptores acoplados a proteinas G. El modelo ilustra los posibles
mecanismos moleculares responsables del proceso de angiogénesis inducida por
receptores acoplados a proteinas G. Corresponde a las hipotesis establecidas en nuestro
laboratorio y se ilustran algunas de las proteinas que estudiamos como posibles
participantes del proceso de migracién endotelial y angiogénesis.
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Figura 11. Estructura hipotética de algunos marcadores de endotelio tumoral. Los
marcadores de endotelio tumoral fueron identificados como genes sobreexpresados
en endotelio de origen tumoral en comparacion con endotelio normal. La secuencia
de algunos de ellos permite predecir que corresponden a proteinas insertadas en la
membrana que pudieran ser blancos terapéuticos ideales, precisamente por estar
expuestos a la circulacion sanguinea. Figura modificada de Nanda y St Croix, 2004,
Curr Opin Oncol. 16:44-9.
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Se ha supuesto que la mayoria de los genes que son regulados a la alza en el endotelio
tumoral, lo son probablemente porque participan en el proceso de la angiogénesis. Por lo que
caracterizar sus funciones puede dar pistas acerca de cémo utilizarlos como blanco
farmacolégico. Estos estudios permitieron la identificaron de marcadores del endotelio tumoral
(TEM, por su siglas en inglés, Tumor Endothelial Markers), que son aquellos genes que
presentan una expresion muy elevada en el endotelio tumoral comparado con el normal [114].

El analisis de la secuencia de los marcadores de endotelio tumoral sugirié que algunos
de ellos pudieran ser receptores o bien proteinas participantes en las cascadas de transduccion
de sefales. En particular, TEM4 y TEM5, que estudiamos en el laboratorio, parecen ser
respectivamente un GEF para Rho y un receptor acoplado a las proteinas G, del cual su ligando
es, desde luego, desconocido. Existe un interés especial en aquellos marcadores del endotelio
tumoral cuya secuencia sugiere que se tratan de proteinas transmembranales que, al exponerse
al exterior de la célula resultarian muy interesantes desde el punto de vista de la terapéutica; ya
que su localizacion directa hacia el lumen del vaso sanguineo y el haberlos encontrado en
células endoteliales de vasos sanguineos de tumores, es probable que participen en alguna
forma en el proceso de vascularizaciéon tumoral, ya sea de forma directa, al permitir la respuesta
a estimulos provenientes de las células transformadas, o indirecta, como respuesta de
adaptacion por causa de la hipoxia o la falta de nutrientes (Fig.11) [115, 116].

Como una estrategia para lograr la identificacion de proteinas involucradas en el proceso
de la angiogénesis, a raiz de regular la actividad de las GTPasas de la familia de Rho en células
endoteliales, hemos recurrido a la informacién disponible publicamente, derivada de los
proyectos de analisis serial de la expresién de genes para diferentes tipos de células
endoteliales. Con esta informacién hemos obtenido una base de datos en la que las proteinas
que hemos considerado posibles reguladores de la actividad de las GTPasas de la familia de
Rho han sido clasificados por funcion. Estabase de datos permite realizar busquedas dirigidas a
la identificacion de las proteinas de nuestro interés, tales como los factores intercambiadores de
nucleétidos de guanina y receptores acoplados a proteinas G, por citar un par de ejemplos.
Ademas, esta base de datos nos ha permitido identificar a elementos reguladores de las
GTPasas de la familia de Rho, presentes en las células endoteliales, algunos de los cuales
hemos incluido en nuestros estudios moleculares para identificar a las interacciones proteina-
proteina relevantes en el proceso de la angiogénesis.

Estrategias experimentales

Para identificar a los GEFs y otras proteinas de transduccion de sefales que pudieran
ser relevantes en procesos de la angiogénesis, empleamos rutinariamente herramientas
bioinformaticas, genéticas, bioquimicas y celulares. Algunos elementos que forman parte de
nuestros estudios son los GEFs moduladores de la actividad de las GTPasas de la familia de
Rho, asi como proteinas involucradas en la transduccion de sefales de los receptores acoplados
a proteinas G con potencial angiogénico, incluyendo proteinas de transduccién que han sido
identificadas como marcadores del endotelio tumoral. Nuestro trabajo cotidiano en el laboratorio
involucra el empleo de técnicas de cultivo celular, analisis de proteinas por electroforesis e
inmunodeteccién, analisis de segundos mensajeros; aislamiento, analisis y manipulacion de
acidos nucleicos, particularmente amplificacién y clonacién de DNA y su uso para la transfeccion
de las células endoteliales y otras células de mamifero que utilizamos como modelo; ademéas de
la transformacion de bacterias y levaduras. Empleamos métodos genéticos y protedmicos para
aislar elementos moduladores de la migracién endotelial y de los procesos de la angiogénesis.
Hacemos un uso extensivo del sistema de doble hibrido en levaduras, mismo que ofrece un
enorme potencial para la identificacion y aislamiento de elementos funcionales directamente por
interaccion molecular. Asi mismo, producimos proteinas recombinantes en bacterias para
determinar interacciones proteicas in vitro y evaluamos la migraciéon polarizada de las células
endoteliales y la angiogénesis in vitro en respuesta a estimulos con actividad angiogénica. Asi
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pues, el objetivo a largo plazo de nuestro laboratorio es entender los mecanismos moleculares
que coordinan el proceso de la angiogénesis, con particular énfasis en el estudio de las proteinas
que transducen las sefiales que dan lugar a la migracion polarizada de las células endoteliales
con el fin de identificar a los elementos moleculares cuya funcion pudiera ser inhibida para
impedir la angiogénesis patolégica.

Conclusiones

El &rea de investigacion acerca de la angiogénesis y el movimiento celular polarizado ha
crecido enormemente en los ultimos afos, gracias a las expectativas que se han gestado a raiz
de su posible participacion en el desarrollo del cancer y otras enfermedades de origen vascular.
El descubrimiento de elementos moleculares que participan en la migracién endotelial polarizada
promete proveer informacién relevante para el disefio de agentes terapéuticos utiles como
antiangiogénicos, anti metastaticos o anti-inflamatorios, que pudieran prevenir la migracién no
deseada de las células endoteliales.
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MECANISMOS MOLECULARES DE MIGRACION DE CELULAS ENDOTELIALES Y
ANGIOGENESIS: PAPEL REGULADOR DE LAS GTPasas DE LA FAMILIA DE Rho

Resumen

La identificacion y caracterizacion molecular de los elementos reguladores de la migracion
endotelial, particularmente aquellos involucrados en la activacién de las GTPasas de Rho, es
relevante para el disefio de estrategias terapéuticas Utiles para promover un crecimiento benéfico
de vasos sanguineos o para bloquear el desarrollo de tumores, al bloquear su vascularizacion.

Palabras clave: Angiogénesis, migracion endotelial, GTPasas Rho, RhoGEFs.
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