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NACIONAL AUTONO
,

EDITORIAL

La Universidad Nacional Autonoma de México desde sus inicios ha fomentado valores
importantes que han permitido mejorar la calidad de vida de su comunidad. La honestidad, la
responsabilidad, el respeto, la tolerancia, la ensefanza, entre otros, son valores que aun rigen en
nuestra maxima casa de estudios, gracias a su autonomia, su libertad de catedra y la convivencia
pacifica y leal entre las autoridades académicas y la poblacion estudiantil.

En la actualidad la Universidad tiene un gran prestigio nacional e internacional. Esta casa
de estudios sigue siendo la mejor de nuestro pais y de Latinoamérica.

A lo largo de 100 afios la Universidad Nacional ha contribuido al desarrollo del
conocimiento en el ambito social, humanistico y cultural, pero al mismo tiempo ha permitido la
formacion de profesionistas comprometidos con la solucién de problemas que enfrenta nuestro
pais. La ciencia y la tecnologia son dos areas en las que también el conocimiento generado ha
sobrepasado metas importantes y en particular para mejorar la salud humana.

En este afio 2010, se realizan una serie de actividades en honor a los primeros 100 afios
de vida de la Universidad Nacional. En particular, el Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina celebra su XXXVII Taller de Actualizacion Bioquimica cuyo objetivo primordial es la
difusion del conocimiento actual de la Bioquimica.

El contenido de esta revista titulada Mensaje Bioquimico, de edicion anual, hace
referencia a los temas que los conferencistas del Taller de Actualizacién Bioquimica han
presentado a la comunidad cientifica. Cabe resaltar que esta revista cuenta con el nuevo formato
establecido para las revistas cientificas y arbitradas de la Universidad Nacional.

Dentro de los investigadores que participan en el Taller tenemos en primer lugar a la Dra.
Erika Rendon, quien es miembro del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de
la UNAM y en esta ocasion presenta el conocimiento actual sobre las Claudinas, proteinas
ubicadas en las Uniones estrechas de las células epiteliales: aspectos basicos y clinicos.

Este afo, contamos con la presencia del Dr. Gerardo R. Vasta del Center of Marine
Biotechnology, de la Universidad de Maryland, EUA. El Dr. Vasta ha trabajado durante muchos
afios sobre la bioquimica de las galectinas en el desarrollo y en la inmunidad y presenta un
panorama general su trabajo de investigacion. En el mismo campo de la inmunologia, el Dr. Javier
Sanchez Garcia de la Escuela de Ciencias Bioloégicas del IPN da un enfoque diferente de la
mitocondria y su papel en la respuesta inmune.

En este Taller también se tratan temas relacionadas al metabolismo celular a diferentes

niveles de complejidad. Por una parte la Dra. Dra. Sylvie Le Borgne de la UAM-Cuajimalpa habla
del metabolismo del azufre y su relevancia en bacterias y por otro lado, el Dr. Gustavo Salinas del
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Instituto de Higiene, de Montevideo, Uruguay, habla acerca de un "nuevo" aminoacido y su papel
en la salud humana; asi mismo, la Dra. Brenda Anguiano, del Instituto de Neurobiologia de la
UNAM, campus Querétaro, hace una exposicion de las funciones del yodo fuera de la tiroides.

En el ambito del estudio de las proteinas contamos con la participacion de dos
investigadores de la UNAM, el Dr. Miguel Costas de la Facultad de Quimica quien da un mejor
enfoque de la estabilidad cinética de las proteinas y el Dr. Lorenzo Segovia del Instituto de
Biotecnologia, quien nos presenta las bases sobre la Ingenieria de proteinas y la evolucion dirigida.

Contamos con la presencia del profesor- investigador de la Facultad de Ciencias de la
UNAM, el Dr. Antonio Lazcano que de una manera amena nos trata el tema del Origen y
evolucion de los virus: ¢ genes errantes o parasitos primitivos?

Acerca de los radicales libres, la Dra. Francisca Pérez del Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia MVS destaca el papel de estas moléculas en las enfermedades
neurodegenerativas. Por su parte, el Dr. Daniel Limén, nos presenta a los Flavonoides como
moléculas neuroprotectoras y sus efectos farmacologicos.

Finalmente, la Dra. Lourdes Muioz, del Departamento Genética y Biologia Molecular,
CINVESTAYV, IPN presenta como el Andlisis genético del DNA mitocondrial permite analizar
poblaciones prehispanicas mexicanas.

En este afio, el comité organizador, decidié incluir una serie de conferencias acerca de
nuevos enfoques metodolégicos. ElI Dr. Luis Felipe Jiménez, investigador de la Facultad de
Ciencias de la UNAM, habla del analisis de la expresion in situ con el microscopio de fuerza
atomica; La empresa AB Sciex presenta dos temas: 1) Sefializacién, fosforilacion y caracterizacién
de péptidos y proteinas y 2) Mass Spectrometry Imaging (MSI) para analisis molecular en tejidos.
Por otro lado, Accesolab presenta las técnicas de microcalorimetria para el analisis de proteinas y
las nuevas aplicaciones del tradicional Western blot. Por su parte, Aspelab nos trae la platica:
FRET: aplicaciones en la biomedicina. Por ultimo, Becton Dinkinson (BD México) comenta el uso
de la Citometria de flujo como una herramienta de analisis.

La idea de esta seccion, es brindar al participante un panorama general de las bases y las
aplicaciones de estas técnicas para que sirvan de guia en su trabajo, ya sea de ensefanza, de
investigacion o de difusion.

Dra. Cristina Castarieda Patlan
Junio, 2010
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LA INAUGURACION DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE MEXICO
Y EL NACIMIENTO DEL ESPIRITU UNIVERSITARIO

Raul Gonzalez Lezama

Departamento de Proyectos Historicos
Instituto Nacional de Estudios Histéricos de las Revoluciones de México

Al cumplirse el primer centenario del inicio de la Guerra de Independencia, ocurrieron dos
acontecimientos de suma relevancia para la historia de México. Uno de ellos trajo el nacimiento de
una de las instituciones mas importantes y sélidas con que cuenta nuestro pais en la actualidad; el
otro, por su parte, significé la muerte de toda una era. Nos referimos a la fundacion de la
Universidad Nacional inaugurada en el mes de septiembre de 1910 y al inicio del movimiento
revolucionario que sobrevino dos meses mas tarde.

La descomposicion politica del régimen, asi como las crecientes tensiones sociales,
explican sin dificultad el derrumbe de Porfirio Diaz, sin embargo, lo que nos resulta mas dificil de
comprender, es como fue posible que a la caida del gobierno porfirista en mayo de 1911, la
institucion educativa refundada pocos meses antes, hubiera sobrevivido, sobre todo, considerando
la oposicidn y el caracter de las criticas que se formularon publicamente en su contra. Suprimir la
Universidad al triunfo de la Revolucion, hubiera parecido una medida légica debida a su
identificacion con el régimen anterior,” medida similar habia sido adoptada anteriormente en el
siglo XIX. Los sucesivos levantamientos, por su parte, lejos de disipar la tormenta que amagaba a
la institucion, aportaron una gran cantidad de inconvenientes y peligros que con menor o mayor
éxito, fueron conjurados, logrando la Universidad conservar una precaria existencia durante
aquellos afios turbulentos hasta conquistar la estabilidad y la aceptacién de la mayoria.

Ciertos elementos y circunstancias que se vinieron configurando desde afos anteriores al
22 de septiembre de 1910, intervinieron para que en primer término la fundacion de la Universidad
fuera posible y para que lograra sobrevivir al régimen dentro del cual nacié. Le permitieron también,
ir sorteando la multitud de dificultades que entrafiaba una época de inestabilidad politica e ir
adquiriendo, de manera paulatina, una mayor independencia del Estado, la que sin haberlo
declarado de forma abierta, fue siempre la intencion de sus fundadores, quienes la dotaron de las
herramientas que a la postre le ganarian su autonomia. Justo Sierra desde el inicio de su gestion
como Secretario de Instruccion Publica en 1905, comenzd a preparar el camino para concretar su
suefio de dotar a México de una universidad moderna, anhelo que se habia visto frustrado en
1881, cuando siendo diputado, presentd sin éxito ante el Congreso una iniciativa en ese sentido.

' Gloria Villegas, “La Universidad de Justo Sierra y la Revolucién” en Memorias del Primer Encuentro de
Historia Sobre la Universidad, México, Coordinacion de Humanidades-UNAM, 1984, p. 76.
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Treinta afios mas tarde, con el acuerdo del presidente Porfirio Diaz, formulé un proyecto para
formar la Universidad Nacional, en éste, se pensd en reunir bajo una sola conduccion a las
escuelas profesionales, y los institutos cientificos de investigacion, a las que se sumarian la aun no
muy antigua pero prestigiada Escuela Preparatoria y la nueva de Altos Estudios, de esta manera, la
formacion profesional tendria la uniformidad y coherencia de que habia adolecido y las Iabores de
investigacion serian coordinadas y sus frutos contribuirian a la formacién de los alumnos.?

Muy pocos acogieron con beneplacito la propuesta de dotar a México de una universidad.
La oposicion fue grande, principalmente proveniente de los defensores del positivismo, esquema
bajo el cual habia sido fundada la Preparatoria Nacional por el médico y filosofo Gabino Barreda y
cuyo modelo regia también en las Escuelas Profesionales. Por lo tanto, antes de nacer, la
Universidad Nacional fue victima de severas criticas. Agustin Aragén, desde la influyente “Revista
Positiva”, enfil6 sus baterias en contra del proyecto de Justo Sierra y llamé a la defensa del
positivismo comtiano. Horacio Barreda, hijo de don Gabino, también hizo publica su inconformidad
y junto con Aragon declar6 que la nueva institucion S|gn|f|caba un retroceso ya que estaba
destinada a ser teolégica y metafisica y nunca realmente cientifica.® Curiosamente, por su parte, la
influyente prensa catélica, acusé a la Universidad de ser precisamente todo lo contrario, tachandola
de positivista.4

No obstante, la Comisién de Instruccion Publica de la Camara de Diputados, integrada por
Manuel Flores, Porfirio Parra, R. Martinez Freg, Juan de la Torre y Lorenzo Sepulveda presentd su
dictamen el 9 de mayo de 1910, que fue aprobado y el 26 de mayo se promulgé la Ley de
Constitutiva de la Universidad Nacional.” Quedaba poco tiempo para los preparativos del acto de
inauguracion que deb|a formar parte de los festejos del primer centenario de la emancipacion
politica de México. ® Para la ceremonia inaugural se quiso contar con la asistencia de los
académicos mas destacados de su momento a nivel internacional, sin embargo, las personalidades
se dieron mucho a desear. Pudiera incluso decirse que la Universidad Nacional de México fue
desairada por sus hermanas mayores. Con todo, se conté con la participacién de un buen numero
de testigos de honor, la mayoria de ellos representantes de universidades norteamericanas.’

Por su parte, el contingente de académicos mexicanos estaba formado por los directores
de las escuelas profesionales que recibirian el doctorado ex officio el propio dia 22 de septiembre
en la ceremonia inaugural: Escuela Nacional Preparatoria: Manuel Flores; Escuela Nacional de
Jurisprudencia: Pablo Macedo; Escuela Nacional de Medicina: Eduardo Liceaga; Escuela Nacional
de Ingenieros: Luis Salazar; Escuela Nacional de Bellas Artes: Antonio Rivas Mercado; Escuela
Nacional de Altos Estudios: Porfirio Parra. A estos se les sumaban 46 profesores de las distintas
Escuelas Universitarias quienes junto con sus directores también recibirian el doctorado en
reconocimiento a su labor pedagogica.® La seleccién de los profesores que habian de ser
distinguidos con el doctorado ex officio no dej6é de presentar inconvenientes. Dado que algunas
escuelas presentaron un numero demasiado crecido de candidatos, la Escuela Nacional de
Jurisprudencia quiso dar ejemplo de mesura y su director, de conformidad con Justo Sierra y
Ezequiel A. Chavez, determind no otorgar esta distincion a los profesores que, si bien estaban
dotados de gran talento, por su juventud no habian realizado en el mundo académico una
aportacioén significativa y en este caso se encontraban Jorge Vera Estafol y Victor Manuel Castillo
quienes esperaban ser incluidos entre los seleccionados y cuya exclusién les produjo algun

2 Archivo Histérico de la Universidad (en los sucesivo AHUNAM), Ezequiel A. Chavez, Vol. 2, Exp. 11, Doc.
1.1,f.7.
3 Javier Garciadiego, Rudos contra cientificos: La Universidad Nacional durante la Revolucion Mexicana,
México, El Colegio de México-UNAM, 1996, pp. 438, p.27.
4 “EI Pais”, 19 y 21 de mayo de 1910, citado por Garciadiego, Op. Cit. p. 27.

Glorla Villegas, Op. Cit., p. 81-82.

® Borrador del Anteproyecto de Ley Constitutiva de la Universidad Nacional, AHUNAM, Ezequiel A. Chavez,
VoI 1, Exp. 1, f. 1.

Delegados de las universidades extranjeras que concurriran a la inauguracion de la Universidad Nacional,
AHUNAM, Ezequiel A. Chavez, Vol. 6, exp. 35, f. 1.
8AHUNAM Escuela Nacional de Jurisprudencia, Vol. 7, exp. 4, f. s/n.
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malestar.® El pequefio diferendo nos da la oportunidad de conocer la idea que se tenia del papel
que debian de interpretar los nuevos doctores de la Universidad Nacional. En la Junta de
Profesores en la cual se debia hacer la seleccién de los agraciados, se definié que caracteristicas
debian de reunir los aspirantes a la distincion:

Un doctor no es simplemente un profesor; un doctor es una individualidad docente
que se distingue de sus colegas, que se levanta sobre la mayoria de ellos, que por
su inteligencia, que por sus conocimientos, que por sus métodos, es capaz de
fundar una escuela, y es 6 ha sido un profesor de profesores.

El que haya aquilatado esas cualidades, pude ser nombrado ex officio, pero el que no lo
haya demostrado de una manera evidente, el que no constituya una personalidad indiscutible
desde un alto punto de vista intelectual y cientifico, aunque su talento sea grande, aunque por él se
revele una promesa para lo futuro, no debe aspirar al doctorado ex officio; debe conquistarlo con su
esfuerzo personal y obtener el grado universitario. '

Allanados lo principales obstaculos, como estaba previsto y con la solemnidad del caso, el
22 de septiembre de 1910 se inaugurd la Universidad. Mientras que para la mayoria de los
espectadores, se trataba de una ceremonia mas, de las que la Comisién de las fiestas habia
venido organizando desde 1907, para los nuevos universitarios era un hito en la historia de la
educaciéon. El acto, se llevdo a cabo en el anfiteatro de la Escuela Nacional Preparatoria —
proyectado y construido por el arquitecto Samuel Chavez—, que abrié sus puertas a las nueve y
cuarto de la mafiana para recibir a los invitados."'

En la galeria baja, fueron agrupados bajo los estandartes de sus respectivas escuelas, los
diversos profesores que en la ceremonia iban a recibir el grado del doctor ex officio de la misma
Universidad. Lo mismo hicieron los directores de los Institutos Bactereologico, Médico, Patolégico,
Astronémico y Geoldgico Nacionales, los del Observatorio Meteorolégico Nacional, de la Comision
Exploradora de la Fauna y de la Flora Nacionales, y los encargados de la Direccién Agraria y de la
Direccion General de Agricultura, que formaban el nucleo representativo de la Escuela Nacional de
Altos Estudios, con su Director Porfirio Parra & la cabeza. Se hallaban ubicados también algunos
altos funcionarios mexicanos y diversas familias distinguidas.12 El pablico en general, asi como los
profesores y alumnos de las escuelas universitarias; llenaron por completo la silleria de la galeria
alta. Por su parte, en plataforma especialmente habilitada, fueron acomodados los miembros del
cuerpo diplomatico acreditado en México, los representantes especiales de las naciones amigas de
México, los delegados de las universidades invitadas a la ceremonia y don Joaquin Eguia, que en
breve se convertiria en el primer rector de la Universidad Nacional.

A las diez y media de la mafiana hizo su arribo el presidente de la Republica acompafiado
de los ministros de Relaciones Exteriores, Fomento, Guerra y Comunicaciones, asi como los
subsecretarios de Hacienda y Crédito Publico y de Relaciones Exteriores, siendo recibidos en la
puerta de la Escuela Nacional Preparatoria, por el secretario Sierra, acompafiado del cuerpo de
profesores de dicha escuela. Al ingresar el Primer Magistrado de la Nacion al anfiteatro, la orquesta
de alumnos de la Escuela Preparatoria ejecuté el Himno Nacional.”

Una vez que el primer mandatario tom6 asiento en el lugar de honor, don Justo pronuncié
el discurso inaugural. A lo largo de su alocucién, el secretario de Instruccion Publica describi6 la
idea que tenia sobre la naturaleza y misioén de la institucién que veia la luz ese dia, y marco las

9 .
Ibidem.

"% Libro de Actas de Junta de Profesores. Secretaria 1886. Acta de la Junta de Profesores del 4 de agosto de

1910, AHUNAM, Escuela Nacional de Jurisprudencia, Vol. 64, exp. s/n, fs, 98-99.

" Universidad Nacional, La Universidad Nacional de México 1910, México, Imprenta Universitaria, 1910, p.

101.

"2 Ibidem.

'3 Genaro Garcia, Crénica oficial de las fiestas del primer centenario de la Independencia de México, México,

p. 203.

XVII



grandes diferencias que la separaban de la universidad colonial. Al finalizar la intervencion de Justo
Sierra, el Sefior Presidente de la Republica, puesto en pie, hizo la siguiente declaracion: "Hoy, 22
de septiembre de 1910, declaro inaugurada solemne y legalmente la Universidad Nacional de
México"™ que fue acogida con grandes aplausos, e “inmediatamente después de la cual se
descubrieron las cortinas que cubrian el gran tragaluz del anfiteatro, entrando de lleno la luz del dia
al severo local"."

Tras la declaracion, Ezequiel A. Chavez, subsecretario de Instruccion, dio lectura a la lista
de las personalidades que por sus servicios eminentes prestados a la ciencia, la patria o la
humanidad habian sido honradas con el doctorado honoris causa de la Universidad Nacional de
México. De igual forma, dio lectura a los individuos que habian sido merecedores del doctorado ex
officio, ambas listas fueron ovacionadas por el publico presente.

Por su parte, cada uno de los representantes de las universidades extranjeras,
invitadas a testificar el acto, hicieron uso de la palabra para dar la bienvenida a su hermana mas
joven, “siendo particularmente aplaudidos los delegados de las Universidades de Paris y de
California, Sefiores profesor Ernet Martinenche y Doctor Benjamin Ide Wheeler, que apadrinaron la
inauguracic’)n".16

Terminada esta serie de alocuciones, Justo Sierra vitored en latin a la Universidad, al
presidente de la Republica y a la patria mexicana."” Se organizo6 la Procesion Universitaria, que los
diarios de la época describieron como ‘“brillante”, aun cuando soélo recorrié tres calles que
separaban el nuevo anfiteatro de la Preparatoria al antiguo edificio de la Escuela Normal de
Maestros, en donde se habian instalado las oficinas de la Universidad Nacional, se encontraba
cargada de simbolismo. Le toc6 también ser la primera de todas las realizadas durante las fiestas
del Centenario, que el Presidente de la Republica y los miembros de su gabinete recorrian a pie.
Encabezaban la comitiva los directores de las escuelas universitarias portando las banderas de sus
instituciones; los seguian los miembros del Consejo Universitario, los doctores de las universidades
extranjeras, los nuevos doctores ex officio mexicanos, el sefior presidente y sus ministros y al final
los miembros del Estado Mayor presidencial. Todos ellos bordeados por militares y acompafiados
por las notas del Himno Nacional. Desde los balcones, las familias arrojaban flores a su paso.

A su llegada a la sede universitaria, la comitiva ascendié por una magnifica escalera y se
instalé en el Salon de Sesiones del Consejo Universitario que habia sido proyectado y dirigido por
Leopoldo Batres con una espléndida decoracién. Ahi el presidente de la Republica tomé la protesta
de ley como primer rector a Joaquin Eguia Lis'® quien conmovido protesto cumplir la Constituciéon
de 57. Conducidos por el ministro Sierra los nuevos doctores y los delegados extranjeros fueron
presentados a Don Porfirio quien tuvo frases elogiosas para cada uno de ellos. Terminado el “besa
manos” un lunch fue servido en un gran salon, donde hizo uso de la palabra el sefior Presidente de
la Republica, el sefior embajador Guild y el sefior Wom Bodwin. A la una y media de la tarde el
primer mandatario se retiré y los invitados de honor abordaron un tren especial a San Angel Inn
donde la Secretaria de Instruccion Publica les ofreci6 un banquete a los delegados de las
universidades extranjeras y a los superintendentes de las escuelas norteamericanas. Banquete que

" Ibidem, p. 204.
12 La Universidad Nacional de México 1910, p. 103.

Ibidem.
' Genaro Garcia, Op. Cit., p. 205.
'® Nacido en 1833 Don Joaquin habia prestado sus servicios al Estado desde tiempos del Segundo Imperio
donde ascendidé rapidamente desde secretario del juzgado de primera instancia de Cuautitlan, a juez
supernumerario del Tribunal Supremo del Departamento del Valle de México, siendo ademas, director del
Liceo, Colegio y Escuela Especial de Derecho, al triunfo de la Republica continu6 desempefiandose como
docente en la Escuela Nacional de Jurisprudencia impartiendo durante muchos afios la catedra de Derecho
Romano y dirigiendo el Registro Publico de la Propiedad. Raul A. Gonzélez Lezama y Adriana Jiménez Mora,
Directorio Biografico de la Administracién Publica del Segundo Imperio, inédito.
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segun crénica de “El Imparcial” resulté muy cordial por el entusiasmo no interrumpido de los
asistentes."®

Il

Solemne ceremonia de Inauguracién de la Universidad Nacional de México presidida por el
presidente de la republica, General Porfirio Diaz. Anfiteatro "Simén Bolivar" de la Escuela
Nacional Preparatoria, 22 de septiembre de 1910. AHUNAM.

Volvamos a la ceremonia de fundacion, ya que en ella, encontramos varios elementos que
merecen ser analizados pues nos dan cuenta de la idea que sobre la nueva institucion habian
forjado sus precursores. El desfile de togados con que fue inaugurada la Universidad en 1910 tenia
una significado muy distinta a las muchas otras marchas por las calles que ese afo de centenario
se habian visto pasar por la Ciudad de México, no era para adornar con vistosos trajes la
ceremonia, su importancia era mucho mayor, simbdlicamente la hermanaba a todas las
universidades y recordaba el espiritu con el que fueron inaugurados los cursos de la antigua
Universidad de México en el siglo XVI y que deliberadamente fue recreado en el XX.

El sabado 3 de junio de 1553 en las calles de México se formd un cortejo, al frente del cual
abria camino un bedel empufiando una brillante maza de plata. Tras él seguian los docentes
destinados a constituir el claustro de maestros y doctores; luego el cabildo de la catedral
metropolitana y los alcaldes y regidores de la ciudad; a continuacién los oidores de la Real

"9 “El Imparcial” viernes 23 de septiembre de 1910, p, 15.
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Audiencia y, por ultimo, cerrando la procesion don Luis de Velasco virrey de la Nueva Espaﬁa.20 En
el General de Actos fue montada una plataforma para el virrey y el resto de los miembros de la
Audiencia. Los miembros de los cabildos de la ciudad y el eclesiastico tomaron asiento junto al
Claustro Universitario. El rector Antonio Rodriguez de Quezada, miembro también de la Audiencia
en calidad de oidor, solicitd permiso al virrey para dar principio a la ceremonia. Se puso en pie
Francisco Cervantes de Salazar que de la Universidad de Osuna vino a la Nueva Espafa para
dictar la catedra de retérica precedido de una trayectoria dentro de la que se contaba haber
secretario de fray Garcia de Loaysa, general de la Orden de Santo Domingo.21 En aquella solemne
ocasion, dirigiéndose a los asistentes en latin, destac6 la relevancia que significaba que en
adelante la Nueva Espafia nunca mas enviaria a sus hijos “avidos de ciencia y de saber” a
universidades europeas.22

De igual modo que siglos atras, los doctores de las universidades extranjeras, invitadas a
la ceremonia, no sélo testificaron el nacimiento de la moderna Universidad de México, en procesion
de reminiscencia medieval, daban la bienvenida a sus colegas al muy noble y antiguo gremio de
los maestros y discipulos de las primeras universidades, que en su momento, lucharon para
conservar su autonomia y el derecho a impartir una enseflanza mucho mas amplia que la brindada
por las instituciones eclesiasticas.

No desaparecieron las criticas con la inauguracion de la Universidad, quince dias antes de
estallar la Revolucién, Aragén afirmaba que la Universidad no era ni universidad de Estado ni libre,
era un hibrido que s6lo produciria una nueva casta, la “pedantocracia”.23

En las postrimerias del régimen de Diaz se intentd salvar la situacion mediante
modificaciones en la composicion del gabinete presidencial, para la Universidad significd el inicio
de una larga serie de movimientos de autoridades y modificaciones en las politicas educativas. El
primer cambio ocurri6 en marzo de 1911 cuando Justo Sierra fue remplazado por Jorge Vera
Estafiol en la Secretaria de Instruccion, el puesto de subsecretario desempefado hasta entonces
por Ezequiel A. Chavez fue ocupado por Julio Garcia.

Al triunfo de la Revolucién y tras la eleccién de Francisco |. Madero, sin la presencia del
general Diaz para defenderla, se intenté desaparecer a la Universidad, pero ahora desde el propio
Congreso, mediante el “mezquino recurso de suprimir la institucion en forma indirecta, borrandola
del presupuesto”.24 También tras de los hechos conocidos como la Decena Tragica, la Universidad
fue victima de las simpatias y las fobias de las distintas facciones que sucesivamente dominaron la
escena politica. Se intenté militarizarla, la Preparatoria le fue segregada y anexada, clausurada y
abierta y su existencia siempre se encontré6 amenazada. Sin embargo, logré sobrevivir al caos
revolucionario y pocos afios después conquisté su autonomia. El elemento que evitd6 su
desaparicién habia sido sembrado por sus fundadores y éste le confirié la fuerza necesaria para
sobrevivir. No fue gratuito que el articulo 1° de su Ley Constitutiva hubiera definido a la
Universidad como un “cuerpo docente” entendido éste como la union de hombres dedicados al
estudio y difusion del conocimiento, pero sobre todo para su proteccién en contra de la imposicion
y la censura. Resulta entonces mas claro que hubieran nombrado tantos doctores ex officio y
honoris causa, no solo para halago de los agraciados, fue también una invitacion a los hombres de
mérito a sumarse al gremio de los educadores a fin de legitimarlo y defenderlo si fuera el caso. Asi
interpretaba Ezequiel A. Chavez la intencion de Sierra:

2 Alberto Maria Carrefio, La Real y Pontificia Universidad de México. 1836-1865, UNAM, 1961, México, 502
gp P.41-42.

Ibidem p. 42.
2 Alberto Maria Carrefio, La Real y Pontificia Universidad de México. 1836-1865, UNAM, 1961, México, 502
5)3;) p 42. .

Villegas, Op. Cit., p. 88-89.
2% Informe sobre la Marcha General de las Escuelas Universitarias del Rector Joaquin Eguia, 1913, AHUNAM,
Ezequiel A. Chavez, Vol. 3,exp. 21.
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En sus ansiosas excursiones al pasado el preclaro fundador de la Universidad
Nacional habia visto, por otra parte, que las primeras Universidades, aquellos
gremios de maestros y de discipulos, que defendian aspera y valientemente su
derecho a vivir, habian venido a la vida, para forjar e impartir ensefianzas de
mayor alcance que las que ofrecian entonces las escuelas de los monasterios y de
las catedrales; y él, en consecuencia, por modo idéntico, quiso que la nueva
Universidad viniera entre nosotros no sélo a formar un fuerte gremio de maestros y
de estudiantes, que defendiera bravamente su derecho a vivir con autonomia
plena, sino a investigar también, en la nueva escuela de Altos Estudios, y en los
institutos de investigacion cientifica con ella coordinados, verdades no conocidas,
a ensefiar también verdades no ensefiadas.”

Afirma Garciadiego que al momento de su fundacion la Universidad no era mas que una
pequefia oficina, encabezada por un rector, que escasamente administraba un grupo reducido de
escuelas ya existentes.?® Justo Sierra pensaba de manera distinta, esto es, una universidad no es
tal por el numero o tamafio de sus instalaciones, lo numeroso o escaso de su alumnado, lo es por
la calidad y mision de sus integrantes, comprendiendo entre ellos a los alumnos, los cuales no
podian ser considerados sujetos pasivos, por el contrario, debian de tener un papel activo en las
decisiones formando parte del Consejo Universitario. Sobre este punto, el secretario Sierra tuvo
muchas dificultades para hacerse comprender. Poco antes de presentar el proyecto de ley de la
universidad, solicitd la opinion de José Yves Limantour, secretario de Hacienda quien expreso su
rechazo categoérico:

Mi opinion es enteramente contraria a que formen parte del Consejo Universitario
los alumnos de las escuelas. No creo que exista cosa semejante en ninguna
Universidad del mundo. Admitir que los alumnos discutan planes de estudio,
programas y métodos de ensefianza y voten sobre esas cuestiones, es
simplemente subversivo; y si con esa disposicion se cree encauzar el espiritu
critico y la turbulencia de la juventud, se comete un error trascendental, gues lejos
de obtener aquel resultado, creceran las pretensiones de los estudiantes. !

No le extrafi6 a don Justo la oposicion del ministro de Hacienda a la inclusion de los
alumnos dentro del Consejo. Nadie apoyd ese punto contenido en el articulo 7 del proyecto de
iniciativa, ni los miembros de la Comisién de la Camara de Diputados, ni ninguno del los ministros,
e incluso, el propio Diaz dudd mucho pero terminé por aceptarlo.

Para Sierra no solo parecia natural, sino necesaria la participacion y opinion de todos los
elementos que conformaban la Universidad:

"¢ Por qué ha de ser subversivo dar a un elemento esencial de la vida universitaria
una voz en el Consejo, como antafio, como cuando nacieron las universidades
formando verdaderas republicas democraticas dentro del Estado, en la época en
que eran gremios de maestros y profesores?“28

La tarea primordial de la Universidad en sus primeros momentos fue la busqueda de la
unidad y fortaleza de ese cuerpo docente, entendidas estas tanto como la creacién de vinculos de
cohesién entre sus distintos componentes, incluyendo académicos, investigadores, trabajadores y
alumnos; asi como la conformacién de una comunidad estrechamente ligada, capaz de lograr un
eficiente intercambio académico que evitara la pérdida de los valiosos frutos de las investigaciones

% Discurso pronunciado por el Lic. Ezequiel A. Chavez, Dr. H. C. en el salon de sesiones del Consejo
Universitario, el 13 de septiembre de 1913, en el acto en que se descubrié el busto del fundador de la
Universidad Nacional Don Justo Sierra., AHUNAM, Ezequiel A. Chavez, Vol. 3. Exp. 24, f. 42.

% Javier Garciadiego, Op. Cit., p. 104.

27 José Yves Limantour a Justo Sierra, 22 de abril de 1910, en Justo Sierra, Obras Completas t. XIV:
EBpistolario y papeles privados, México, UNAM, 19178, p. 398.

% Justo Sierra a José Yves Limantour, 25 de abril de 1910, en Justo Sierra, Op. Cit. , p. 408.
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realizadas en sus escuelas e institutos cientificos. Pero también para la defensa de los altos
valores universitarios. En ese sentido, el éxito fue casi inmediato, tanto que en 1913 el propio rector
Eguia y Lis, lejos de condenar el movimiento separatista de alumnos y maestros de la Escuela de
Jurisprudencia que dio como resultado la creacién de la Escuela Libre de Derecho, lo alabé y puso
como ejemplo diciendo:

"Y ya que menciono la Escuela Libre, permitidme que, como el afio pasado,
declare que la Universidad debe ver en ella un motivo de estimulo y de ejemplo:
una institucién docente que se organiza, fuera de las imposiciones del Estado, y
que vive y cumple sus fines con independencia y eficacia."*®

Hoy en dia al igual que en el momento de su concepcion, la Universidad Nacional
Autébnoma de México continta siendo centro de polémicas. Se discute principalmente sobre su
caracter de institucion publica y sobre los recursos que ésta recibe. Buena parte de sus criticos
actuales, basan sus reflexiones en argumentos ya esgrimidos y derrotados cien afios atras.
Tampoco resulta nueva la estrategia de acallar o destruir a la Universidad mediante el
estrangulamiento de su presupuesto. Todo lo anterior demuestra la enorme necesidad de que
estos hechos pasados se estudien con mayor profundidad y los resultados de estas
investigaciones sean difundidos para demostrar que el titulo de Nuestra Maxima Casa de Estudios
—con la que es conocida incluso por sus detractores—, fue conquistado porque su caracter de
Universidad se lo ha dado la unién de los mejores y comprometidos alumnos, maestros,
investigadores y trabajadores, que reconocen que el derecho a ensefiar, aprender y trabajar
conforme a su conciencia es el cimiento de un pueblo libre.
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Resumen

Las uniones estrechas (UE), localizadas en la regibn mas apical de las células
endoteliales y epiteliales, regulan la difusién paracelular de iones y moléculas. La funcién de las
UE se ve comprometida debido a cambios en la expresion y/o localizacion de las claudinas,
proteinas transmembranales cuya funcion principal es regular la permeabilidad paracelular y
mantener la polaridad celular. Las UE tienen un papel muy importante en el mantenimiento de la
integridad célula-célula, por lo que las alteraciones en las claudinas influyen en la pérdida de
cohesion entre las células y puede favorecer los procesos de invasion y metastasis en las células
cancerosas. El presente trabajo describe las caracteristicas estructurales y funcionales de las
UE, los mecanismos que la regulan y la participaciéon de las claudinas en procesos como el
cancer.
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Abstract

At the most apical region between epithelial and endothelial cell, tight junctions (TJ) are
well known as functioning as a control for the paracellular diffusion of ions and certain molecules.
Loss of normal TJ function is an important step for cancer progression, since epithelial
compartmentalization is compromised and tissue microenvironment is modified. Tight junctions
have a vital role in maintaining cell-to-cell integrity and that the loss of cohesion of the structure
can lead to invasion and thus metastasis of cancer cells. Here were view the structural and
functional properties of tight junctions and the role of claudins in cancer.

Keywords: Tight junctions, claudins, tumor progression, cancer.

Introduccioén

En los organismos superiores, la separacion de compartimientos funcionales es esencial.
Esta separacion esta confinada a los epitelios y endotelios, cuyas propiedades estan definidas
de acuerdo a las demandas de cada organismo [1]. Las células epiteliales y endoteliales forman
barreras para separar a los érganos en subcompartimientos funcionales regulando el movimiento
de agua, iones y proteinas a través de las monocapas manteniendo la polaridad y funcién de las
estructuras celulares [2]. Esta compartamentalizacién y su aislamiento del medio ambiente
externo, es crucial para la funcion de los sistemas y 6érganos [3] evitando, por un lado, la difusion
descontrolada y el movimiento de sustancias y por otro, controlando de manera selectiva los
procesos de transporte via secrecion (dada por glandulas endécrinas y exécrinas), absorcién (en
el caso del intestino) o reabsorcion (en el caso del rifién). Tales procesos de transporte son
realizados por la via transcelular, la cual involucra la reabsorcion de moléculas a través de la
membrana apical, su paso por el citoplasma y su salida por la membarna basolateral (Figura 1).
El transporte transcelular se lleva a cabo gracias a la presencia de una serie de transportadores
y canales especificos para cada tipo celular, localizados en las membranas apicales y
basolaterales de las células. Es un proceso que depende de energia y que permite al organismo
reabsorber sustancias esenciales, aun en contra de gradientes electroquimicos y cuya regulacién
depende de las demandas del organismo.

El movimiento de iones y pequefias moléculas no cargadas a través del espacio
intercelular de células adyacentes se conoce como la via paracelular (Figura 1). Este transporte
es pasivo, depende de un gradiente electroquimico y es el resultado de la difusion,
electrodifusién u ésmosis de moléculas a través de gradientes creados por los mecanismos
transcelulares permitiendo una reabsorcion con un consumo minimo de energia. De esta
manera, estos dos tipos de transporte permiten que los epitelios funcionen como barreras
permeables, capaces de crear gradientes eléctricos y de concentracion de moléculas entre los
fluidos luminales y serosos [4,5].

La ruta paracelular no muestra discriminacion en cuanto a la direccion del transporte, sin
embargo, muestra pequenas diferencias en cuanto a la selectividad idnica y cambia
enormemente en términos de la resistencia eléctrica entre epitelios [6].

El complejo de unién celular de los epitelios polarizados es una estructura altamente
desarrollada formada por varios complejos proteicos bien definidos, entre los que se encuentran
las uniones comunicantes (UC), los desmosomas, las uniones adherentes (UA) y las uniones
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estrechas (UE) (Figura 2) [7]. La funcion de barrera en los epitelios, mediante la cual se protegen
de antigenos y productos bacteriales presentes en la regidon luminal, esta regulada por el
complejo de unién intercelular apical referido como AJC (por sus siglas en inglés Apical
Junctional Complex). Los principales constituyentes de este complejo son las UE y las UA
subyacentes [8] (Figura 2).

Transcelulai Paracelular

Membranaapicd
v\'Qmm‘ S AT

UniénEstrecha

Membrana lateral

Membrana Basolateral

Figura 1. Vias de Permeabilidad Celular. La permeabilidad transcelular esta asociada
con el movimiento de solutos y agua a través de las células epiteliales. La permeabilidad
paracelular esta asociada con el movimiento en el espacio intercelular y esta regulado por
las UE localizadas en la regién apico-lateral de las membranas. (Tomado de [48]).

Las UC median la comunicacién entre las células permitiendo el paso de iones y
pequefias moléculas de hasta 1000 Da de citoplasma a citoplasma de células vecinas, dando
lugar al acoplamiento metabdlico y eléctrico entre ellas [9]. Las UA y los desmosomas son los
responsables de proporcionar la adhesidon mecanica a las células. Los desmosomas son sitios de
anclaje para filamentos intermedios y puntos de contacto que fijan a células adyacentes por
medio de sus membranas laterales y a las células con la matriz extracelular por medio de sus
membranas basales. Las UA forman un “cinturén de adhesion continuo” que sirve para mantener
juntas a las células vecinas a través de una familia de moléculas de adhesién dependientes de
Ca®", las caderinas, que se unen a filamentos de actina y de miosina. Las UE son el componente
mas apical del complejo de uniones intercelulares en células epiteliales de mamiferos. Funciona
como una barrera que separa a los dominios apicales y basolaterales y tiene un papel muy
importante en el mantenimiento de la homeostasis y la polaridad en los tejidos [10].

Funcion de las UE

Las UE rodean la regién apical de la superficie lateral de células epiteliales adyacentes,
creando un sellado paracelular continuo entre los compartimentos apical y basolateral. Cuando
se visualizan por medio de microscopia electronica de secciones ultra finas, las UE aparecen
como una serie de sitios de fusion de la membrana plasmatica de células adyacentes, mientras
que por criofractura, aparecen como una red de fibras de particulas de membrana que rodean la
region apical de la superficie lateral de cada célula [6,11,12].
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Figura 2. Estructura del complejo de unién celular. Las uniones célula-célula estan
formadas por desmosomas, las uniones comunicantes (UC), las uniones adherentes (UA)
y las uniones estrechas (UE), las cuales crean sellos en la regién mas apical de la
membrana lateral de las células. Figura modificada de [7].

La adhesién celular entre las células adyacentes y la matriz extracelular es clave para la
organizacion del epitelio en los tejidos y es vital para la regulacién de los procesos celulares tales
como la diferenciacion, la expresion génica, la motilidad y el crecimiento [13]. La regulacion de
estos procesos se lleva a cabo por una parte, mediante complejos multimoleculares conformados
por moléculas de adhesion celular, receptores transmembranales y proteinas de citoesqueleto, y
por otra, por la activacion de vias de sefialamiento. Las principales funciones atribuidas a las UE
son:

1) Las UE sellan los espacios intercelulares y son las responsables de la separacion de los
compartimientos apical y basolateral de epitelios y endotelios. Las UE funcionan como barreras
de difusion de moléculas hidrosolubles entre células adyacentes y mantienen la polaridad celular,
impidiendo la difusién de proteinas y lipidos entre los dominios apicales y basolaterales de la
membrana plasmatica lo que genera diferentes microambientes en la membrana apical y basal
de las células [14,15].

2) Las UE limitan el flujo de solutos a lo largo de la via paracelular, la cual es mas permeable que
la via transcelular. Las UE entonces, son la etapa limitante de la velocidad en el transporte
transepitelial y son las determinantes principales de la permeabilidad en la mucosa [16]. Las UE
poseen propiedades de barrera mediante las cuales definen el tamafo y la carga de los iones y
moléculas que pasaran a través de la via paracelular. Estas propiedades son reguladas,
individual o conjuntamente, por estimulos fisiolégicos o patofisioldégicos. De acuerdo a lo anterior,
las UE son cruciales en la generacién de gradientes electroquimicos a través de las monocapas
celulares los cuales son necesarios para procesos de transporte vectorial tales como la
absorcién y la secrecion.
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3) Las moléculas de las UE actuan como intermediarios y transductores en los mecanismos de
sefalizacion celular, jugando un papel importante en los procesos de polaridad, diferenciacion
celular, crecimiento celular y proliferacion.

4) Las UE actuan como moléculas de adhesioén célula-célula.
5) Las UE funcionan como una barrera para la migracion celular.

6) Se sugiere que las UE tienen un papel importante en la inhibiciéon del fenotipo maligno de
células en proceso de tumorigénesis.

Aun cuando las propiedades de barrera y de selectividad de las UE son cruciales, se han
incrementado las evidencias que muestran que las UE tienen un papel importante en procesos
como la proliferacién, diferenciacién y el desarrollo del cancer [17].

Estructura molecular de las UE

Las UE tienen una organizacién supramolecular conformada por mas de 40 diferentes
proteinas entre las que se encuentran: 1) proteinas citosélicas; que pueden servir como
proteinas estructurales o de anclaje, como las zonula occludens-1 (ZO-1), ZO-2, ZO-3, cingulina,
proteina-1 con multiples dominios PDZ (MUPP1); 2) proteinas de regulacién del trafico vesicular,
involucradas en la sefalizacion y la polaridad celular e incluso en la regulacion de la expresién
génica; y 3) proteinas transmembranales, como las claudinas, ocludina, ftricelulina y las
moléculas de adhesion (Junctional Adhesion Molecule, JAM). Estas proteinas interaccionan con
proteinas pertenecientes a su misma familia presentes en la membrana de la célula adyacente
formando canales paracelulares capaces de regular el paso de moléculas de acuerdo a su
tamano y carga [2,12,18,19] (Figura 3).

Claudinas

A la fecha se han identificado 24 diferentes claudinas en eucariontes (Cldn-1 a -24). Se
considera que estas proteinas son los principales componentes de las UE. Las claudinas se
expresan de manera ubiqua en las UE de epitelios y endotelios. Aunque su estructra
cristalografica no ha sido obtenida, hay evidencias que sugieren que estas proteinas cruzan
cuatro veces la membrana y que sus extremos carboxilo y amino terminal estan localizados en el
citosol (Figura 4). Su peso molecular varia de 20 a 34 kDa aunque el tamafio promedio se
encuentra entre los 22 a 24 kDa. Una claudina tipica contiene una secuencia amino terminal de
aproximadamente 4 a 5 residuos seguida de una asa extracelular (EL1) de 60 residuos, una asa
intracelular de 20 residuos, otra asa extracelular de aproximadamente 24 residuos (EL2) y un
dominio carboxilo terminal. El tamafio de este dominio es mas variable en longitud (entre 21 y 63
residuos de aminoacidos) [1,22].

Las secuencias de aminoacidos de la primera y cuarta regién transmembranal estan
altamente conservadas entre las diferentes claudinas; las secuencias de la segunda y tercera
son mas diversas. La primera asa contiene algunos aminoacidos cargados lo que hace pensar
en su importancia para la selectividad de cargas en el flujo paracelular. Esta asa contiene
también dos residuos de cisteina altamente conservados lo que sugiere que incrementa la
estabilidad de la proteina por la formacion de un enlace disulfuro intramolecular. Esta asa es
importante como correceptor viral (como en el caso de la claudina 1 y el Virus de Hepatitis C)
[23]. Se ha sugerido que la segunda asa extracelular, por tener una conformacion hélice-vuelta-
hélice, puede formar dimeros con claudinas de membranas celulares adyacentes a través de
interacciones hidrofobicas entre residuos aromaticos conservados [24] y sirve como receptor de
toxinas bacterianas (como la enterotoxina de Clostridium perfringens para las claudinas 3 y 4)
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[15]. (Figura 4). Las asas extracelulares son, por tanto el factor limitante para el paso de solutos
a través de las capas epiteliales, las cuales dependen en gran medida de la secuencia de
aminoacidos y su estructura tridimensional. La discriminacion entre cationes y aniones esta
regulado de acuerdo al total de cargas prevalentes [25]. Con estas caracteristicas, las claudinas
no solamente proveen un espacio paracelular “abierto” o “cerrado” para un soluto determinado,
sino que determinan el grado de la barrera epitelial. Algunos reportes han demostrado que la
resistencia tranespitelial esta influenciada por la composicion de los subtipos de claudinas.
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Figura 3. Las proteinas transmembranales (ocludinas, claudinas y JAM) de las UE
interactian en el espacio paracelular con proteinas de las células adyacentes. Los
dominios intracelulares de las proteinas transmembranales interactian con dominios PDZ
de proteinas adaptadoras que ligan mecanicamente al complejo de UE con el
citoesqueleto.

Se sabe poco acerca de la funcion de sus regiones amino (N-terminal) y carboxilo
terminal (C-terminal), las cuales se encuentran expuestas al citosol, siendo el C-terminal el que
determina, en gran medida, la localizacién de las claudinas en la membrana. La regiéon C-
terminal se encuentra ampliamente conservada en los integrantes de esta familia y contiene
sitios de unién a PDZ, con los cuales pueden interactuar con otras proteinas de las UE que
contienen dominios PDZ, como las ZO, proteina de las uniones estrechas asociada a PALS-1,
una proteina de anclaje, (PATJ) y MUPP1, involucradas en procesos de sefalizacion [18]. La
region C-terminal de las claudinas puede ser fosforilada en residuos de serina y/o treonina,
regulando su interaccion con otras proteinas, su localizacion y su vida media. Los cambios en la
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fosforilacion de las claudinas se han asociado concambios en la permeabilidad paracelular y
resistencia transepitelial de las células (medidas empleadas para evaluar la funcién de las UE)
[2,10,18].
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Figura 4. Representacion de un mondémero de claudina. EIl modelo predice las
caracteristicas estructurales y algunas de las modificaciones e interacciones conocidas.
EL1 y EL2 se refieren a las asas extracelulares 1 y 2 respectivamente. Se muestran los
dominios transmembranales 1 al 4 (TM1 al TM4), asi como las regiones importantes para
la entrada del virtus de la Hepatitis C (HCV) y para la unién de la enterotoxina de
Clostridium perfringens (CPE) (Tomado de [22]).

Interacciones claudina-claudina

Los epitelios y endotelios expresan multiples isoformas de claudinas en una manera
tejido especifica, sugiriendo la variedad de isoformas de claudinas que pueden entremezclares
en las cadenas de las UE. Las interacciones entre diferentes clases de claudinas tienen el
potencial para controlar la permeabilidad de barrera a través de la formaciéon de UE compuestas
de multiples claudinas. Las claudinas interaccionan en dos diferentes maneras: 1) lateralmente
en el plano de la membrana (interacciones heteroméricas) y 2) por la unién de “cabeza” con
“‘cabeza” entre células adyacentes (interacciones heterotipicas). Con la ayuda de técnicas
bioquimicas se han observado homomultimeros de claudinas compuestos de hasta seis
monomeros [21,26,27]. La unica claudina que puede tener interacciones heterotipicas es la
claudina-3, lo que sugiere que este tipo de interacciones son raras y que las interacciones
homotipicas pueden ser mas comunes. Sin embargo, se requieren de mas estudios para
determinar esto con certeza.
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Interacciones de claudinas con proteinas de anclaje

Se sabe que las interacciones entre claudinas y las proteinas ZOs son indispensables
para el ensamble de las UE [28]. Se sugiere que ZO-1 y ZO-2 interaccionan con las claudinas
por un lado, y con el citoesqueleto por el otro, lo cual es esencial para la formacién de las UE.
Muchas claudinas tienen un dominio YV conservado en la regién carboxilo terminal con el que
interacciona con las proteinas ZO-1, -2 y -3. Esto fue demostrado para las claudinas de la -1 a la
-8 [29]. Las claudinas -1, -5 y -8 pueden unir a PATJ y MUPP1. Las claudinas pueden
interaccionar con proteinas de anclaje mediante otros motivos en la regién carboxilo terminal
[30].

Regulacién de la expresion y localizacién de las claudinas

La actividad de las UE se regula por varias vias de sefnalizacion (Cuadro 1). Debido a
que las claudinas interactian con una serie de proteinas de anclaje y de sefializacién citosdlicas,
la alteracion de alguna de estas proteinas puede afectar a la localizacién, funcién y expresion de
las claudinas, tanto a nivel genético como proteico.

La polimerizacion de las claudinas en las membranas laterales y su localizacion en la
region mas apical de los complejos de unién intercelular en
vertebrados se encuentra regulada por las proteinas ZO-1 y ZO-2. El reclutamiento a la
membrana plasmatica y la dimerizacién de dichas ZO es indispensable para iniciar la
polimerizacién de las claudinas e incluirlas en las UE [31,32]. Sin embargo, en algunos tipos
celulares se ha encontrado que las claudinas se distribuyen también en otras regiones de la
membrana lateral sin formar cadenas de UE [33], por lo que debe haber otros mecanismos que
regulen su localizacion.

Dentro de las modificaciones postraduccionales que pueden sufrir las claudinas se
encuentran la fosforilacidon y la palmitoilacion. Ambas afectan la localizacién de estas proteinas
en la membrana plasmatica, dando lugar a cambios en la permeabilidad paracelular. Las
fosforilaciones de las claudinas pueden darse gracias a la accion directa o indirecta de varias
cinasas, entre las que destacan la proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC), la proteina
Ras y las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) dentro de las cuales se encuentran
las cinasas reguladas por sefales extracelulares, ERK 1/2, que generalmente estan activadas en
varios tipos de cancer [11,34].

La funcion de barrera en las células endoteliales de pulmdn requiere de la fosforilacién
de claudina 1 en el residuo de treonina 203. Esta fosforilacién es mediada por la via de las
MAPK. Por otro lado, se ha observado que en células derivadas de cancer de mama que
expresan claudina 1 se altera la propiedad de invasion al bloquear la via de MAPK a nivel de
ERK 1/2 con inhibidores especificos [20]. Se ha reportado la fosforilacion de claudina 1 por
MAPK y PKC, asi como la de claudina 5 por la proteina cinasa dependiente de AMPc. De la
misma manera, se ha visto que la cinasa WNK4 fosforila a las claudinas 3 y 4 y disminuye la
funcién de la UE.

Algunas citocinas y factores de crecimiento pueden alterar selectivamente a las UE
impidiendo o fortaleciendo la funcién de barrera de los epitelios. El interferon gamma (INF-y) y el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) inducen la internalizacion de claudina 1, 4 y ocludina, asi
como la disminucion de la expresion de ZO-1 y la redistribuciéon de ZO-2, aumentando la
permeabilidad paracelular de manera independiente a la cascada de sefalizacion apoptética
inducida por citocinas en un modelo epitelial de intestino. Otras vias de senalizacion que regulan
la funcién de las UE pueden regular también el destino y la funcion de las diferentes claudinas.
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Cuadro 1. Efectos en la expresion de claudinas y funcion de las UE por distintos efectores.

EFECTOR CLAUDINAS  CELULAS/TEJIDO FUNCION  MECANISMO
Factor de crecimiento Cldn-2] Células de riién MDCK
epidérmico (EGF) Cldn-1,-3, -4 1 1l TERT MAPK/ERK1/2
Cldn-2| MDCK Il TER 1t
Cldn-21 MDCK | TER | MAPK/ERK1/2
Factor de crecimiento
hepatico (HGF) Células tumorales de Metilacion del
Cldn-7} mama MCF-7 y T47D ND promotor
Células de
Factores de adenocarcinoma de Mantiene
Transcripcién GATA- Cldn-21 o Transcripciéon
colon ,Caco-2 y de expresion
4, CDX2, HNF1a R .
epitelio intestinal, HIEC
CDX2, HNF1a Cldn-21 Caco-2 ND Transcripciéon
HNF-4 a Cldn-6, -71 Células de carcinoma Induce UE ;
embrionarias F9
Cldn-2, -4, -7| MDCK Il TER | -
Factor de Cldn-1] MDCK ND Traduccion
transcripciéon Snail Células epiteliales de L
Cldn-3, -4, -7| raton Eph4 yCSG1 EMT Transcripciéon
IL-1B Cldn-21 Higado, hepatocitos ND MAPK, PI3K
Células de
IL-17 Cldn-1, -21 adenocarcinoma de TER 1 MEK
colon T84
Células endoteliales de
Hipoxia Cldn-31 cordén umbilical ND Transcripcion
HUVEC
Interferén (INF),
Factor de necrosis Cldn-11 Caco-2 TER | -
tumoral (TNF), IL-1 B
Flujo
Cldn-1 1, Cldn-2 | MDCK moléculas 1 y MEK 1, p38
INF, TNF TER
Internah?a(_:‘lion Cldn- T84 TER | )
AMPG Fosforilaciéon y Cldn- Celulals cerebra!es TER 1 PKA
51 endoteliales porcinas
ERK 1/2, PI3K,
TGF-B1 Cldn-1,-2 | MDCK Il ND SNAIL

TER: Resistencia Transepitelial

El AMPc por ejemplo, induce un aumento en los niveles de claudina 5, asi como su
fosforilacion via PKA y la disminucion de claudina 1 en células endoteliales porcinas. EIl AMPc
altera la organizacion de las UE aumentando la funcién de barrera de las mismas [14,20]. El
factor de crecimiento epidérmico (EGF) también es capaz de regular de manera diferencial la
localizacion de las claudinas 1, 2, 4 y 7 en células epiteliales MDCK, aumentando la cantidad de
claudinas 4 y 7 en las UE y relocalizando en el citosol a las claudinas 1 y 2, sin modificar a otras
proteinas de las UE como ocludina, ZO-1y ZO-3 [35].
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Los cambios observados a nivel transcripcional incluyen modificaciones epigenéticas,
como alteraciones en el grado de metilacién de ciertos genes. Tal es el caso del gen de la
claudina-7 en lineas de cancer de mama, en las cuales el promotor de dicho gen se hipermetila.
Dicha hipermetilacién se ve acompafiada de la pérdida de contactos celulares después del
tratamiento con el factor de crecimiento hepatico (HGF) [20]. El caso contrario se ha observado
para el gen de claudina-4 en lineas celulares y carcinomas primarios de pancreas. En éstos, el
gen de claudina-4 se encuentra hipometilado en comparacion con tejidos y células pancreaticas
normales, lo que da lugar a la sobreexpresién del mismo [36].

Algunos factores de transcripcion han sido también identificados como reguladores de la
expresion de varias claudinas, tal es el caso del factor nuclear de hepatocito 4 alfa (HNF-4a), el
cual regula positivamente la expresion de claudinas 6 y 7. La regién proximal del promotor de
claudina 2 tiene sitios de unidén a los factores de transcripcion LEF-TCF y Cdx1, dichos sitios
pueden ser activados por la via clasica de WNT. SNAIL es otro factor de transcripcidon que
inhibe la expresion de claudinas 1, 3, 4 y 7, asi como de la ocludina, pero no de otros
componentes de las UE, como ZO-1 [37]. Este factor de transcripcidon es necesario en la fase
temprana de la embriogénesis y en la regulacion de la transicion epitelio-mesénquima (EMT)
[20].

UE y cancer

El 90 porciento de los diferentes tipos de cancer son de origen epitelial y se caracterizan
por un crecimiento aberrante, pérdida de la diferenciacién y de la arquitectura del tejido. Una
diferencia con las células normales es que las células cancerosas presentan pérdida de los
mecanismos de adhesién. La reduccion en las interacciones célula-célula permite a las células
cancerosas: 1) alterar la arquitectura del tejido provocando su destruccién final, una
caracteristica de la malignidad celular, y 2) en forma paralela, perturbar las vias de transduccién
de sefales que regulan a este tipo de interacciones. Esto conlleva a la pérdida de la inhibicion
por contacto promoviendo las etapas temprana (pérdida de la polaridad celular y del control del
crecimiento) y tardia (invasion y metastasis) en el desarrollo del tumor.

Durante el desarrollo tumoral suceden cambios genéticos que le confieren ventajas de
crecimiento a las células, dando lugar a la conversion de células normales en células
cancerosas, en las que se pierde la diferenciacion y la polaridad celular. Este tipo de ventajas
incluyen la autorregulacion o autosuficiencia de factores de crecimiento, insensibilidad a sefiales
que inhiben el crecimiento celular, evasién de apoptosis, potencial replicativo ilimitado,
angiogénesis sostenida, invasion de tejidos y metastasis [38].

Un gran namero de estudios han mostrado que los componentes de las UE estan directa
o indirectamente involucrados en las etapas que conllevan al progreso del cancer [17].

Para el caso de las claudinas, los cambios en la expresion de estas proteinas, ya sea su
aumento o disminucion, se han asociado con varios tipos de tumores, desde el cancer de mama
hasta el cancer de colon (Cuadro 2). Sin embargo, aunque se ha reportado el aumento en la
expresion de varias claudinas, no en todos los casos se indica si la localizacion subcelular de las
mismas se ve modificada y/o si dichos cambios alteran el nimero de contactos celulares
presentes con respecto a los tejidos normales [39].
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Cuadro 2. Expresion de claudinas en diferentes tipos de tumores.

CLAUDINA NEOPLASIA EXPRESION LOCALIZACION
Colon 1 Citoplasma
Mama l ND
Cldn-1
Esdéfago de Barret l ND
Cervix 1 ND
Ovario 1 Membrana plasmatica y citoplasma
Cldn-3 ) )
Prostata 1 ¢.? Difuso
Mama 1 ND
Ovario 1 Membrana plasmatica y citoplasma
Pancreas 1 Membrana plasmatica
Cldn-4 Estémago l ND
Mama 1 ND
Prostata 1 ND
Cldn-6 Glandula mamaria | ND
Cabeza y cuello l ND
Mama l Membrana plasmatica
Cldn-7 . . ; -~
Esdéfago (fenotipo invasivo) l Membrana plasmatica
Estémago 1 ND
Cervix 1 ND
) Higado 1 ND
Cldn-10 Tiroides 1 ND
Cldn-16 Ovario 1 ND
Estdmago l ND
Cldn-23 Mama ! ND
Pancreas l ND

ND: No determinado

Transicién epitelio-mesénquima y expresion de claudinas

La transicion epitelio-mesénquima (EMT) es el proceso en el cual las células epiteliales
se diferencian a un fenotipo mas fibroblastico. Este proceso se lleva a cabo en forma normal
durante el desarrollo embrionario y en la reparacién del dafio epitelial [40]. La TEM incluye dos
etapas, en la primera se observa una disminucion en la adhesion intercelular, lo que le permite a
las células disociarse unas de otras; y en la segunda se produce un incremento en la motilidad
celular, permitiendo su migracion a tejidos conectivos. La adquisicién de estas caracteristicas se
encuentra asociada a la pérdida total de la polaridad celular, pérdida de la diferenciacion y
alteracioén de la funcion de las UE [37].

La EMT esta asociada con cambios en la expresion y regulacién de claudinas. La

sobreexpresiéon del factor de transcripcion SNAIL induce EMT e inhibe la transcripcidon de
proteinas de las UE incluyendo claudinas y ocludina [37,41].
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Analisis histologicos de tumores humanos han revelado cambios en la expresion de
claudinas asociados con el fenotipo del tumor, lo que apoya la idea de que las UE se alteran
durante la EMT y esto contribuye con el proceso de tumorigénesis [42]. Se ha reportado que los
tumores estan asociados con una disminucién en la expresion de claudina-7 [43,44]. Sin
embargo, hay estudios que muestran un aumento o una disminucién en la expresidon de
Claudina-1. Parece que las Claudina-3 y -4 generalmente tienen una expresiéon aumentada,
particularmente en tumores metastaticos agresivos, aunque hay sus excepciones [44].

UE y metastasis

El proceso de metastasis involucra la diseminacion de las células cancerosas a tejidos u
érganos lejos del lugar donde se originé el tumor, para formar nuevos tumores. La cascada
metastasica puede ser dividida en tres procesos principales: invasién, intravasacion y
extravasacion. El proceso de invasién requiere que las células tumorales pierdan su capacidad
de adhesion célula-célula y se disocien a partir del tumor primario. Esto involucra la secrecion de
sustancias que degradan la membrana basal y la matriz extracelular, asi como la expresién e
inhibicion de proteinas involucradas en el control de la motilidad y migracion celular.
Posteriormente, las células tumorales deben entrar al sistema circulatorio, sobrevivir a las
fuerzas internas y al sistema inmune para llegar intactas a sitios distantes especificos. Ya en ese
lugar, el punto de intravasacion, interactian con las células endoteliales mediante interacciones
bioquimicas (carbohidrato-carbohidrato, las cuales son débiles pero ocurren rapidamente), se
adhieren a las células endoteliales para formar uniones mas fuertes y penetran a través del
endotelio a la membrana basal, proceso de extravasaciéon. Las células tumorales pueden
entonces proliferar en este lugar dando lugar a nuevos tumores. Dado que las células
cancerosas, las células del estroma y las células del endotelio todas poseen UE, estas uniones
son el primer impedimento para que la metastasis sea exitosa, por lo que la interaccién con el
endotelio y la penetracion a través del mismo es una etapa clave. Aun cuando se sabe que
numerosos eventos contribuyen al proceso de metastasis, esta bien aceptado que la pérdida de
la adhesién célula-célula favorece el avance de las células tumorales las cuales necesitan alterar
y desmantelar a las UE [17]. Se ha sugerido que el debilitamiento de las UE es un evento tardio
en la carcinogénesis epitelial permitiendo el paso de factores de crecimiento, que normalmente
se encuentran en el espacio luminal, al espacio intercelular y de fluido intersticial lo que favorece
su unién con receptores localizados Unicamente en la membrana basolateral provocando
alteraciones en el microambiente celular que promueven el progreso tumoral [45] (Figura 5).

Otro de los eventos importantes que se llevan acabo durante el proceso de invasion y
metastasis, es la activacion de proteasas extracelulares. Por ejemplo, se encuentra ampliamente
estudiado el papel que juegan algunas proteinas involucradas en la adhesion célula-célula, como
la E-caderina, la cual esta inhibida o desaparece en la mayoria de los canceres epiteliales,
impidiendo la transmision de sefales que inhiben el crecimiento. Poco se sabe sobre el papel
que tienen las proteinas de las UE en estos procesos, aunque se han reportado cambios en la
expresion y localizacion de algunas claudinas con fenotipos mas invasivos de diferentes tipos de
cancer.

Las claudinas 1, 2, 3, 4 y 5 reclutan y promueven la activacion de metaloproteinasas
(MMP), lo que sugiere también el papel de estas proteinas en la invasividad y metastasis [46]. El
aumento en la expresion de estas claudinas en algunos tipos de cancer (como cancer de colon,
ovario, pancreas y adenocarcinoma gastrico) se ha asociado a un aumento en la capacidad
invasiva de dichos carcinomas, como resultado del aumento en la actividad de la MMP-2. En
cancer de mama, la disminucién en la expresion de las claudinas se ha relacionado con mayor
invasividad y peor prognosis.
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Figura 5. Durante la cascada metastatica la alteracién de las UE ocurre al nivel de: 1) la
separacion de las células tumorales a partir del tumor primario, 2) la etapa de
intravasacion de la célula tumoral a través del endotelio y 3) la etapa de extravasacion de
la célula tumoral circulante. (Tomado de [17]).

La internalizacion de las claudinas, pero no de otras proteinas asociadas a las UE, como
ocludina o ZO-1 se ha visto asociada durante el movimiento de las células en el proceso de
embriogénesis y de remodelaje tisular [47], lo mismo que en fases avanzadas de algunos tipos
de cancer. Debido a que las interacciones célula-célula y célula-ECM son necesarias para la
sobrevivencia celular y estas interacciones se pierden durante la invasién de una célula a los
tejidos, se podria sugerir que la internalizacién de las claudinas seria una manera de evadir que
la célula perciba cambios en estas interacciones, como sucede con la disminucién de la
expresion de E-caderina. Esto le permitiria a las células evadir procesos apoptéticos, € inhibir la
interaccién de estas claudinas con otras de las células que la rodean, que inicialmente impediria
el movimiento de la misma.

En el cancer de pancreas tubular y coloidal se ha observado un aumento significativo en
los niveles de ARNm y de proteina para claudina 4 en aquellas fases invasivas [20]. En células
derivadas de tumor primario y metastasis de cancer de colon, el aumento en expresién de
claudina 1 y su deslocalizacién de la membrana plasmatica al citoplasma y nucleo se asocia con
el poder de invasividad de estas células [46].

Perspectivas

El conocimiento sobre el papel funcional de las UE y en particular de las claudinas en el
mantenimiento de la funcién de barrera y en la homeostasis es cada vez mas solido. Sin
embargo, todavia quedan muchas preguntas por contestar acerca de la regulacién de estas
proteinas. Se conocen algunos de los elementos necesarios para el ensamble de las claudinas
en las UE, como lo es la presencia de proteinas de anclaje, sin embargo a la fecha se
desconocen los mecanismos involucrados en este proceso. En particular, se desconoce en que
compartimientos intracelulares se ensamblan las claudinas, cuales son los determinantes que
definen las interacciones homotipicas y heterotipicas, como la diversidad de claudinas puede
influir en la permeabilidad paracelular y si los cambios en la expresién de las claudinas son una
causa o una consecuencia de la carcinogénesis. Las discrepancias observadas en la expresion
de las claudinas en el proceso de tumorigénesis pueden estar relacionadas a las diferencias
tejido-especificas o a las caracteristicas microambientales. Sin embargo, el papel que puedan
jugar estas proteinas en los mecanismos de proliferacion, migracién e invasividad celular,
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sugieren que las claudinas pueden tener multiples funciones, mas alla de regular unicamente la

ba

rrera paracelular.
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Resumen

Los glicanos solubles o asociados a la superficie celular codifican informacién compleja
que modula las interacciones entre las células o entre las células y la matriz extracelular,
mediante la regulacion especifica de la unién a receptores solubles o unidos a carbohidratos
asociados a la superficie celular, tales como las galectinas. Desde su descubrimiento en los
1970’s, sus papeles biolégicos, inicialmente entendidos como limitados al reconocimiento de
ligandos de carbohidrato endégenos (propios) en la embriogénesis y el desarrollo, se han
expandido en arnos recientes gracias al descubrimiento de sus actividades inmunoreguladoras.
En los dltimos afnos ha ocurrido un cambio gradual del paradigma debido al reconocimiento de
que las galectinas también se unen a los glicanos de superficie de los microbios potencialmente
patégenos, y de que las galectinas también funcionan como factores efectores y de
reconocimiento en la inmunidad innata. Ademas, se ha descubierto un nivel adicional de
complejidad funcional con los hallazgos mas recientes en relaciobn a que algunos parasitos
“subvierten” los papeles de reconocimiento de las galectinas del vector/huesped para lograr una
adherencia exitosa o para invadir.

Palabras clave: Galectinas, reconocimiento celular, inmunidad innata.
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Abstract

Humoral and cell surface glycans encode complex information that modulates
interactions between cells, or between cells and the extracellular matrix, by specifically regulating
the binding to soluble or cell surface-associated carbohydrate-binding receptors, such as
galectins. Since their discovery in the 1970s, their biological roles, initially understood as limited
to recognition of endogenous (“self’) carbohydrate ligands in embryogenesis and development,
have expanded in recent years by the discovery of their immunoregulatory activities. A gradual
paradigm shift has taken place in the past few years through the recognition that galectins also
bind glycans on the surface of potentially pathogenic microbes, and function as recognition and
effector factors in innate immunity. Further, an additional level of functional complexity has
emerged with the most recent findings that some parasites “subvert” the recognition roles of the
vector/host galectins for successful attachment or invasion.

Keywords: Galectins, cell recognition, innate immunity.

Estructura y propiedades bioquimicas de las galectinas

La estructura de los carbohidratos complejos codifican informacién que modula las
interacciones entre las células o entre las células y la matriz extraceular (ECM) mediante su
unién especifica a proteinas unidas a carbohidratos tales como las galectinas, anteriormente
llamadas lectinas tipo-S [1)]. Las galectinas constituyen una familia de proteinas unidas a -
galactésidos, conservada durante la evolucién, que se encuentran en la taxa eucariota.
Incluyendo a los parazoos (esponjas) asi como los linajes prostotoma y deuterostoma de los
metazoos y a los hongos [2,3]. Se requiere que una proteina tenga dos propiedades para
incluirse en la familia de las galectinas: a) una afinidad caracteristica por los R—galactésidos y b)
una secuencia dominio de reconocimiento de carbohidratos (DRC) conservada. Las galectinas
han sido clasificadas en tres tipos con base en sus caracteristicas estrucuturales: “proto”,
“‘quimera” y “repetidos en tandem” (Fig. 1.A) [4]. El tipo proto de las galectinas contiene un
dominio de reconocimiento de carbohidratos por subunidad y son homodimeros no unidos
covalentemente. Las galectinas quimera tienen un DRC C-terminal y un dominio N-terminal rico
en prolina y glicina. En las galectinas con repeticion en tandem (RT) dos DRCs estan unidos por
un péptido funcional de unién. Recientemente se ha descrito un nuevo tipo de galectina RT con
cuatro DRCs [5]. La dimerizacién de galectinas de tipo proto es critica para su funcién en las
interacciones mediadas por uniones célula a célula o célula-ECM [1]. Interacciones similares via
el dominio N-terminal se han propuesto para las galectinas quimera [6, 7]. Los tipos proto y de
repeticion en tandem comprenden varios subtipos de diferentes galectinas. Los subtipos de
galectinas se han numerado siguiendo el orden en que son descubiertas y hasta ahora se han
descrito 15 en los mamiferos. Las galectinas 1, -2, -3, -4, -5, -7, -10, -11, -13, -14 y -15 son del
tipo proto. La galectina -3 es la Unica del tipo quimera. Las galectinas -4, -6, -8, -9 y -12 son del
tipo repeticién en tandem. Parece que los vertebrados inferiores y los invertebrados tienen un
repertorio mas pequefio de galectinas.

Aunque las galectinas carecen de una secrecion tipica de un péptido de senal, no sélo
estan presentes en el citoplasma y en el nicleo, sino que también en el espacio extracelular [2].
Desde el citosol se puede dirigir a las galectinas para secrecién a través de mecanismos no
clasicos, posiblemente mediante su traslocacion a través de la membrana celular [8-11] (Fig 1.B).
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La estructura de la galectina-1 [12,13] unida a un di-galactésido (Fig. 2) muestra una
topologia tipica de las lectinas de las legumbres. La subunidad de galectina esta compuesta por
un B—sandwich antiparalelo de 11 filamentos y contiene un DRC. La estructura tridimensional del
complejo galectina-ligando nos permitié identificar a los aminoacidos que participan en las
interacciones con los ligandos, asi como la posicion y orientaciéon de los azucares hidroxilo que
interactuan con los aminoacidos [12,13].
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La mayoria de las galectinas son proteinas no-glicosiladas solubles, aunque algunas
pocas excepciones recientemente descubiertas tienen dominios transmembranales [14, 15]. La
presencia de un pliegue de galectina en el parasito protozoario Toxoplasma gondii y las
proteinas parecidas a la galectina en el hongo Coprinopsis cinerea y en la esponja Geodia
cydonium revelan la emergencia temprana y conservacion estructural de las galectinas en la
evolucién de los eucariontes [16-18]. En contraste, las proteinas parecidas a la galectina tales
como la proteina cristalizada GRIFIN del cristalino (proteina interfibrosa relacionada con las
galectinas) y la proteina GRP relacionada con las galectinas (anteriormente llamada HSPC159;
precursor de las células progenitoras hematopoiéticas) carecen de actividad de union a
carbohidratos y se consideran productos de co-opcién evolutiva [19, 20]. Las estructuras
primarias y la organizaciéon genética de las galectinas de mamiferos han sido conservadas
substancialmente. Antes de, o durante la evolucion temprana de los cordados La duplicacién de
un gen de galectina mono-DRC habria llevado a la formacién de un gen de galectina bi-DRC, en
el cual los DRCs N- y C-terminales posteriormente se bifurcaron en dos subtipos diferentes,
definidos por su estructura exén-intrén (F4-DRC y F3-DRC). Todos los vertebrados con
galectinas con un solo DRC pertenecen o al subtipo F3 (ej. Gal-1, -2, -3, -5) o al F4 (ej. Gal-7, -
10, -13, -14), mientras que las galectinas con repeticiéon en tandem, tales como las gal-4, -6-, -8, -
9y -12 contienen tanto subtipos F3 como F4 [21].
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Las galectinas son lectinas unidas a [3-galactdsidos y sus ligandos preferidos son las N-
acetil-lactosaminas (LacNAc; Gal31,4GIcNAc) y los disacaridos relacionados con constantes de
disociacion del orden de 10° M [22,23]. Las union especifica de las galectinas a la lactosa (Lac),
LacNAc, T-disacaridos (Gal1,3GalNAc) y el tetrasacarido del grupo sanguineo humano A, junto
con la presencia de residuos de aminoacidos que interactian con los ligandos de carbohidratos,
han permitido la clasificacion de sus DRCs en los tipos “conservados” y “variables” [24]. La
estructura del cristal de la galectina-1 (tipo conservado) en complejo con un di-galactésido
determinado a una resolucién de 1.9 A (Fig. 2) reveld el pliegue estructural de la galectina y
permitié la identificacion de los aminoacidos involucrados y de los grupos hidroxilo de los
ligandos que participan en las interacciones entre proteinas y carbohidratos [12, 13, 25]. El sitio
de unién a carbohidratos (Fig. 3.A) esta formado por tres filamentos concavos continuos (34-36)
que contienen todos los residuos involucrados en las interacciones directas con LacNac (Fig.3.B,
C). Las interacciones adicionales que incluyen una molécula de agua que forma un puente entre
el nitrégeno del grupo Nac con His®, Asp54 y Arg73 explica la mayor afinidad de LacNac que de
Lac. A diferencia de la galectina-1, la galectina-3 tiene un sitio de unién a carbohidratos
extendido formado por una hendidura abierta en ambos extremos en la que el LacNac es
colocado de tal forma que el extremo reducido del LacNac (GIcNAc) esta abierto al solvente,
pero la fraccidbn no reducida (Gal) esta muy cercana a los residuos del filamento R3 [26]
(Fig.3.D). El sitio de unién extendido conduce a una mayor afinidad por los glicanos con multiples
unidades de lactosamina y con la substitucion de la fraccion de la galactosa terminal no reducida
por los oligosacaridos de los grupos sanguineos ABH [Fuca1,2; GalNAca1,3(Fuca1,2); and
Gala1,3(Fuca1,2)]. Para la galectina de 16 kDa (del tipo variable) del nematodo Caenorhabditis
elegans, la menor longitud de las asas que conectan a los tres filamentos R4-R36 determina su
especificidad de unidén mas amplia para los oligosacaridos precursores de grupos sanguineos.
Por consiguiente, aunque las galectinas se consideran como una familia de lectinas
conservadas, la mayoria de los metazoarios estan dotados de un complejo repertorio de
galectinas con miembros que exhiben multiples isoformas y mas o menos sutiles variaciones en
su especificad por carbohidratos lo cual, junto con un cierto grado de plasticidad en su unién a
los azucares de cada DRC (Fig.3.B.C) sugiere una diversidad substancial en sus propiedades de
reconocimiento [27-32].
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Se han realizado estudios termodinamicos no soélo para evaluar las propiedades de union
de las galectinas a los carbohidratos sino también para analizar la organizacién oligomérica de la
proteina. En estudios microcalorimétricos, las constantes de disociacién para las interacciones
de la galectina-1 bovina con los ligandos preferidos (lactosa, N-acetyl-lactosamina,
tiodigalactésidos) estuvieron en el rango de 10° M, con dos sitios de unién por molécula [23].
Aunque las galectinas y las lectinas de las legumbres muestran una sorprendente similitud en
sus estructuras tridimensionales, la estabilidad térmica de la galectina es diferente de la de la
concavalina A (Con A). Al igual que la Con A no se disocia al desenrollarse [23].

Papeles biolégicos de las galectinas

Inicialmente se penso6 que las galectinas sélo se unian a glicanos enddgenos (“propios”)
y mediaban los procesos de desarrollo incluyendo la diferenciacién celular y la organizacion
tisular y, mas recientemente, la regulaciéon de la homeostasis inmune [33, 34] (Fig. 4). Sin
embargo, recientemente ha quedado claro que las galectinas también se unen a los glicanos de
superficie de microbios potencialmente patdégenos y de gusanos parasitos y que median las
funciones de reconocimiento y efectoras de la inmunidad innata [35].

Los glicanos que contienen cadenas de polilactosamina [(GalB1,4GIcNAc)n], tales como
la laminita, la fibronectina, las proteinas de membrana asociadas a los lisosomas, y las mucinas,
son los ligandos enddgenos preferidos de las galectinas de los mamiferos, las aves y los anfibios
[26-32]. No obstante, la funcion bioldgica de una galectina particular puede variar de un lugar a
otro, dependiendo de la disponibilidad de los ligandos apropiados. Sin embargo, las propiedades
de unidon y las funciones biolégicas de las galectinas en el ambiente extracelular oxidativo,
pueden depender de su unién inmediata al ligando, lo que previene la oxidacién de los residuos
de cisteina libres, asi como de la susceptibilidad a la protedlisis [12,25]. La unién de las
galectinas a los glucolipidos de la superficie celular que contienen R—galactosido y
glicoproteinas, puede conducir a la formacion de redes que agrupan a estos ligandos en
microdominios raft (en balsa) de lipidos que se requieren para la transmision 6ptima de sefales
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relevantes para la funcion celular [36-38] (Fig. 4). Las galectinas en solucién pueden formar
especies multivalentes en un equilibrio dependiente de la concentracién [39]. Las galectinas de
tipo proto se asocian como dimeros unidos de forma no covalente a través de una interfase
hidrofébica, mientras que la galectina-3 se asocia via su dominio N-terminal para formar
oligébmeros que en la presencia de oligosacaridos multivalentes en solucién o en la superficie
celular despliegan una cooperacion para el enlace [40,41]. Las galectinas bivalentes de tipo
repeticion en tandem pueden reconocer diferentes ligandos sacaridos con un polipéptido sencillo,
aunque también pueden formar agregados de orden mas elevado que mejoran su afinidad. El
ensamble de galectinas mediadas por rafts de lipidos que modulan el recambio de receptores
endociticos, sefalizar vias de transduccidon que conducen a la activacion de células T y
secrecion de citocinas, o a la apoptosis, maduracién de células B, activacion y tolerancia, y la
activacion de neutrofilos que conduce a la fagocitosis, estallamiento oxidativo, y liberaciéon de
proteasas y citocinas. Asi, se ha propuesto que las redes de galectina-glicoproteina en la
superfiice celular funcionan como un ‘“interruptor de encendido-apagado” que regula la
proliferacion celular, la diferenciacion y supervivencia, incluyendo la respuesta inmune y la
tolerancia [40,41].

FIG. 4
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Funciones en el desarrollo temprano

Se ha propuesto que las galectinas participan en diversas funciones bioldgicas
relacionadas con el desarrollo y la neoplasia. Esto se ha basado en su unién a las fracciones
“propias” de los carbohidratos, tales como los glicanos que contienen polilactosamina y que
abundan en la superficie celular y el ECM. Se ha propuesto que las galectinas de pollo participan
en la fusion de mioblastos, mientras que las galectinas-1 y -3 de murinos tendrian algun papel en
el desarrollo de la notocorda, en la somitogénesis, y en el desarrollo del tejido muscular y del
sistema nervioso central [42-45]. A pesar de la amplia disponibilidad de ratones genéticamente
modificados, las cepas que carecen de mutaciones para las galectinas no han podido manifestar
fenotipos overt, debido probablemente a la superposicion parcial de la funcion de las galectinas
[46-48]. Asi, otros modelos tratables genéticamente dotados con un repertorio menos
diversificado de galectinas tales como la Drosophila y el pez zebra se han convertido en
atracciones alternativas para estas galectinas selectas con resultados prometedores [49-50].
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Funciones en la inmunidad innata y adaptada

Las galectinas participan en la regulacion de la inmunidad innata y adaptada [51-53]. Los
papeles recientemente propuestos de las galectinas en las funciones inmunes han recibido
mayor soporte por su habilidad de reconocer directamente a los patégenos microbianos [51], una
propiedad bien caracterizada en otros tipos de lectinas, tales como las C- y F-lectinas, las
ficolinas y las pentraxinas. Aunque los papeles de las lectinas en el reconocimiento no autélogo
son particularmente criticas en los invertebrados, puesto que estos organismos carecen de
inmunoglobulinas y rara vez dependen de los mecanismos de la inmunidad innata Unicamente
para el reconocimiento de patdgenos microbianos potenciales [54], la susceptibilidad/resistencia
a varias enfermedades infecciosas en los humanos estan determinadas por la presencia de
ciertos alelos de lectinas [55]. Las galectinas tanto de vertebrados como de invertebrados
reconocen varios patdgenos virales y bacterianos y protozoarios parasitos [Revisado en 51].

Las galectinas estan localizadas y distribuidas de forma precisa en los tejidos de
mamiferos, incluyendo la mayoria de las células del sistema inmune innato (células dendriticas,
macrofagos, células mastoides, células asesinas naturales, células T gamma/delta y células B-1)
y adaptado (células B y T activadas), asi como en otros tipos celulares [56, 57]. Desde principios
de los noventas el cuerpo de evidencia experimental (in vitro e in vivo) ha aumentado para
apoyar los papeles de las galectinas expresadas por estas células y por las células del estroma
circundante en el desarrollo y regulaciéon de la homeostasis inmune innata y adaptada, asi como
en las respuestas a los retos infecciosos y alérgicos y al cancer. Las galectinas liberadas por las
células del estroma de compartimentos centrales contribuyen a la diferenciacion de los
precursores de las células inmunes. El desafio inmune y las diferentes condiciones patologicas
pueden conducir a una posterior activacion y diferenciacién de las células inmunes, y modular la
expresion y liberacion de las galectinas al espacio extracelular donde pueden tener efectos
autocrinos o paracrinos sobre la regulacion inmune. Las galectinas liberadas por las células
inmunes pueden formar oligémeros y construir redes en la superficie celular que conducen a la
activacion de las vias de sefializaciéon transmembranales que modulan las funciones de las
células inmunes, incluyendo, por ejemplo, la adhesion y migracion celulares, la apoptosis de
células T, y el equilibrio de citocinas Th1/Th2 [36]. Ademas, las galectinas liberadas en el
ambiente extracelular bajo condiciones anormales pueden constituir “sefiales de peligro” o,
ejercer su actividad sobre otras células, mediante las mastoides, inducir la desgranulacion y
liberacién de factores (histamina, por ejemplo) que representan las “sefales de peligro” que
conducen a la activacion de los mecanismos inmunes en la ausencia del reto antigénico [35].

Las galectinas tienen diversos efectos sobre las células involucradas en las respuestas
inmunes innatas, incluyendo a los macréfagos y a las células dendriticas, neutrdfilos, eosinéfilos
y células mastoideas. La galectina-1 participa en la inflamacion aguda y crénica y muestra
actividades antiinflamatorias mediante el bloqueo o atenuacion de los eventos de sefalizacion
que conducen a la infiltracién, migracion y reclutamiento de leucocitos [56]. También despliega
otros efectos en la inmunidad innata, incluyendo la exposicién de fosfatidilserina en la superficie
celular de los neutrdfilos activados, un proceso que conduce a la remocion de los neutrofilos por
los fagocitos sin provocar apoptosis, y activacion/desactivacion de macréfagos en una forma que
depende de la concentracion. En contraste con los efectos antiinflamatorios de la galectina-1, la
galectina-3 muestra actividades proinflamatorias. La galectina-3 normalmente se expresa en
varios epitelios y células inflamatorias, tales como los macrofagos activados, las células
dendriticas y las células de Kupffer, y es regulada positivamente durante la inflamacién, y la
proliferacion y diferenciacién celulares. La galectina-3 también exhibe actividad antiapoptética
para los macrofagos y mejora sus interacciones con los glicanos de la lamina basal, tales como
la laminita y la fibronectina. Con todas estas observaciones sugieren firmemente que la
galectina-3 mejora la supervivencia de los macrofagos y modula positivamente su reclutamiento
y actividades antimicrobianas. La galectina-9 es un quimioatrayente selectivo para los
eosindfilos, altamente expresado en varios tejidos del sistema inmune, tales como la médula
6sea, el bazo, el timo y los nddulos linfaticos. La Gal-9 liberada de las células T activadas induce
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la quimiotaxis, la activaciéon, la actividad oxidativa y la desgranulacion de los eosindfilos y la
maduracion de las células dendriticas (DCs) derivadas de los monocitos [58-61].

Respecto a las respuestas inmunes de adaptacion, se ha propuesto que las galectinas
son reguladores de la homeostasis de las células inmunes [52]. Las interacciones entre las
células del estroma de la médula 6sea y los compartimentos timicos y los precursores linfociticos
son criticos para su desarrollo, seleccion y posterior progreso hacia la periferia. En este aspecto,
las interacciones mediadas por galectinas pueden modular la maduracién y diferenciacion de las
células B en los compartimentos inmunes tanto centrales como periféricos [62]. De forma similar,
desde sus etapas tempranas de desarrollo en el compartimento timico hasta la remocién de las
células T activadas maduras en la periferia, la regulacién de la supervivencia de las células T es
critica para una respuesta inmune controlada. La galectina-1 puede regular la proliferacién de las
células T y la apoptosis a través de la uniéon y agrupamiento de los glicoconjugados de la
superficie celular ricos en lactosamina hacia los microdominios de membrana segregados [36] La
galectina-1 puede tener efectos pro- y anti-apoptéticos sobre las células T dependiendo de la
etapa de desarrollo y el estado de activacion de la célula, y el microambiente en el que tiene
lugar la exposicion. No obstante, los efectos de la galectina-3 en la supervivencia de la célula T,
dependen de si la proteina se produce enddégenamente (anti-apoptotica) o por exposicion
exogena (pro-apoptotica) [60]. Las galectinas también ejercen funciones reguladoras en la
homeostasis de las células T y en las cascadas de sefales provocadas por su unién, mientras
que la formacién de redes en la superficie de las células T tiene implicaciones en varios eventos
“corriente abajo” que modulan su diferenciacion, activacion funcional y produccion de citocinas
anti- y pro-inflamatorias. Los efectos de las galectinas sobre la sintesis de citocinas por las
células T cuya secrecion final determina la polarizacion de Th1/Th2 de la respuesta inmune.
Mediante la reduccion de IFN-y y IL-2 y la produccién aumentada de IL-5, IL-10 and TGF-, la
galectina-1 desvia el equilibrio de una respuesta Th1-polarizada hacia una respuesta Th2,
mientras que al reducir los niveles de IL-5, la galectina-3 tiene el efecto opuesto [63]. Finalmente,
dados los papeles reguladores de las galectinas sobre las células que median la respuesta
inmunoldgica tanto innata como adaptativa, sus efectos pueden ser benéficos o perjudiciales en
condiciones patolégicas que se basan en una respuesta inmune exacerbada o disminuida. Por
ejemplo, desordenes inflamatorios, inmunolégicos y autoinmunes, ademas del cancer [63].

Las galectinas como receptores con patrones de reconocimiento (RRPs)

Recientemente se descubrié que las galectinas se unen a glicanos de la superficie de
virus, bacterias, protistas y hongos [Revisado en 51]. Asi, el papel potencial de las galectinas
como RRPs se ha convertido en un area de creciente atencion. Ademas, la considerable
diversidad del repertorio de galectinas en cada organismo y las variaciones substanciales o
sutiles en la especificidad de cada galectina en relacién con sus glicanos blanco, que es
determinada por las repeticiones, ramificaciones o substituciones de oligosacaridos, sugiere que
existe una extensa diversidad y plasticidad en la capacidad de las galectinas para el
reconocimiento no autélogo. La presencia de DRCs canodnicos y extendidos junto con las
propiedades de union independientes de carbohidratos que tiene la regiéon N-terminal de la
galeectina-3, también sugiere que las galectinas tienen una capacidad de reconocimiento
diversificada substancialmente. Asimismo, las galectinas de todos los tres tipos (proto, quimera o
repeticion en tandem) pueden formar oligdbmeros, mientras que sus propiedades de unién
multivalente, incluyendo afinidad incrementada. Evidentemente, capacitan a las galectinas para
participar efectivamente, tanto en el reconocimiento directo de patégenos y parasitos como en
los procesos de “corriente abajo” que llevan a la modulaciéon de las respuestas innata y
adaptativa. Si el reconocimiento mediado por galectinas es un mecanismo de defensa efectivo
con un claro beneficio para el hospedero o no todavia esta por aclararse, excepto en unos pocos
ejemplos. Es digno de mencionar que un glicano particular en la superficie de un microorganismo
0 parasito puede ser reconocido por multiples galectinas y que el resultado de la interaccion
difiere considerablemente dependiendo de el tipo de galectina involucrada y de la concentracion
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de la galectina en una superficie celular especifica 0 en un determinado microambiente
extracelular. Esto, en cambio, determina el nivel de formacion de oligémeros y la cooperacion de
unién al ligando y la activacion potencialmente antagonista o sinergista de las vias de sefiales de
patégenos (por ejemplo, la modulacién de la activacion inmune o la produccion y secreciéon de
citocinas) [36].

Infeccion del hospedero mediada por galectinas inducida por patégenos y parasitos

En algunos casos, el reconocimiento de microbios por las galectinas del vector o del
hospedero promueve su adhesion, la entrada a la célula del hospedero o la persistencia de la
infeccion, ademas de modular la respuesta inmune del hospedero. Asi, estos patégenos y
parasitos “subvertirian” los papeles de las galectinas como RRPs del hospedero o del vector
para adheririse o lograr entrar a las células de éstos. Esto se ilustra claramente, por la
participacion de las interacciones de galectinas en los mecanismos de infeccién del VIH (Fig. 5).
En contraste con el papel inhibitorio de la galectina-1 en la fusiéon celular mediada por
paramixovirus (Fig. 5 a), la galectina-1, que abunda en los 6rganos que representan los
principales reservorios del VIH-1, tales como el timo y los noédulos linfaticos, promueven la
infeccion por VIH-1 al facilitar la adhesion del virus al receptor CD4 y aumentar la eficacia de la
infeccion [64, 65] (Fig. 5b). Estudios recientes mostraron que la galectina-1 aumenta la cinética
de adsorcion del VIH en los monocitos derivados de los macréfagos del hospedero, lo que facilita
la infectividad del VIH-1 al acortar el tiempo requerido para el establecimiento de la infeccion.
Ademas, la galectina-1 también funcionaria como un receptor soluble “tipo basurero” e
incrementa la ingestion del virus por los macréfagos que, junto con la evidencia de que la
galectina-1 esta presente en el eyaculado y las cabezas y colas de las espermatides tardias,
llevé a extender la propuesta de que la galectina-1 también puede facilitar la transmisiéon sexual
del VIH-1 [65]. Esto ocurriria al aumentar la cinética de adsorcion viral en la superficie de las
células blanco por la galectina-1 liberada por los fibroblastos y células epiteliales destruidos tras
las micro-abrasiones relacionadas con el sexo. La Gal-3 no tiene efecto sobre la adsorcién,
entrada o infeccion por el VIH-1, anque su expresiéon es regulada positivamente por la proteina
Tat del VIH en muchas lineas celulares humanas y en células infectadas con otros retrovirus, lo
que sugiere que la Gal-3 puede participar en la reglacion de la inmunidad antiviral [66-68]. Esto
subraya la relevancia de las sutiles diferencias en la especificidad y afinidad de las galectinas
que puede determinar reconocimientos diferentes y resultados diferentes. Debe notarse que el
VIH también utiliza el reconocimiento por DC-SIGN, una lectina tipo C, para entrar a las células
dendriticas, subrayando las multiples adaptaciones del glicoma viral para la infeccion del
hospedero [64, 65].

Las especies de Leishmania, que pasa parte de su vida ciclo de vida en las moscas de la
arena flebotominas que son los vectores para la transmisién a los hospederos vertebrados, son
también ejemplos ilustrativos. La mosca de la arena al alimentarse de la sangre de un hospedero
infectado, los amastigotes ingeridos maduran a promastigotes, que se adhieren al epitelio
intestinal del insecto para evitar su excrecion y poder dividirse varias veces antes de
diferenciarse en los metaciclicos infecciosos que nadan libremente [69] (Fig. 6). Aunque se ha
sospechado que el parasito LPG esta involucrado, el receptor del intestino medio de la mosca de
la arena Phlebotomus papatasi especifico para el prociclico LPG L. Major, se identificé como una
galectina (PpGalec) de repeticion en tandem de 35.4kDa que solo se expresa por las células del
epitelio del intestino medio y es regulada de forma positiva en las hembras que se alimentan de
sangre [70]. Debido a que la especificidad de unién de PpGalec esta restringida a Leishmania
promastigotes que acarrea cadenas laterales de poly-Gal(31-3) en su LPG, se propuso que la
fraccion de carbohidrato responsable de la union especifica de L. major al epitelio del intestino
medio de P. papatasi. El ensamblaje de los epitopes de poligalactosa es regulado negativamente
durante la metaciclogénesis de L. major y, asi, incapaces de unirse a rPpGalec. Los
promastigotes metaciclicos infecciosos que nadan libremente, son liberados del intestino medio
para su trasmisién desde la mosca de la arena al hospedero mamifero (Fig. 7) [70]. El parasito
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protozoo Perkinsus marinus es un parasito intracelular facultativo que causa “Dermo” lesiones en
la ostra oriental Crassostrea virginica y es responsable de los dafios catastréficos al medio
ambiente de ciertas especies en Norteamérica [71]. EL mecanismo de infeccién esta por

aclararse.

FIG.5
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Conclusiones

Estudios recientes indican claramente que las galectinas pueden funcionar como RRPs
que tienen como blanco a los oligosacaridos que contienen lactosamina en la superficie de virus,
bacterias, protistas, patégenos helmintos y parasitos. Surge una extrafa paradoja por el hecho
de que las galectinas también reconocen a los glicanos que contienen lactosamina en la
superficie de las células del hospedero para el desarrollo y la regulacion de la homeostais
inmune. De acuerdo con el modelo de Janeway y Medzhitov [74] para el reconocimiento no
autélogo, los RRPs reconocen a los patdgenos a través de las moléculas de superficie
microbianas conservadas tales como las LPS o los peptidoglicanos (patrones moleculares
asociados a patdégenos; PAMPs), que estan ausentes en el hospedero. Por lo tanto, esto no
deberia aplicarse a las galectinas rigurosamente, las cuales aparentemente unen el mismo
patron molecular propio/no propio. Esta paradoja subraya, en primer lugar, una sobre
simplificacion en el uso de la terminologia RRP/PAMP, que aunque ha sido atil y se emplea
extensamente, se debe utilizar con precaucion. En segundo lugar, y mas importante aun, revela
las brechas importantes en nuestro conocimiento de la verdadera diversidad en el
reconocimiento del repertorio de galectinas del hospedero y de los aspectos dinamicos vy
mecanicos de la compartimentalizacion celular y la secrecion de sus componentes, asi como de
los aspectos estructurales y biofisicos de sus interacciones con las fracciones de carbohidratos
de los microbios. Los glicomas del hospedero y del microbio y sus receptores evolucionan
continuamente para escapar a su reconocimiento mutuo, un proceso conocido como el “efecto
de la Reina Roja” [75], mediante el cual el microbio evita ser reconocido por los receptores del
sistema inmune innato del hospedero (RRPs), y por los factores de colonizacion del microbio
(aglutininas, adhesinas y lectinas). Dados los papeles clave jugados por las galectinas en el
desarrollo del hospedero y en la inmunoregulacién mediante el reconocimiento de las facciones
de lactosamina “propias”, las galectinas no deberian evolucionar en su especificidad por
determinados carbohidratos, lo que es apoyado parcialmente por la aparente conservacion
estructural dentro de la familia de las lectinas. Ademas, con la evidencia actual acerca de cémo
los patégenos y los parasitos, que muestran una plasticidad evolutiva remarcada, subvierten
efectivamente los papeles de las galectinas para adherirse o lograr entrar a las células del
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hospedero, parece posible que en vez de evitar el reconocimiento por el hospedero hubieran
evolucionado sus glicomas para imitar a los del hospedero en un modelo de “caballo de Troya”
[72] y confiar en las moléculas de reconocimiento propias del hospedero tales como las
galectinas para unirse al vector o para la invasion del hospedero. Es digno de notarse que la
mayoria, si no todos, de los patdgenos y parasitos estan dotados de mecanismo diversos y
poderosos para evadir el asesinato intracelular por el hospedero o la regulacién negativa por las
respuestas inmunes de corriente abajo. Las estrategias complejas desarrolladas por los
microbios patégenos para colonizar, entrar, proliferar y diseminarse exitosamente dentro y entre
sus vectores u hospederos son producto de las fuertes presiones selectivas que han conducido a
las adaptaciones, que aseguran su supervivencia en los ambiente mas hostiles, representando
asi un desafio significativo para el desarrollo de nuevas estrategias para la intervencién en
enfermedades humanas.
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Resumen

La mayor parte del material genético que se encuentra en una célula esta en el ntcleo y
una pequefia parte esta en las mitocondrias. Las mitocondrias poseen su propio material
genético con la particularidad de que solo se transmite por via materna. Por sus caracteristicas,
el material genético mitocondrial ha brindado informacion muy valiosa sobre la evolucién del
hombre y sus migraciones. Asimismo, su analisis con técnicas de biologia molecular y
bioinformatica ha apoyado el desarrollo de nuevas disciplinas tales como la Antropologia
Molecular. A esta disciplina compete el estudio de las relaciones que guardan los individuos
entre si, o entre poblaciones de distintos lugares y entre las poblaciones a través del tiempo. En
la actualidad el estudio del DNA mitocondrial ha permitido clasificar a las poblaciones de todo el
mundo en grupos diferenciados entre si por los cambios en sus secuencias conocidos como
haplotipos. En nuestro laboratorio se han obtenido DNA de muestras de restos 6seos de
diferentes sitios arqueoldgicos de todo el pais, datados en diferentes periodos prehispanicos; de
los cuales hemos obtenido la secuencia de la regién hipervariable | del DNA mitocondrial, para
conocer su haplotipo. Los resultandos hasta la fecha nos muestra que el 86% de los individuos
estudiados son haplotipo A y el 14% son haplotipo D. Es importante mencionar que también
estamos haciendo estudios en poblaciones contemporaneas para establecer las relaciones que
existen entre estas y las prehispanicas. Asimismo, los estudios de la estructuraciéon poblacional
mestiza contemporanea y prehispanica nos permitira conocer nuestro pasado, la herencia que
nos dejaron nuestros antepasados en cuanto a la susceptibilidad a ciertas enfermedades,
nuestro origen y las migraciones.

Palabras clave: Poblaciones humanas, migracién, DNA mitocondrial, haplotipo, restos éseos
antiguos.
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Abstract

Most of the genetic material is found in the nucleus of the cell and a little quantity is in the
mitochondria. Nevertheless the mitochondria possess its own genetic material with the
particularity that is inherited directly by the mother. Mitochondrial DNA studies have contributed
significantly to the knowledge of human evolution and migration, due to its specific
characteristics; furthermore its analysis by techniques of molecular biology and bioinformatics has
supported the development of new disciplines such as the Molecular Anthropology. This
discipline concerned with the study of the relationship among individuals or between populations
of different geographic areas and among populations through the time. Currently the study of the
mitochondrial DNA has allowed the classification of the populations in the entire world in groups
differentiated by the changes in the sequences known as haplotypes. In our laboratory the DNA
has been obtained from bone samples of different archaeological sites in Mexico dated at diverse
prehispanic periods. The sequences of the hypevariable region | of the mitochondrial DNA have
been obtained and analyzed to determine the haplotype. Results showed that 86% of the
individuals have haplotype A, and 14% haplotype D. It is important to mention, that we are also
doing studies in contemporary populations to establish the relationships between them and the
prehispanic populations. In addition, population structure studies of both the prehispanic and
contemporary population, will allow us to know our past and the inheritance of our ancestors, the
susceptibility to certain illnesses, our origin and migrations in the past and present time.

Keywords: Human populations, migration, mitochondrial DNA, haplotype, ancient bone remains.

Introduccioén

A través de la historia, los arquedlogos y los antropdlogos fisicos han estudiado a
nuestros ancestros mediante el analisis de restos 6seos, con el propédsito de aumentar el
conocimiento acerca de la evolucion biolégica y de la civilizacion humana asi como del
poblamiento mundial [1,2]. Ahora ambas disciplinas se han asociado con la Biologia Molecular
para dar origen a la denominada Antropologia Molecular [3].

En especial el estudio del DNA mitocondrial (mtDNA) ha hecho grandes aportes al
conocimiento de la evolucion humana durante los ultimos afos [4]. Posee caracteristicas que lo
han convertido en una herramienta util para investigar la relacion del hombre con el resto de los
primates mediante analisis filogenéticos, asi como las migraciones del hombre.

El estudio del mtDNA también puede ayudar a respaldar hipotesis de los pobladores del
pasado remoto, por ejemplo, para correlacionar si haplotipos especificos son caracteristicos de
alguna clase social; determinar a qué poblaciones pertenecieron los restos 6seos de personas
que fueron victimas del sacrificio; establecer si diferentes etapas culturales representan una
importacion de culturas diferentes o el desplazamiento de una poblacion de una cultura por otra,
etc. [5,6].
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El DNA antiguo

El DNA obtenido de restos antiguos se le conoce como DNA antiguo [7] y proporciona
informacion variada que puede ser aplicada a muchos campos de la ciencia como por ejemplo la
genética de poblaciones, la medicina forense, la antropologia fisica, la taxonomia evolutiva y la
arqueologia. Esta se ha usado también, para determinar distancias biolégicas, enfermedades y
parentesco en poblaciones humanas. Asimismo, ofrece la posibilidad de establecer las
caracteristicas fenotipicas de muestras muy fragmentadas; la determinacién del sexo cuando los
huesos del esqueleto en estudio estdn muy deteriorados ya que éste se diagnostica
comunmente mediante morfoscopia y osteometria [1,3,8,9,10].

El primer estudio de DNA antiguo se realizé con muestras de piel del cuagga, especie de
la familia de los équidos que vivié en Africa del Sur. El estudio de las secuencias del mtDNA
indicé que el cuagga tenia un estrecho parentesco con estos équidos [11].

El DNA antiguo se ha extraido hasta ahora de multiples tejidos. Por ejemplo de restos
congelados, que es donde el DNA se encuentra mejor conservado. Un ejemplo es el DNA
purificado y caracterizado del musculo de Mamut con una antigiedad de 40,000 afos [12]. Los
restos hallados en pantanos donde se recuperd y secuencido mtDNA de un cerebro humano con
una antigliedad de 8,000 afios [13] es otro ejemplo tipico. En huesos humanos se ha aislado
DNA de restos de 650 afios de antigiedad; y se ha logrado la amplificacion del mtDNA de
material 6seo de 5,400 afios de antigliiedad.

El analisis del DNA de muestras antiguas es complicado ya que éste se encuentra
degradado y fragmentado [14,15,16], ademas de que pueden existir varias fuentes de
contaminacion de DNA exdgeno, que pueden alterar el resultado por lo que es indispensable
analizar junto con las muestras, el DNA de los trabajadores (arquedlogos, antropodlogos,
bidlogos, etc.) para discriminar falsos positivos, asi como tener areas de trabajo controladas y
material estéril [17,18,19]. Otro tipo de contaminacién son compuestos del subsuelo de los sitios
de excavacion que inhiben la reaccion de la polimerasa.

El DNA mitocondrial y los haplogrupos

La mitocondria es un organelo celular que posee DNA propio que codifica para diferentes
subunidades de proteinas involucradas en la cadena respiratoria. El DNA de las mitocondrias es
una molécula circular de 16,569 pares de bases (pb) que codifica para rRNA 12S y 16S, 22
tRNAs y 13 proteinas. Asimismo, contiene una regién hipervariable no-codificante [20,21,22].

El mtDNA tiene caracteristicas que lo hacen util para estudios de genética de
poblaciones y evolucién. Entre éstas se encuentran su herencia por via materna (lo que permite
hacer un estudio de linaje retrospectivo). El mtDNA es una molécula multicopia, hay de 1000 a
10 000 mitocondrias por célula, no sufre recombinacién, por lo que la variaciéon observada es el
resultado de la adicién de mutaciones a través del tiempo; tiene una tasa de mutacién superior a
la del DNA nuclear y finalmente posee sitios polimorficos estables en regiones codificantes que
se han caracterizado y dieron origen a los llamados haplogrupos [22,23,24].

Los haplogrupos son familias de DNA mitocondrial que comparten una mutacion dentro
de una poblacién. Un haplotipo es un segmento de DNA que se hereda como una unidad y por lo
tanto no tiene recombinacién. Dos DNA mitocondriales que pertenecen a un mismo haplogrupo
se pueden distinguir el uno del otro por mutaciones adicionales que pertenecen a haplotipos
distintos [1,22].
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Los haplogrupos son especificos para algunas poblaciones y regiones geograficas, lo
que ha permitido establecer relaciones entre poblaciones antiguas y contemporaneas, asi como
entre diferentes poblaciones antiguas y entre poblaciones contemporaneas [6].

Los haplogrupos especificos para las poblaciones del continente Americano son los
llamados A, B, C y D. El haplotipo A se caracteriza por la ganancia de un sitio de restricciéon para
la enzima Haelll en el nucledtido (nt) 663; el haplotipo B, por la supresién de 9 pb en el nt 8,272;
el haplotipo C por la ganancia del sitio de restriccion Alul en el nt 13,262 y pérdida de un sitio
Hincll en el nt 13,259; el haplotipo D se caracteriza por la pérdida de sitio Alul en el nt 5,176
[6,23,25].

También existen mutaciones especificas en la regién denominada D-loop que
corresponden a cada haplogrupo. El haplogrupo A se identifica por 2 cambios, uno en la posicién
16,290 de C—T y el otro en la posicion 16,319 de G—A. El haplogrupo B se caracteriza por el
cambio de T—C en las posiciones 16,189, 16,217 y 16,519. El haplogrupo C se identifica por los
2 cambios de T—C en la posicion 16,298 y C—T en la posicion 16,327. Finalmente el
haplogrupo D se caracteriza por los cambios T—C en el nt 16,325 y T—C en el nt 16,362
[8,26,27,28].

El DNA Mitocondrial y las migraciones

El estudio del mtDNA ha permitido determinar que todos los linajes maternos actuales
provienen de la llamada “Eva africana”. El haplotipo mas antiguo corresponde al haplotipo L1,
originado en Africa hace mas de 130,000 afios y se encuentra restringido a ese continente.
Mediante estudios filogenéticos se ha sugerido que hace aproximadamente 60,000-80,000 afos,
hubo una expansion de los habitantes con los haplotipos L2 y L3 que provoco la migracion “fuera
de Africa” hacia las areas de Arabia y el Mar Mediterraneo. Todos los haplogrupos actuales son
descendientes del haplotipo L3, el cual dio origen a los haplogrupos M y N; posteriormente se
dieron migraciones hacia diferentes rutas: Australia, Papua Nueva Guinea y Asia. En el periodo
fechado hace aproximadamente de 60,000-30,000 anos los haplotipos M y N mutaron para dar
origen a los haplogrupos fundadores A, B, F y D [29].

La teoria mas aceptada es que la entrada del hombre a América fue de Asia, a través del
estrecho de Bering, aunque existen varias hipotesis acerca de las migraciones realizadas para
habitar el continente Americano; asi como de las caracteristicas genéticas y culturales de los
primeros pobladores de América. Una de las propuestas sobre el poblamiento sugiere tres
migraciones del noreste de Asia durante el Pleistoceno tardio. Los integrantes de la primera
oleada y algunos de la segunda oleada dieron origen a los Amerindios del sur, norte y centro-
América, la mayor parte de la segunda oleada dieron origen a los Indigenas Na-Dene de Alaska
y costa del Pacifico norte y la tercera oleada a los Eskimo y Aleut [23,26,30,31]. Los primeros
estudios del mtDNA en nativos americanos sugieren que tienen relacion con poblaciones
mongoloides asiaticas [6,26,32].

Los estudios sobre mtDNA de poblaciones prehispanicas de México han sido realmente
muy pocos. Los primeros estudios en México sobre DNA antiguo versaron sobre la purificaciéon
de DNA de restos 6seos antiguos del sitio arqueoldgico de Monte Alban, Oaxaca [2]. Los
haplogrupos de estos restos 6seos, de la cultura zapoteca, pertenecientes a los afios 500 a.C y
800 d.C. correspondieron al haplogrupo A [33]. El analisis de restos 6seos de 25 individuos de
los periodos Post-clasico y Clasico tardio, pertenecientes al sitio de Xcaret, Quintana Roo,
mostré que el 48% pertenecieron al haplogrupo A, el 4% al B y el 8% al C [34]. De 34 muestras
de pobladores prehispanicos de Cholula del Clasico y Posclasico mesoamericanos fue posible
extraer el mMtDNA de 10 muestras, de las cuales 9 correspondieron al haplogrupo A [26].
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Historia de las Poblaciones Humanas Prehispanicas

Las sociedades humanas constituyen entidades dinamicas tanto en sentido sincrénico
como cronoldgico, pues establecen relaciones entre si por razones econdmicas, politicas,
religiosas y bioldgicas, refiriendonos a las genéticas.

Las poblaciones humanas que, por primera vez, ocuparon el hoy territorio de la
Republica Mexicana dentro del marco de la evolucidon humana, pertenecieron a la especie Homo
sapiens sapiens. Vestigios arqueoldgicos de su actividad en territorio nacional datan de
alrededor de hace 40,000 afos y restos de sus osamentas datan de aproximadamente 30,000
afos, como por ejemplo el llamado “Hombre del Metro”, localizado durante la construccién de la
estacion Balderas de dicho servicio de transporte publico en el afio de 1968.

Las poblaciones eran ndmadas y con una subsistencia que dependia exclusivamente de
los recursos naturales que tomaban del medio ambiente, conocidos como cazadores-
recolectores. Los grupos eran pequeinos de entre 15 y 20 personas y se encontraban dispersos
segun lo permitiera la abundancia de los alimentos. Este tipo de subsistencia perdurd
aproximadamente del 40,000 al 7,000 a. C., periodo conocido como Paleolitico.

Un cambio crucial tanto en la subsistencia como en la organizacion social fue
consecuencia de la incipiente agricultura, evidencia que quedé registrada en abrigos rocosos del
estado de Puebla, y la subsecuente domesticacién de cultivos como el maiz, calabaza aguacate,
chile y frijol. Este proceso tomé cerca de 5,000 afos. Las poblaciones entonces fueron
sedentarias y pudieron albergar mayor nimero de personas.

Estas primeras aldeas estaban dispersas entre si, eran autosuficientes y su organizacion
social era de caracter igualitario. Si bien ya eran agricolas, los recursos obtenidos de la caza,
pesca y recoleccion seguian siendo importantes para la subsistencia. Ejemplos de estas aldeas
se encuentran en la costa del Pacifico de Chiapas, en el sur de Veracruz, en el Valle de Oaxaca
y en el centro de México cerca de las zonas lacustres. Entre el 1,800-1,400 a.C. se observa una
creciente complejidad social y econdmica de la vida aldeana ya que existen mayores contactos
entre distintos grupos formandose redes primitivas de comercio a larga distancia en materias
primas de uso basico como lo fue la obsidiana. Para este tiempo ya existen indicios de
diferencias de estatus social al interior de las aldeas, es decir determinados individuos adquieren
mayor importancia en virtud de sus conocimientos o habilidades.

La primer sociedad claramente estratificada de Mesoamérica fue la sociedad Olmeca
que se desarrolla entre el 1,200-400 a. C. con centros como San Lorenzo, Laguna de los Cerros,
Tres Zapotes y La Venta, en Veracruz y Tabasco. En la sociedad Olmeca se observa una
marcada divisién del trabajo, por ejemplo, los artesanos especializados como los escultores y los
que trabajaban el jade. La estratificacion social de la sociedad qued6é magistralmente plasmada
en los monumentos de piedra conocidos como “tronos”, pues representan el vinculo que existia
entre los antepasados divinos y el gobernante. Estos monumentos constituyeron la justificacion
simbdlica del derecho que tenian los miembros de determinado linaje a gobernar.

Los olmecas establecieron una red de comercio a larga distancia para procurarse
recursos de los cuales no disponian localmente como lo fueron el jade, la serpentina, obsidiana,
magnetita, ilmenita, que llegaban de Guerrero, Puebla, Oaxaca, Hidalgo y Guatemala. Debido a
esto la ceramica y escultura Olmeca se comienzan a encontrar en sitios distantes de la Cuenca
de México (Tlatilco), en la costa del Pacifico Chiapaneco, Oaxaca y Guerrero. En ocasiones los
objetos forman parte de la ofrenda funeraria de individuos de las regiones mencionadas. Si bien
los objetos pudieron haber llegado por medio de intercambio al considerarseles objetos de
prestigio, no esta cancelada la posibilidad de que individuos olmecas emigraran y eventualmente
contribuyeran, en algun grado, al mestizaje de aquellas regiones.
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Los sitios olmecas establecieron ademas una red de influencia regional en la que las
capitales olmecas fungieron como centro rector (el corazén econdémico, politico e ideolégico) de
otros sitios secundarios y aldeas contiguas. Diversas razones provocaron el paulatino declive de
los centros olmecas, pero en cada caso la jerarquia de sitios en torno a cada capital en su
momento se vio fracturada provocando el abandono de sitios y con ello el movimiento o
migracion de individuos a regiones circunvecinas.

Sin embargo, en las sociedades mesoamericanas los movimientos migratorios no sélo
obedecieron a motivos culturales sino también en ocasiones a fendmenos naturales. Tal es el
caso de lo sucedido en Cuicuilco, centro religioso del Periodo Preclasico Terminal localizado en
el sur de la Cuenca de México. Este fue uno de los asentamientos mas importantes del centro de
México pues cubrié una extension de aproximadamente 5 km cuadrados y su poblacién habria
alcanzado algunos miles de personas. Sin embargo entre el 200-100 a.C., este sitio fue
despoblado a consecuencia de la erupcién del volcan Xitle.

Sin duda uno de los sitios mas importantes en la historia de Mesoamérica lo fue la
ciudad de Teotihuacan (200 a.C.-800 d.C.) perteneciente al Periodo Clasico. La ciudad fue
erigida en un lugar estratégico pues se hallaba en la ruta de acceso mas directa entre la region
de la Costa del Golfo y la Cuenca de México. Si bien otros factores influyeron también para elegir
el lugar, por ejemplo los yacimientos de obsidiana y la presencia de manantiales.

Teotihuacan fue una urbe cosmopolita (pluriétnica) pues en sectores especificos de la
ciudad habit6é gente de origen oaxaqueno, de la Costa del Golfo y también del occidente. Esto se
ha identificado gracias a la presencia de ceramica y a la practica de costumbres funerarias
propias de aquellas regiones. Ademas en el area maya en los sitios de Tikal y Kaminaljuyu,
ambos en Guatemala, la cual se encontraba en su esplendor. También se han encontrado
tumbas de individuos de la élite cuya ofrenda asociada incluye ceramica importada de
Teotihuacan; lo que sugiere la posibilidad de que personas de la élite teotihuacana participaran
de manera destacada en el gobierno de esos sitios, o que estableciera alianzas matrimoniales
con la clase gobernante de otras regiones.

Dada su posicién estratégica Teotihuacan fue el centro de una amplia red de intercambio
en la Mesoamérica del Clasico, resaltando su importancia econémica, politica y religiosa. Para el
momento de su apogeo (500 d.C.) la ciudad se extendia sobre una superficie de 20 km
cuadrados y alcanzé una poblacién de poco mas de 100,000 personas. Los recintos de la
nobleza estaban lujosamente decorados con pintura mural cargada de simbolismo politico-
religioso. La traza y simetria de la ciudad no tuvieron paralelo en el México antiguo asi como las
dimensiones de la arquitectura y los espacios publicos (plazas).

Teotihuacan constituyd un elemento de cohesién y punto de referencia para las
poblaciones mesoamericanas. Sin embargo, diversos factores fueron paulatinamente minando
su estabilidad e influencia que a la postre llevarian a su caida y colapso (700-900 d.C). De los
factores que influyeron se ha considerado el deterioro ecolégico provocado por las dimensiones
propias de la urbe, ya que las tareas de construccion que demandaban, incidieron negativamente
en los bosques aledafios, provocando un clima menos humedo con sequias mas prolongadas y
por ende el deterioro en el rendimiento agricola; la competencia politica de otros sitios; y por
supuesto los conflictos politicos internos.

El colapso de Teotihuacan y su abandono tuvo grandes implicaciones sociales, ya que
generd un reordenamiento politico en el que intervinieron sitios como Xochicalco, Cacaxtla,
Cholula, en el Altiplano Central, El Tajin en la Costa del Golfo y Monte Alban situado en el Valle
de Oaxaca. La gran cantidad de poblacion que alguna vez habité la ciudad también sufrié un
paulatino reacomodo demografico impactando principalmente a los asentamientos que ya
existian en la Cuenca de México y que formaban parte del area de influencia teotihuacana mas
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inmediata y se crean nuevos asentamientos en las inmediaciones de los lagos de Texcoco,
Chalco y Xochimilco.

Todos estos eventos se sugieren basados en estudios realizados por los antropdlogos y
los arquedlogos. La descripcion anterior forma parte del desarrollo de las sociedades del México
prehispanico mostrandonos los fendmenos sociales y naturales que obligaron el movimiento de
los individuos en la geografia del territorio Mexicano y sus implicaciones en el proceso de
mestizaje. De ahi nace nuestro interés de estudiar en forma conjunta con las disciplinas
antropolégicas y de la genética, para tener un conocimiento mas preciso de la historia de los
pobladores del México antiguo y contemporaneo. Asimismo, estos estudios nos permitiran
conocer las migraciones de las poblaciones y elucidar en el futuro los factores genéticos de
susceptibilidad a enfermedades heredadas por nuestros ancestros indigenas.

Ahora, para conocer mas acerca de las poblaciones prehispanicas mexicanas es
necesario el estudio de la informacién genética del mtDNA en restos de poblaciones antiguas.
Tenemos la fortuna de ser uno de los paises con un alto nimero de restos humanos antiguos.
Los antropdlogos han registrado 25,000 sitios arqueolégicos de los cuales solo 160 han sido
explorados y solo 140 han sido abiertos al publico.

Gracias a nuestra colaboracién con los antropdlogos y arquedlogos hemos tenido acceso
a 20 muestras de restos 6seos ubicados en el periodo preceramico del Distrito Federal, Estado
de México y Puebla. Ademas, de 47 muestras de Monte Alban, 15 muestras de Teotihuacan, 4
muestras de Bonampak, 1 muestra de Palenque, 6 muestras del Templo Mayor, 20 muestras de
sitios Olmecas; asi como de dos muestras de momias, una de 2,000 afios de antigliedad de la
Sierra Gorda Queretana y la otra de la region Tarahumara (Figura 1, Tablas 1y 2).

TARAHUMARA
SIERRA GORDA
CUEVA DEL TECOLOTE
TEPEXPAN

TEXCAL

AZTAHUACAN

TEOTIHUACAN

MEXICA (TEMPLO MAYOR)
ZAPOTECA (MONTE ALBAN)
10. OLMECA (LOMA DEL ZAPOTE)
11. OLMECA (CHILON)

12. OLMECA (AQUILES SERDAN)
13. MAYA (BONAMPAK)
14. MAYA (PALENQUE)
MAYA (CENOTE)

W EeNOGM A WN

Figura 1. Mapa de localizacién de los sitios arqueolégicos en estudio.

37



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXXIV (2010)
]

Tabla 1. Sitios arqueolégicos. Descripcion de los sitios de excavacion.

Monte Alban El climax de la cultura Zapoteca fue entre los afios 600-900 D.C. Los
Mixtecos usaron las tumbas de los Zapotecos para sus entierros,
cuando éstos abandonaron el sitio en la cima de la montana.

Palenque Fue una ciudad donde las piezas m piezas arquitecténicas fueron

dedicadas a la religion. En 1940 se descubrié una escalera bajo el
piso del clasico tardio del Templo de las Inscripciones. Encontraron
una cripta que contenia una loza derrumbada.

Cenote, X-Batun,
Uman, San Antonio
Mulix

Los mayas asociaban los cenotes con los dioses de la lluvia llamados
Chacs a los que les hacian sacrificios en su honor arrojando objetos y
humanos.

Bonampack. Un templo en este sitio contiene los mejores murales mayas
conocidos. Pintados alrededor del afio 800 y descubiertos en 1046,
estos murales coloridos muestran el inicio y el final de una ceremonia
muy elaborada.

Chilon, Aquiles Poblacién Olmecas que fue la mas avanzada por sus logros

Serdan y Loma del
Zapote .

culturales, con la mayor expansion geografica. Influyo sobre las
culturas de la zona maya, Oaxaca, el centro de México y el estado de
Guerrero.

Tenochtitlan.

La capital mexica, Tenochtitlan, fue fundada por los tenochcas en la
primera mitad del siglo XIV (1325 o posiblemente 1345).

Teotihucan Fue la primera gran ciudad del Nuevo Mundo, centro de las fuerzas
politica y cultural mas poderosas de Mesoamérica en el Periodo
Clasico Temprano.

Toluquilla. El punto culminante de la ciudad fue en la época Teotihuacana (100-

200 D.C.). En los inicios del comercio Teotihuacano, donde hubo
intercambio de cinabrio (tinte rojo, mercurio) por objetos
Teotihuacanos (conchas, obsidiana, etc.).

Sierra Gorda,

Altamira, Queretaro.

La momia, Pepita con 2300 afios de edad, vestida con algodén y
plumaje de cigliefia fue encontrada en 2002 en una cueva de Altamira,
Querétaro.

Tarahumara,

Quienes habitaron el sur de Chihuahua pertenecia a la familia
linglistica Yuto-nahua que originalmente ocupaban mas de 28000
kilbmetros cuadrados de terreno montafioso. Hoy en dia, los
Tarahumaras son un pueblo cuya riqueza espiritual e ideolégica que
les da una fuerte identidad cultural.

Hemos secuenciado la regién hipervariable | de 40 muestras para conocer su haplotipo y

para poder hacer estudios de migracién de las poblaciones prehispanicas. De estas poblaciones
hemos observado que el 86% pertenecen al haplotipo A y 14% son haplotipo D. En la Figura 2
observamos el estudio filogenético de 2 secuencias provenientes de muestras de Monte Alban.
Estas dos muestras se agruparon en la rama del haplotipo D junto con secuencias
contemporaneas de otros lugares del mundo. Para poder tener las relaciones entre las
poblaciones prehispanicas con las contemporaneas también nos hemos dado a la tarea de
estudiar las poblaciones contemporaneas mestizas mexicanas. Dentro de estas poblaciones
hemos encontrado tanto los haplogrupos tipicos del continente Americano A, B, C y D, asi como
algunos haplogrupos Europeos.
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Tabla 2. Localizacion de las muestras de restos dseos antiguos en México.

Muestra | Localidad Epoca Edad
PRECERAMICO PENON DEL MARQUEZ E2 | Distrito Federal 7000 a.C. Adulto
PRECERAMICO PENON DEL MARQUEZ E1 | Distrito Federal 7000 a.C. Adulto
PRECERAMICO CUEVA DEL TECOLOTE Hidalgo 7000-5000 a.C. Adulto
PRECERAMICO STA MA ASTAHUACA El Distrito Federal 9000 a.C. Adulto
PRECERAMICO STA MA ASTAHUACA E3 Distrito Federal 9000 a.C. Adulto
PRECERAMICO CUEVA DEL TEXCAL Puebla 5000-2500 a.C. Adulto
OLMECA LOMA_ZAPOTE 22* Veracruz 1000-1200 a.C. Adulto
OLMECA SAN _LORENZO R-1 Veracruz 700-900 a.C. Adulto
OLMECA AQUILES SERDAN 59A Chiapas 1200-1400 a.C. Adulto
OLMECA CHILO_64A Chiapas 1200-1400 a.C. Adulto
OLMECA CHILO_66A Chiapas 1200-1400 a.C. Adulto
OLMECA CHILO R-3 Chiapas 1200-1400 a.C.

Adulto
MEX MON_ ALBAN ESL Oaxaca 100 be-650 a.C. Adulto
MEX MON_ALBAN E21L Oaxaca 100 be-650 a.C. Adulto
MEX MON_ ALBAN T2L Oaxaca 100 be-650 a.C. Adulto
MEX MON_ ALBAN T2L Oaxaca 100 be-650 a.C. Adulto
MEX MON_ALBAN T8 Oaxaca 100 ac- 250 a.C. Adulto
MEX MON_ALBAN T7 Oaxaca 350 ac- 500 a.C. Adulto
MEX MON ALBAN E9L Oaxaca 500 ac- 800 a.C. Adulto
CENOTE MAYA Chiapas ND. Adulto
MOMIA TARAHUMARA F9 Chihuahua ND. Adulto
BONAMPAK E-1 Chiapas 580 ac-800 a.C. Adulto
BONAMPAK E-2 Chiapas 580 ac-800 a.C. Adulto
BONAMPAK E-3 Chiapas 580 ac-800 a.C. Adulto
BONAMPAK E-4 Chiapas 580 ac-800 a.C. Adulto
MEX PEPITA SG MOMIA Querétaro 500 ac 2.5
MEX TEOTIHUACAN M7T México 800 ac-1100 a.C. Adulto
MEX TEOTIHUACAN M20T México 800 ac-1100 a.C. Adulto
MEX TEOTIHUACAN MIS5T México 800 ac-1100 a.C. Adulto
MEX TEOTIHUACAN MST México 800 ac-1100 a.C. Adulto
MEX TEOTIHUACAN MI19AT México 800 ac-1100 a.C. Adulto
MEX TEOTIHUACAN MI10T México 800 ac-1100 a.C. Adulto
MEX TEOTIHUACAN MI11AT México 800 ac-1100 a.C. Adulto
MEX TEMPLO MAYOR OFI111IN Distrito Federal 1440 — 1460 d.C. 4-5
MEX TEMPLO MAYOR OFI111IN Distrito Federal 1440 — 1460 d.C. 4-5
MEX TEMPLO MAYOR OFl11 83B Distrito Federal 1461 — 1481 d.C. 20-25
MEX TEMPLO MAYOR OF11 83A Distrito Federal 1461 — 1481 d.C. 20-25
MEX TEMPLO MAYOR OFl11 54 Distrito Federal 1461 — 1481 d.C. 20-25
MEX TEMPLO MAYOR OFl111 Distrito Federal 1502 — 1520 d.C. 4-5

Es primordial mencionar la importancia que tienen estos estudios ya que nos permitiran
conocer con mayor precision la migracion de las poblaciones prehispanicas; haplogrupos que
probablemente no se encuentran en las poblaciones contemporaneas debido a que se han
perdido en el tiempo; y conocer a largo plazo la herencia que nos dejaron las poblaciones
prehispanicas en referencia a la susceptibilidad a enfermedades. Esto sera posible gracias a que
ademas de estudiar al mtDNA también estamos realizando estudios del DNA Autosomal en
colaboracién con otros investigadores.
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Figura 2. Arbol filogenético de maxima verosimilitud. Se alinearon las secuencias de dos
muestras de Monte Alban (MEX_MON_ALBAN_T8, MEX_MON_ALBAN_T7) con
secuencias de individuos de otras poblaciones contemporaneas obtenidas del GenBank.
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Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas incluyen: la afectacion de las motoneuronas
como en la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y del control motor en la enfermedad de
Parkinson (EP); factores genéticos dominantes como en la enfermedad de Huntington (EH) y
trastornos de la memoria como en la enfermedad de Alzheimer (EA). Estudios epidemiolégicos y
experimentales demuestran diversos factores de riesgo, como la edad, defectos genéticos,
anormalidades en enzimas antioxidantes, excitotoxicidad, anormalidades del citoesqueleto,
autoinmunidad, deficiencia de minerales, estrés oxidativo (EQ), toxicidad metabdlica,
hipertension y desordenes vasculares. EI EO desemperia un papel importante en la patologia de
las enfermedades neurodegenerativas dado que dafa a acidos nucleicos, proteinas, lipidos y
potencialmente promueve la apertura del poro de transiciébn mitocondrial, lo cual a su vez puede
estimular la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs). En las enfermedades
neurodegenerativas, la generaciéon de altos niveles de EROs y una disminucién en la
participacion de mecanismos antioxidantes resulta en muerte neuronal. El mecanismo de dafio
responsable de la neurodegeneracion aun no esta totalmente esclarecido, por lo que las terapias
no ofrecen aun una cura real ante estos padecimientos. Existen tratamientos disponibles
clinicamente y otros mas que se exploran experimentalmente, entre ellos se incluye, la
administracion de antioxidantes, tales como los carotenoides, flavonoides y vitaminas entre otros.

Palabras clave: Enfermedades neurodegenerativas, estrés oxidativo, especies reactivas de
oxigeno, antioxidantes.
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Abstract

Neurodegenerative diseases include: the damage of motoneurones or motor pathways as
it occurs in lateral amyotrophic sclerosis (ALS) and Parkinson’s disease (PD); the participation of
genetic factors as in Huntington’s disease (HD), and memory impairment seen in Alzheimer’s
disease (AD). Epidemiological and experimental studies have demonstrated the participation of
risk factors such as age, genetic defects, abnormal antioxidants enzymes, excitotoxicity,
abnormalities in cytoskeleton, autoimmunity, mineral deficiency, oxidative stress, metabolic
toxicity, hypertension and vascular disorders. Oxidative stress plays an important role in the
pathology of neurodegenerative diseases due the damage on nucleic acids, proteins, lipids and
potentially promoting the opening of the mitochondrial transition pore which further increases
reactive oxygen species (ROS) production. In neurodegenerative diseases the high rate
production of ROS in addition to a down regulation of antioxidants mechanism results in neural
death. The mechanism responsible of damage in neurodegeneration is not fully known, therefore
current therapies cannot offer a real cure. There are experimental therapies used both in humans
and animal models, these include administration of antioxidants like carotenoids, flavonoids and
vitamins among others.

Keywords: Neurodegenerative diseases, oxidative stress, reactive oxygen species, antioxidants.

Introduccioén

Los radicales libres (RL) son moléculas o atomos que portan uno o mas electrones
desapareados y son altamente reactivos. Pueden reaccionar con macromoléculas organicas
conduciendo a dafo celular y tisular, y consecuentemente a pérdida de la funcionalidad. Es
conocido que los RL inducen dafio oxidativo y este evento es importante en la fisiopatologia de
varias enfermedades humanas, incluyendo algunas que afectan al sistema nervioso [1]. La
mayoria de las especies reactivas de oxigeno (EROs) que normalmente se producen en los
sistemas bioloégicos provienen del metabolismo oxidativo mitocondrial, de la actividad de la
enzima xantina oxidasa y en menor proporcién de la autoxidacién de catecolaminas y
hemoproteinas que ocurren en el citoplasma, membrana nuclear, reticulo endoplasmico y
peroxisomas. Se denomina EROs al radical hidroxilo (OH), al anion superdxido (O;7) y peréxido
de hidrogeno (H,O,). Otro grupo de radicales libres que participan en procesos de
transformacioén de las macromoléculas organicas son las especies reactivas del nitrégeno (ERN)
entre las que se ubica principalmente al 6xido nitrico (‘ON). Los EROs pueden interactuar con el
‘ON formando nuevas especies como lo es el anién peroxinitrito (ONOO’), con alto poder
oxidante.

El organismo tiene varios mecanismos de defensa para el control de una excesiva
produccion de RL, a través de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (Cat), y glutatién peroxidasa (GPx) [2] y de atrapadores de RL y antioxidantes como el
glutation reducido (GSH), el ascorbato o vitamina C [2] y el B-caroteno, precursor de la vitamina
A [2,3]. Sin embargo, cuando la generacién de RL excede la capacidad de defensa antioxidante,
se genera un estrés oxidativo (EO), causando dafo tanto al ADN como a proteinas y lipidos [2].
El estrés oxidativo es el producto combinado de una excesiva formacion de EROs y ERN y de
una disminucion en la eficacia de los sistemas antioxidantes endégenos. Estos factores
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confluyen en la alteracién estructural y funcional de las macromoléculas organicas, llevando a las
células afectadas a procesos disfuncionales y a la muerte por necrosis o apoptosis.

Una de las especies radicales mas agresivas y nocivas es el ‘OH, el cual puede
producirse en el cerebro bajo condiciones fisiolégicas [4]. El ‘OH, puede ser producido de novo
por las células a partir de la transformacion del radical O," y del H,O, a través de la reaccion de
Fenton, o bien, a partir de la descomposicion del ONOQO". Diversas vias metabdlicas pueden
producir O,” 6 H,O, en el cerebro [2]. El calcio (Ca2+) intracelular desempefia un papel critico en
la formacion de EROs, a través de canales asociados a receptores de tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA) activados por los aminoacidos excitadores.

El EO y la neurodegeneracion

El sistema nervioso central (SNC), incluyendo el cerebro, médula espinal y nervios
periféricos, es rico en acidos grasos insaturados y hierro (Fe3+) [2]. El alto contenido de lipidos
del tejido nervioso central, acoplado con una alta actividad metabdlica lo hace particularmente
vulnerable al dafio oxidativo [5]. Se ha descrito que el Fe es esencial en el cerebro,
particularmente durante el desarrollo, pero altas cantidades pueden llevar a la generacién de
dafo en las células cerebrales debido a que los iones Fe* pueden conducir al estrés oxidativo,
via su accion catalizadora, formando consecuentemente EROs [6]. Existen evidencias solidas de
que el estrés oxidativo es un factor que participa en la patogénesis de varias enfermedades
neurodegenerativas, tales como: enfermedad de Parkinson [7], enfermedad de Alzheimer [8],
enfermedad de Huntington y esclerosis lateral amiotréfica (ELA) [9]. Las evidencias incluyen
reportes de disminucion en la actividad enzimatica antioxidante en pacientes con enfermedad de
Huntington y enfermedad de Parkinson [10]. También esta evidenciada la participacion de estrés
oxidativo contribuyendo a la lipoperoxidacion y la oxidacion del ADN en la substantia nigra (SN),
area cerebral afectada en la enfermedad de Parkinson [11]. En la enfermedad de Alzheimer y en
la enfermedad de Huntington se ha descrito también un aumento en la lipoperoxidacion,
oxidacién de ADN y oxidacion de proteinas [12,13].

Enfermedades neurodegenerativas
Enfermedad de Parkinson (EP)

Clinica. El cuadro clinico descrito en 1817 por James Parkinson en su Ensayo sobre la
Paralisis Agitante merece el nombre de enfermedad de Parkinson. La sintomatologia de la
enfermedad describe la presencia simultanea de hipertonia de un tipo especial, de acinesia y de
temblor en reposo.. ,que aparece tipicamente en la segunda mitad de la vida, su evolucion es de
progresion lenta y se producen lesiones anatémicas que van a afectar selectivamente a la SN del
mesencéfalo. Se han descrito sindromes parkinsonianos de etiologias diversas. Su forma
idiopatica es probablemente la enfermedad neurodegenerativa mas frecuente en México. Su
diagnostico es clinico y su confirmacién es anatomopatolégica. Macroscopicamente con la
despigmentacién de la SN y microscopicamente con los depdsitos de Fe en dicho nucleo y la
presencia de cuerpos de inclusion citoplasmicos, los llamados cuerpos de Lewy que tienen como
principal componente una proteina malformada y agregada, la a-sinucleina [14]. También se
puede afectar uno o ambos lados del cuerpo y la magnitud de la pérdida funcional puede variar.
Los sintomas pueden ser leves al principio, por ejemplo, el paciente puede tener temblor leve o
una sensacion ligera de que una pierna o un pie estan rigidos y se arrastra. Los sintomas
abarcan: disminucidon de movimientos automaticos; dificultad para deglutir y babeo; alteracién del
equilibrio y la marcha; falta de expresién facial; dolores musculares; problemas con el
movimiento; rigidez muscular con resistencia en rueda dentada; temblores; habla mas tranquilo y
lento; postura encorvada; seborrea; depresion, ansiedad, estrés y tensién, confusion y demencia.
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La causa de la neurodegeneracion de las células dopaminérgicas es desconocida a
pesar de los avances en el conocimiento de los fendmenos neuroquimicos que subyacen a esta
patologia. Actualmente existe un gran interés por estudiar el proceso de degeneracién neuronal y
en particular el estudio del estrés oxidativo. Se sabe que pacientes con predisposicion genética a
ser mas susceptibles a las neurotoxinas ambientales generadoras de reacciones oxidativas, son
los que presentan una muerte neuronal mayor [15]. Los agentes toxicos como el 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) y el paraquat sustentan dicha hipotesis, ya que inducen la
produccion de RL inestables que interactian con los lipidos poliinsaturados de las membranas y
llevan a la muerte neuronal especifica de las células de la SN, pars compacta (SNpc), tal como
ocurre en el Parkinson idiopatico [16]. Algunos estudios en cerebros post mortem de pacientes
con la enfermedad, revelaron un aumento en los niveles de la lipoperoxidacion, lo cual se asocia
a un incremento en los niveles de Fe en la SNpc [17]. Asi, también en el liquido cefalorraquideo
(LCR) se encontraron una disminucion en los sistemas de defensa antioxidante y bajo contenido
de glutatiéon reducido (GSH) [18].

Experimental. la SNpc, es la region cerebral dopaminérgica mas afectada durante el
establecimiento de la enfermedad, presentando en etapas tempranas, alteraciones bioquimicas
tales como disminucion en los niveles de glutatiéon reducido (GSH) y disminucion en la respuesta
antioxidante; reduccion en la actividad del Complejo | de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial acompanada de una generacién excesiva de O, ", sobreproduccion de ‘ON a causa
de la sobre expresion de la isoforma inducible de la sintasa del éxido nitrico (SONi), asi como el
incremento en el contenido total de Fe en esta regién cerebral [19]. Ademas, la disminucion en
los niveles de GSH representa uno de los defectos bioquimicos tempranos mas importantes [20,
21]. La relacion entre GSH/GSSG (glutation oxidado) disminuye durante la degeneracion
neuronal, lo cual favorece la formacién de RL. Por otro lado, estudios de resonancia magnética
espectroscopica, en pacientes con Parkinson demostraron la disminucion cortical y subcortical
en el metabolismo de la glucosa y aumento del lactato cortical [22], sugiriendo alteraciones del
metabolismo energético. En relacidon a esto se reporté una disminucion hasta de un 40% en la
actividad del complejo | en plaquetas y musculo estriado de pacientes con la enfermedad [23],
asi mismo, se reportd en tejido nervioso una disminucién del 30-40% en la actividad del complejo
I en la SNpc [24] y en la corteza frontal [25] de cerebros post mortem. El desacople en la cadena
transportadora de electrones causa un aumento de hasta siete veces mas en la formacion del
radical O,", asi como de H,O, [26], el cual también se ve incrementado por el recambio de
dopamina, asi como el metabolismo oxidativo de la monoamino oxidasa y a la auto oxidacién de
la dopamina mas la formacién de radicales quinonas ("QDA). Actualmente, el incremento en el
contenido de Fe de la SNpc de pacientes con Parkinson se ha convertido en un factor clinico de
diagnéstico con una especificidad del 96% [27]. El Fe interactia con el H,O, y con la
neuromelanina de forma reversible, modificando el estado redox del metal entre su estado
ferroso y férrico (Fe2+ y Fe**, respectivamente), con la resultante formacién ciclica del radical ‘OH
[6] (Figura 1).

Por otro lado, lagunos pacientes presentan una sobreproduccién de '‘ON cerebral
mediada por un incremento de ca® que activa al receptor de tipo NMDA. El "ON participa en la
citotoxicidad mediada por macréfagos y neutréfilos en la SNpc [28]. EI ONOO™ es capaz de
producir una reaccion espontanea con los metales de transicion de las metaloproteinas en los
centros Fe-azufre de un considerable numero de enzimas. y es considerado un factor causante
del dafo neuronal dopaminérgico en la enfermedad de Parkinson. La estabilidad inusual del
ONOO’ contribuye a su toxicidad, ya que le permite difundir lejos de su sitio de formacion vy
producir también la oxidacién de macromoléculas celulares. Un indice de formacion de ONOO"
son los residuos de tirosina libre y proteinas que el agente es capaz de nitrar [29]. Es asi que,
alteraciones en el estatus del "ON se relacionan con el padecimiento y constituyen un indicador
importante de dafio oxidante y nitrérgico en pacientes que cursan con esta enfermedad.
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Figura 1. llustracion del catabolismo de la DA por la accién de la MAO-B, asi como la
auto-oxidacion de la DA. Modificado a partir de Gerlach et al., 1994.

Después de aproximadamente 50 afos de investigacion sobre la enfermedad de
Parkinson, aun no existe un tratamiento eficaz. La terapia actual esta dirigida a reducir los
sintomas y no asi su progresion. La L-DOPA, precursora de la dopamina reduce los sintomas
motores y es el farmaco mas utilizado desde hace mas de 40 afos. Sin embargo, se estima que
aproximadamente el 50% de los pacientes desarrollan complicaciones en los primeros 5 afos de
tratamiento [30]. Existe la terapia protectora, dirigida a preservar las neuronas remanentes, la
cual administrada con el tratamiento farmacoldgico sintomatico puede, a largo plazo, mejorar la
expectativa de los pacientes con la enfermedad. Dado que el estrés oxidativo esta presente en
la enfermedad de Parkinson, existe la propuesta de que compuestos antioxidantes como el
selenio, las vitaminas y la coenzima Qqo (CoQq) tengan propiedades neuroprotectoras. El
selenio es un elemento traza que se incorpora a las cisteinas de la GPx y selenoproteinas
formando a la selenocisteina [31]. Las vitaminas C y E actlan como atrapadores primarios de
RL. A pesar de que en estudios clinicos no fue posible encontrar efectos neuroprotectores,
después de la administracion de vitamina E, si se demostré que dosis altas de vitamina C y E
retrasan la necesidad de la terapia sintomatica durante 2.5 afios [10,32]. La CoQ;q 0 ubiquinona
es un antioxidante potente atrapador de RL, ademas de ser un cofactor de las proteinas en la
cadena transportadora de electrones y una molécula energética esencial dentro de esta cadena
[33]. Datos recientes demuestran que la administracion de dosis altas de CoQo (1200 mg/dia) en
pacientes con Parkinson disminuyeron el deterioro de las funciones cuando fue evaluado en la
escala UPDRS [33]. Sin embargo, a causa de los resultados contradictorios en los diferentes
protocolos clinicos aun no hay cifras definitivas en la literatura.
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Enfermedad de Alzheimer

Clinica. La demencia es un sindrome de deficiencia cognoscitiva definido por los criterios
del DSM-IV como un deterioro de la memoria y al menos una de las siguientes alteraciones:
trastornos del lenguaje o afasia, pérdida de adquisiciones motoras o apraxia, del reconocimiento
de texturas, sonidos, formas, caras o agnosia y finalmente de las funciones ejecutivas que son
abstraccion, secuenciacion y planeacion. Los criterios de demencia contemplan una intensidad
de estos trastornos suficiente para tener una repercusion social y funcional en los pacientes. La
prevalencia de demencias en sujetos de mas de 65 afos de edad en los Estados Unidos es
aproximadamente de 6 a 10%. La enfermedad de Alzheimer, representa dos tercios de estos
casos por lo que se trata de la primera enfermedad neurodegenerativa en ese pais donde la
prevalencia es de mas de 4 millones de casos [34]. Los criterios de demencia del tipo Alzheimer
también estan detallados en el manual DSM-IV, pero en la practica neuroldgica se usan mas los
criterios NINCDS-ADRDA que definen claramente el diagnéstico de Alzheimer como posible,
probable o definitivo.

El padecimiento es un desorden neurodegenerativo que se manifiesta clinicamente por
la pérdida progresiva de la memoria, deterioro cognitivo, desorientacion espacial y la pérdida de
independencia del paciente [35]. Su progresidn se asocia a cambios bioquimicos como el déficit
colinérgico, el dano metabdlico neuronal derivado de la excitotoxicidad por glutamato y el estrés
oxidativo [36]. Anteriormente se consideraba que la edad era el principal factor de aparicion de
este tipo de demencia; sin embargo, en la actualidad se establece que su origen es multifactorial.
Uno de los factores de riesgo que esta asociado a un inicio temprano es la predisposicion
genética. Algunas mutaciones puntuales en la regién codificante del péptido B amiloide en su
proteina precursora (PPA,; proteina precursora del amiloide), las mutaciones familiares en genes
de las presenilinas (PS1/PS2) y la presencia del alelo €4 de la apolipoproteina E son eventos que
favorecen el dafo oxidativo [37].

La caracteristica neuropatolégica de la enfermedad es la presencia de agregados
extraneuronales de B amiloide, las cuales forman a las placas seniles (PS) o placas neuriticas y
ademas las estructuras intraneuronales, llamadas marafas neurofibrilares o NFT’s, que son el
resultado de la fosforilacién anormal de la proteina tau, la cual se encuentra asociada a los
microtubulos [38].

Su diagndstico probable, incluye un sindrome demencial y descarta otra enfermedad
neurolégica ¢ sistémica que lo pueda originar, también incluye una demencia establecida,
agravacion progresiva del déficit de memoria y otras funciones cognoscitivas, ausencia de
alteracion del estado de conciencia. Presenta su inicio entre los 40 y 90 anos de edad, mas a
menudo después de los 65 afos. Los marcadores sensibles y especificos se obtienen con

estudios de neuroimagen, electroencefalograficos y del LCR con examen citoquimico.

Entre las multiples teorias fisiopatolégicas que intentan explicar el desarrollo del
Alzheimer destacan dos hechos: por un lado, la formacién de ovillos neurofibrilares en el interior
celular y, por otro, el depésito extracelular de la proteina f amiloide. Estos dos hallazgos
neuropatoldégicos traducen a la degeneracién neuronal a través de un mecanismo de muerte
celular programada (apoptosis). Este proceso comienza en centros cerebrales de tipo
colinérgico, lo que llevé a postular la llamada teoria colinérgica de la enfermedad de Alzheimer,
en la que se basa el uso de los farmacos actualmente disponibles para su tratamiento, los
inhibidores de la esterasa de acetilcolina (AChE), como la rivastigmina, el donepecilo y la
galantamina. Posteriormente se explotaron las propiedades de la memantina, un antagonista no
competitivo de los receptores de tipo NMDA.

Experimental. Un aspecto de la enfermedad ampliamente analizado es la relacion
existente entre la presencia de las placas seniles y la severidad de la enfermedad. En estudios
realizados en humanos y en ratones transgénicos se demostré que el dafio cognitivo se presenta
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antes de que se desarrollen las placas seniles y las NFT's [39]. El estrés oxidativo, desempefa
un papel fundamental en la patologia temprana de la enfermedad; esta hipdtesis esta apoyada
por la evidencia de que la disfuncion cognitiva de los pacientes y los modelos animales, se debe
a la alteracion de la transmision sinaptica, la cual es promovida por la presencia de EROs.
Ademas, el estrés oxidativo incrementa la produccién y agregacion del B amiloide y también
favorece la hiperfosforilacion de tau [40]. Se considera que existen varios mecanismos
promotores de EROs durante la enfermedad; uno de ellos es el incremento de metales como
Fe**, cu®, zn®* (Figura 2).

_Fe?
Cu*
Transportador Canalioénico \HQO
2
4HNE

Reticulo ( ( QD “ ////

/ endoplasmico \ —

Figura 2. Formacién de EROs por la interaccién de BA con Fe? y Cu”. La agregacion de
BA en la membrana celular favorece la lipoperoxidacion y la modificacion oxidativa de
transportadores de membrana como ATPasas y canales ionicos. Otros efectos
neurotéxicos asociados son la alteracién de la homeostasis del Ca2+, estrés del reticulo
endoplasmico y la agregacion de la proteina tau.

Las regiones cerebrales que se afectan mayormente en la enfermedad de Alzheimer son
la amigdala, la corteza y el hipocampo. Esto se relaciona con el incremento del Fe** en estas
regiones. Ademas, la union del zn* y el Cu” con el B amiloide forma complejos que favorecen la
agregacion del péptido y la generacion de H,O, [41]. La presencia de EROs, a su vez,
incrementa la expresion y la actividad de los complejos enzimaticos BACE 1 y secretasa-y que
participan en el procesamiento de la PPA, lo que genera un incremento en la produccién de B
amiloidey,, la cual tiene una mayor capacidad de agregaciéon en comparacion con § amiloides.
Pravat y Pettegrew (2004) indican que los agregados de [ amiloide son el resultado de la
conversion de especies monoméricas solubles que tienen una configuracién de a-hélice, en
intermediarios amiloidogénicos de conformacion B-plegada y que se estabilizan al formar
oligébmeros o ADDL’s (de sus siglas en inglés:amyloid B derived difusible ligands). La union de
los ADDL’s da origen a otra estructura de agregacion conocida como protofibrilla [42].
Finalmente, la interaccién de las protofibrillas entre si da lugar a las fibras amiloideas. En
estudios recientes se ha propuesto que los ADDL s tienen una mayor actividad neurotdxica que
las otras estructuras.
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Otro mecanismo promotor de estrés oxidativo, se refiere a la alteracion prematura de la
vasculatura cerebral por la acumulacién de B amiloide en las paredes de los vasos sanguineos
de las meninges y el parénquima cerebral. La hipofuncionalidad endotelial se relaciona con la
presencia de EROs y el incremento de hemorragias cerebrales en personas con antecedentes
familiares de angiopatia vascular amiloide [43]. Finalmente, la sobreexpresion de las sintasas del
‘ON neuronal e inducible (SONn y SONi) favorece el incremento del ambiente oxidante [44].

Existen diversos marcadores bioquimicos que ponen de manifiesto la relacion existente
entre el estrés oxidativo y las alteraciones celulares que ocurren en la enfermedad de Alzheimer,
por ejemplo: se genera un incremento de moléculas oxidadas tales como proteinas, lipidos y
acidos nucléicos por la presencia de la 3-nitrotirosina y la 3, 3’-ditirosina en el hipocampo,
neocorteza y en el fluido ventricular cerebroespinal de pacientes con el padecimiento [45].
Ademas, la modificacion del ADN nuclear y mitocondrial se asocia al incremento del marcador 8-
hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG) tanto en la corteza, como en el cerebelo de pacientes, en
comparaciéon con sujetos controles de la misma edad [46]. La lipoperixidacion genera los
productos acroleina, malondialdehido, 4-hidroxinonenal (HNE) y los derivados oxidados del acido
araquidonico (F2-IsoPs: F2-isoprostanos) y del acido docosahexaenoico (F4-NeuroPs: F4-
neuroprostanos). Y se ha demostrado que existe una relacién entre el incremento de HNE en
cultivos de células hipocampales y la alteracién de la funcién de ATPasa de Na'/K" [47].

Debido a la relacidon que existe entre la presencia del estrés oxidativo y el déficit
cognitivo, se propuso el uso de antioxidantes como terapia farmacolégica con el fin de inhibir la
formacién de EROs o bien promover su captura e inactivaciéon. Actualmente se conoce una gran
variedad de antioxidantes, algunos de ellos son antioxidantes que provienen de alimentos y
bebidas. Tal es el caso de los polifenoles contenidos en el vino tinto: miricetina, morina,
quercetina, kaempferol, catequina y epicatequina. Ono et al.,, (2006) indican que dichos
compuestos poseen propiedades neuroprotectoras tanto in vivo como in vitro, pues ademas de
atrapar a los EROs también se unen al B amiloide soluble y evitan la formacién y polimerizacién
de las fibrillas amiloideas. Otros antioxidantes anti- amiloidogénicos son los acidos tanico,
rosmarinico y nordihidroguaiarético, la curcumina, la melatonina y la nicotina [48].

Es importante mencionar que el éxito de los antioxidantes en la prevencion del deterioro
cognitivo se apoya en estudios realizados en ratones transgénicos que expresan diferentes
mutaciones de la proteina precursora del amiloide. El tratamiento basado en la administracion,
solamente de acidos grasos poliinsaturados (Q-3) derivados del acido docosahexanoico, el acido
lipdico o la S-alil-cisteina, incrementa el desempeno de los animales en pruebas de memoria
espacial [49]. Uno de los antioxidantes que se utiliza en la clinica es el a-tocoferol. En un estudio
multicéntrico doble ciego controlado con placebo, en 341 pacientes con la enfermedad, con un
grado de moderado a severo, se les adminastrd a-tocoferol y se vié un retraso en el deterioro
cognitivo. Este mismo efecto se demostré con la administracion de la desferrioxamina un
quelante de iones metalicos y con el tenilsetam [50]. En modelos animales, la administracién de
farmacos quelantes de zn* y Cu” disminuyo el depdsito de BA [51].

Esclerosis lateral amiotréfica (ELA)

Clinica. La ELA es una enfermedad neurodegenerativa de progresion rapida con pérdida
de motoneuronas superiores e inferiores la cual es considerada la principal caracteristica
patolégica y la causa de los signos clinicos que presentan los pacientes [9]. El cuadro clinico de
ELA se caracteriza por debilidad muscular combinada con espasticidad, hiperreflexia y signo de
Babinski debida a la afectacion de motoneuronas superiores, amiotrofia, calambres vy
faciculaciones por afectacion de motoneuronas inferiores [52]. La muerte en estos pacientes se
produce fundamentalmente por colapso de la funcidon respiratoria, incluyendo hipoxia, arritmias
cardiacas e infecciones bronco-pulmonares, aproximadamente tres afios posteriores a la
aparicion de los sintomas [52].
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La incidencia de la enfermedad es de 1.5 a 2.5 casos por 100 000 habitantes/ano.
Predomina en los hombres con una proporcion de 1.7 a 2 por cada mujer. En México un estudio
publicado en el afio 2006, reporta que la frecuencia de ELA muestra una curva ascendente a lo
largo de los 31 afios revisados [53]. Factores como: la edad de inicio, el sitio de inicio, el estado
funcional y el grado de deficiencia respiratoria en el momento del diagndstico, condicionan el
prondstico [54]. Las formas esporadicas representan 90% de los casos mientras que una
pequefia proporcidon de las formas familiares (10%) contienen un factor de tipo genético,
asociado a mutaciones en el cromosoma 21 en la regidén del gen que codifica para la superoxido
dismutasa dependiente de Cu/Zn (SOD1). En la actualidad, el diagnéstico de ELA se define
como probable, posible o definido (cierto) a partir de los criterios revisados en “El Escorial” [55].
Estos criterios se basan en la presencia de signos clinicos o electrofisiolégicos de afeccion de las
motoneuronas central o periférica (también llamada superior o inferior) en cuatro diferentes
territorios: bulbar, cervical, toracico y lumbar. La evaluacién clinica de los pacientes, integra
generalmente una escala funcional como la ALS FR-R (escala funcional de ELA revisada), la
cual contempla la capacidad de autocuidado y la funcién respiratoria del paciente [56].

Experimental. Aunque en la mayoria de los casos de ELA, la etiologia es desconocida
existen diferentes hipotesis para explicar el mecanismo de dafio y estas incluyen: factores
ambientales, fendmenos de autoinmunidad, estrés oxidativo, excitotoxicidad, infecciones virales,
anormalidades en el citoesqueleto y pérdida del soporte para el trafico intracelular, siendo de
particular interés el estrés y la excitotoxicidad para las cuales existen multiples evidencias [57]. El
descubrimiento de la mutacion en el gen de la superéxido dismutasa 1 (SOD1) en familias con
ELA, permitié el desarrollo del primer modelo transgénico y la implicacién del papel potencial de
los RL dentro de la patogénesis del padecimiento, sin embargo la actividad de la SOD en los
casos esporadicos, parece ser normal. La administracion de antioxidantes en el ratén
transgénico de ELA pudo detener la aparicion del genotipo degenerativo y prolongar la
sobrevivencia [58]. Esto sugirié que los procesos de degeneracion involucrados en este raton
son disparados por estrés oxidativo cuando la progresion involucra indudablemente
excitotoxicidad [57,9] (Figura 3). Existen anormalidades producto del dafo oxidativo en proteinas
de la corteza y espina lumbar de muestras post mortem de pacientes con ELA [59], algunos
estudios observaron un aumento en la inmunoreactividad a nitrotirosina en motoneuronas de la
espina. Ademas, experimentalmente la induccion de estrés oxidativo in vivo puede producir
muerte de motoneuronas en el cordén espinal de rata [59]. Las primeras evidencias de la
excitotoxicidad en la ELA fueron propuestas formalmente por Plaitakis en estudios donde
demuestra cambios en los niveles de glutamato en plasma, fluido cerebro espinal y en cerebros
de pacientes post mortem con ELA. Mas recientemente, los trabajos realizados por el grupo de
Rothstein (1995) demuestran alteraciones en la recaptura del glutamato en preparaciones de
tejido post mortem de corteza motora y de espina lumbar, debida a la pérdida selectiva de uno
de los subtipos del transportador de glutamato, EAAT-2, el cual es expresado Unicamente en
células gliales [60]. Debida a que los niveles del ARNm del EAAT-2, no estan modificados, ello
sugiere que las alteraciones son de tipo post-transcripcional.A este respecto es importante
sefalar que, los transportadores a glutamato muestran una alta sensibilidad hacia el ataque por
RL in vitro [60]. Entre las hipdtesis de RL y excitotoxicidad en la etiologia de la ELA, estas
evidencias cuestionan, si las alteraciones en el metabolismo del glutamato son causa o
consecuencia de la enfermedad [59].

Estudios patolégicos muestran también la presencia de anormalidades mitocondriales en
motoneuronas provenientes de pacientes con ELA, implicando a este organelo en la patogénesis
de esta enfermedad. También en células provenientes de ratones transgénicos de la SOD1
mostraron anormalidades mitocondriales y una disminucion en la actividad de la cadena
transportadora de electrones y en el potencial de membrana de la mitocondria, alterando la
homeostasis del Ca®', incrementando el dafio al ADN mitocondrial y modificaciones en el
proteosoma que incluyen reduccion en los mecanismos de defensa antioxidante en la
mitocondria [9].
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Figura 3. Esquema que muestra los mecanismos probables involucrados en los procesos
de dafio en la ELA incluyendo la formacién de radicales libres. Modificado de Louvel
1997.

En ELA existe una vulnerabilidad selectiva del grupo de motoneuronas, con la aparente
proteccion hacia algunos grupos neuronales, como las neuronas oculomotoras vy el nucleo de
Onuf. Un factor importante de esta vulnerabilidad puede ser la diferencia en la habilidad celular
para contrarrestar incrementos en los niveles de Ca®". Las motoneuronas presentan corriente
baja a proteinas con ca®, parvalbumina y calbindina D-28k, con excepcién de algunas del tracto
oculocomotor y el nucleo de Onuf precisamente los protegidos en la ELA, la parvalbumina y la
calbindina, protegen de la excitotoxicidad a partir de la medicién del receptor para el acido alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasol propionico/kainato (AMPA) pero no median la actividad de los
receptores de tipo NMDA, de forma similar las neuronas que contienen calbindina, son mas
resistentes a EO [9].

El riluzole fue uno de los primeros farmacos, aprobado en 1996, para el tratamiento de la
ELA, junto con un tratamiento de factores troficos. Los tratamientos con agentes
neuroprotectores con funcién antioxidante como la N-acetilcisteina o selegilina no han sido
exitosos. Recientemente Fornai et al., demostraron que, dosis diarias de litio retardan la
progresion de pacientes con ELA [61]. Paralelamente probaron el tratamiento con litio en un
modelo transgénico de ELA y observaron la misma proteccion [61]; estos resultados son aun
discutidos, dado el pequeno grupo de sujetos que participaron en el ensayo. Hoy en dia el Unico
tratamiento con eficacia clinica sigue siendo el agente anti-glutamatérgico, riluzole que prolonga
la sobrevida de 3 a 6 meses pero no mejora la fuerza muscular ni la calidad de vida de los
pacientes[62].
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Enfermedad de Huntington

Clinica. La enfermedad de Huntington es un trastorno neurodegenerativo, autosémico
dominante caracterizado por movimientos involuntarios como la corea, asi como anomalias del
movimiento voluntario. Hay pérdida cognoscitiva y trastornos psiquiatricos. Las neuronas
espinosas medianas del estriado son las que degeneran y tiende a generalizarse con el paso de
los afos. La atrofia estriatal determinada por estudios de neuroimagen apoya el diagndstico. La
prevalencia de la enfermedad es de 5 a 10 casos por 100,000 habitantes con aproximadamente
30,000 casos en Estados Unidos. En el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel
Velasco Suarez” estan registrados mas de 700 sujetos de los cuales alrededor de 600 tienen
diagnodstico confirmado mediante prueba molecular. Esta ultima consiste en la identificacion de
una expansion anormal de trinucléotidos CAG (citosina-adenina-guanina) en el alelo mutado del
gen de la huntingtina (htt), en el brazo corto del cromosoma 4 [63]. Las primeras manifestaciones
generalmente ocurren entre la cuarta y la quinta década de vida, aunque existe una forma
denominada juvenil y otra denominada adulta. Las manifestaciones motoras incluyen un
seguimiento ocular incompleto, lentitud de los movimientos sacadicos oculares provocados,
aumento del tono muscular (rigidez), movimientos involuntarios, afeccion del lenguaje, de la
deglucion, de la coordinacion y finalmente de la marcha y del equilibrio. EI Huntington Study
Group elaboré, en 1996, una escala clinimétrica que contempla todos estos rubros asi como una
parte funcional con las actividades de la vida diaria que puede realizar el paciente, una escala
psiquiatrica de comportamiento y finalmente pruebas cognoscitivas [64]. Los tratamientos se
dividen en 3 grupos. El tratamiento convencional de la corea se basa en el uso de bloqueadores
de receptores dopaminérgicos (haloperidol) y la deplecién en dopamina (tetrabenazine). También
se usan antipsicéticos atipicos y otras medicaciones anticoréicas como la apomorfina y la
bromocriptina. El tratamiento de los sintomas psiquiatricos consiste en antidepresivos,
ansioliticos (benzodiazepinas), el tratamiento de la irritabilidad y agresividad con antipsicéticos,
de la hipersexualidad con medroxiprogesterona, de la demencia con inhibidores de la
colinesterasa o con memantina, de las obsesiones con olanzapina. Finalmente, las estrategias
neuroprotectoras son los antagonistas del glutamato: amantadina, remacemida vy riluzole, los
acidos grasos insaturados, la creatina, la minociclina como antiapoptético mediante la inhibicion
de caspasas 1y 3y la coenzima Q4 [65].

Existen evidencias, obtenidas de estudios en pacientes con la enfermedad de Huntigton,
que sugieren que los procesos excitotoxicos, el estrés oxidativo y la alteracion del metabolismo
energético, estan involucrados con la etiologia de la enfermedad. El hallazgo de niveles de
productos de dafio oxidativo en areas de degeneracion en cerebros de pacientes, asi como el
incremento en la produccion de RL en modelos animales, indican la participacion del estrés
oxidativo, ya sea como una causa o como un constituyente secundario de la cascada de muerte
celular en la enfermedad [66]. Se ha encontrado en el caudado-putamen de pacientes con el
padecimeinto que estan incrementados los productos del estrés oxidativo, tal como el 8-OHdG y
lipofucsina [66]. Ademas, la actividad mitocondrial de aconitasa (la inactivacién es un indicador
de estrés oxidativo) se encuentra severamente reducida en el caudado-putamen ,lo que implica
un incremento del estrés oxidativo [67]. Finalmente, hay evidencias, de dafo oxidativo al ADN
mitocondrial en la corteza parietal [68]; asi como también, hay evidencias de la produccion
aumentada de RL en el cerebro de pacientes con la enfermedad y ratones transgénicos [67,69].

Experimental. Entre los mecanismos propuestos en el establecimiento de la enfermedad
se encuentran: disfunciones mitocondriales, mecanismos apoptoticos [70], toxicidad por
agregados de htt, que involucran desregulacion transcripcional; [71] por el secuestro de factores
de transcripcién por parte de los agregados de la htt mutada (mhtt), mecanismos de
excitotoxicidad en los que se describe la muerte celular a partir de la sobreestimulacion de los
receptores para aminoacidos excitadores (principalmente NMDA), con la consecuente
generacion de RL y dano oxidativo como parte importante en el proceso de neurodegeneracion
[72]. En algunos modelos experimentales se encuentran indicios de la participacion de procesos
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inflamatorios y activacion de microglia [73], activacion de transaminasas cerebrales, las cuales
muestran un incremento en la reactividad con proteinas que contienen repetidos poli Q como la
mhtt [74], ademas de catalizar la inactivacion de la 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y la o-
cetoglutarato deshidrogenasa (KGDHC) en presencia de dominios de poli Q (Figura 4). También
se ha propuesto la hipotesis kinurinérgica, en donde se involucran alteraciones el metabolismo
del triptofano por la via de la kinurenina existiendo evidencia, tanto clinica como basica de
cambios en las concentraciones de los metabolitos y en las actividades de sus enzimas
limitantes [75].
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Figura 4. Esquema que representa la interaccion de la mhtt y la alteraciéon de otros
sistemas en la neurona. Modificado de [59].

En modelos experimentales como los modelo transgénico R6/1 y R6/2, se demostro el
incremento de 3-nitrotirosina [69], y de la lipoperoxidacion, aumento de la actividad de la SON
[76] y un incremento progresivo de 8-OHdG [77].

En un estudio realizado recientemente en cerebros post mortem de pacientes con la
enfermedad se demostré un aumento en la generacion de EROs en células neuronales y no
neuronales y se encontré6 una correlacién directa entre la activacion de la microglia y la
neurodegeneracion. La activacién de la microglia sobreactiva a la NADPH oxidasa (productora
de EROs), por lo que es posible que la inactivacion de NADPH oxidasa tenga una aplicacion
terapéutica. Dado que las EROs en la microglia actian como un segundo mensajero que
amplifica su accién proinflamatoria y media la neurotoxicidad, se cree posible también que una
terapia con antiinflamatorios reducira la actividad de la microglia y consecuentemente se
atenuara la progresiéon de la enfermedad. En el mismo estudio se reportan alteraciones en la
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aconitasa. Adicionalmente, demostraron cambios en la expresion de las proteinas de tipo
peroxidasa (Prx), las cuales pertenecen a la familia de las enzimas eliminadoras de peréxido
(Prx, GPx y cat) y son un mecanismo de defensa antioxidante. Interesantemente demostraron
que habia un incremento en la expresion de Prx1 y Prx6, que correlaciona con una disminucion
en el estrés oxidativo al cambiar el ambiente acido de la Prx1 por una oxidacién en el residuo
Cys52, poniendo en evidencia una mejor actividad dependiente del pH [78].

Los cambios de pH en el padeciemiento resultan de interés, debido a que se ha
demostrado una modulacién del receptor de tipo NMDA por un sitio sensible a cambios de pH.
La actividad del receptor para NMDA es inhibida por cambios de pH en el ambiente extracelular.
A este respecto, el probenecid (farmaco que inhibe la excrecion de acidos organicos desde la
barrera hematoencefalica), demostré efectos neuroprotectores en un modelo de excitotoxicidad
de la enfermedad de Huntington, apoyando la importancia de los cambios en el pH extracelular a
fin de lograr la neuroproteccién [79,80].

Diversos estudios demuestran que la excitotoxicidad es producto de la combinacién de
un incremento en las concentraciones de glutamato y la liberacién de agonistas glutamatérgicos
desde las aferencias situadas en la corteza, reduccién en la recaptura de glutamato por parte de
la glia, hipersensibilidad de receptores NMDA postsinapticos, alteracién en la homeostasis
intracelular del Ca®* y disfunciones mitocondriales. Existe una alteracion en la interacciéon de la
mhtt y la proteina de anclaje PSD-95, la cual puede incrementar la estabilidad y la actividad del
receptor para NMDA, por lo tanto, las terapias utilizadas para detener el avance de la
enfermedad es utilizado diferentes diversos inhibidores glutamatérgicos, incluidos la
remacemida, amantadina, lamotrigina, riluzole y memantina. Aunque algunos estudios afirman
que estos agentes tienen efecto sobre algunos sintomas principalmente en los desordenes de
movimiento, ninguno tienen una evidencia clara sobre el hecho de que puedan detener la
neurodegeneracion. Estudios mas recientes involucran a la via dopaminérgica, como inductor de
excitotoxicidad, dado que la dopamina se encuentra en grandes concentraciones en el estriado y
ésta podria producir una activaciéon de neuronas estriatales con alta sensibilidad a la htt a través
de mecanismos que involucran la activacién de receptores dopaminérgicos (D2), por lo tanto el
uso de co-tratamientos anti-glutamatérgicos y anti-dopaminérgicos se considera importante [78].

Consideraciones generales

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo heterogéneo de enfermedades del
SNC con diferentes etiologias: esporadicas, hereditarias y algunas secundarias a procesos
metabdlicos toxicos. Debido a su prevalencia, morbilidad y mortalidad, estas enfermedades
presentan un significado médico, social y financiero importante en la sociedad.
Neuropatolégicamente éstas se caracterizan por anormalidades en regiones especificas del
cerebro y dafio en una poblacién particular de neuronas. Los grupos de neuronas degeneradas
en las diferentes enfermedades determinan el fenotipo clinico de cada una en particular. La
investigaciones recientes han identificado genes especificos para varios desordenes
neurodegenerativos con el fin de estudiar los factores etiolégicos y proponer mecanismos de
dafo. Por lo que el objetivo en neurociencias es, el entendimiento de los conceptos
fundamentales de estos desordenes, el reconocimiento morfoldgico, neuroquimico y conductual
de cada enfermedad y el entendimiento de su desarrollo y progresion para ofrecer alternativas
terapéuticas para cada enfermedad individual.

A lo largo de cada enfermedad neurodegenerativa se proponen varios mecanismos que
involucran a la excitotoxicidad para explicar la muerte neuronal caracteristica de las
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la elevacién intracelular de ca”, generacion de
RL, dano en la funcién mitocondrial y activacion de programas de apoptosis y de autofagia.
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El estrés oxidativo es un factor fuerte que ocurre cuando hay un exceso de RL y/o
disminucion de los sistemas antioxidantes. Hay evidencia de que un incremento en el
metabolismo energético por la via aerébica aumenta la concentracién de RL, lo cual en turno
aumenta el dafio a membranas lipidicas, induciendo dafio a las estructuras cerebrales,
especialmente cuando la defensa fisioldgica llega a ser ineficiente.

A lo largo de esta revision se pone de manifiesto también el metabolismo desregulado de
los metales (Fe, Cu) los cuales desempefan un papel catastrofico en la catalisis de reacciones
quimicas que conducen a un estrés oxidativo como causa final. Los metales son cruciales como
cofactores para llevar a cabo un gran numero de reacciones enzimaticas cataliticas en el
metabolismo celular y la sefializacién celular. Alguna mutacion en el ADN mitocondrial o una
sobreacumulacién de un metal en cerebro conduce un ambiente oxidante y la formacion de RL
que median cambios patolégicos en la neuronas. Proteinas neuronales y componentes
estructurales consiguen modificarse debido al estrés oxidativo produciendo diferentes
desordenes neuroldgicos conduciendo a neuroinflamacion y pérdida de la funcion cognitiva en
las diferentes enfermedades expuestas anteriormente (enfermedad de Parkinson, Alzheimer, de
Huntington y la Esclerosis lateral amiotroéfica).

Ya que en esta revision el estrés oxidativo es definido como una causa principal en la
neurodegeneracion, es razonable la propuesta de los tratamientos antioxidantes como opciones
terapéuticas para combatir la generacion de RL, ademas de reconocer otros tratamientos
farmacolégicos ampliamente utilizados tanto en la clinica como en la investigacion basica.

Hasta aqui revisamos algunas evidencias de que los agentes oxidantes y nitrantes
generados por procesos biolégicos anormales tienen la capacidad de infringir serios dafios a
moléculas de vital importancia en el tejido nervioso en las enfermedades neurodegenerativas.
Tales signos han sido probados, reproducidos y corroborados en modelos experimentales de
cada enfermedad en donde se ha evaluado el efecto de un sin numero de alternativas
terapéuticas y se destaca preferentemente el efecto de los antioxidantes. Aun sin que los
estudios sean definitivos, y dada la evidencia acumulada del estrés oxidativo en las
enfermedades neurodegenerativas, podemos considerar que moléculas con cualidades
antioxidantes o atrapadoras de RL seguiran siendo evaluadas a fin de encontrar un tratamiento
eficaz.
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Resumen

La estabilidad de las proteinas tiene tanto aspectos termodinamicos como aspectos
cinéticos. En este trabajo se presentan de manera breve y general los aspectos cinéticos de la
estabilidad, haciendo énfasis en su determinacién experimental utilizando la calorimetria
diferencial de barrido. Se discuten los casos de la lipasa de T. lanuginosa y varias mutantes, y de
la triosafosfato isomerasa de algunos parasitos protozoarios. La primera se encuentra entre las
enzimas con mayor numero de aplicaciones biotecnolégicas y la sequnda es una proteina blanco
de un posible farmaco contra varias enfermedades parasitarias. En el estudio de la lipasa se
demostr6 que el método de evolucién dirigida permite obtener variantes funcionales que
presentan una mayor estabilidad cinética que la enzima silvestre. Los resultados con la
triosafosfato isomerasa mostraron que proteinas que comparten la misma estructura y funcion,
pero pertenecen a distintos organismos, tienen estabilidades cinéticas muy diferentes,
posiblemente como resultado de una presién evolutiva selectiva.

Palabras clave: Estabilidad cinética, calorimetria diferencial de barrido, barreras de solvatacion,
lipasa, triosafosfato isomerasa.
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Abstract

Protein stability has thermodynamic and kinetic aspects. In this work, kinetic stability is
discussed in a brief and general manner, emphasizing its experimental determination using
differential scanning calorimetry. The cases of lipase from T. lanuginosa and several mutants,
and of triosephosphate isomerase from three different parasitic protozoa are discussed. The first
is amongst the proteins with most biotechnological applications, while the second has been used
as a target for drug design against several parasitic diseases. In the study concerning lipase, it
was shown that using directed evolution methods it is possible to obtain variants that show a
higher kinetic stability than the wild type. The results for the triosephosphate isomerases showed
that proteins sharing the same structure and function but belonging to different organisms have
very different kinetic stabilities, possibly as a result of the selection pressure

Keywords: Kinetic stability, differential scanning calorimetry, solvation barriers, lipase,
triosephosphate isomerase.

1. Estabilidad termodinamica y estabilidad cinética

En la estabilidad de las proteinas estan involucrados tanto aspectos termodinamicos
como aspectos cinéticos [1]. Una proteina es termodinamicamente estable cuando el cambio de
energia libre de Gibbs (AG) para el proceso de desnaturalizacién es positivo y por tanto,
desfavorable. Asi, cuando en una proteina se cumple que AG > 0, a ciertas condiciones de
temperatura, presion, concentracion y pH se dice que la proteina es estable, lo que permite
estudiarla in vitro desde muy diversos puntos de vista. Sin embargo, esta estabilidad
termodinamica no garantiza que la proteina permanecera en el estado nativo (es decir, en el
estado biolégicamente funcional) por un tiempo ilimitado. Ello se debe a que las proteinas en el
estado nativo sufren alteraciones irreversibles que “vacian” ese estado de manera dependiente
del tiempo. Es decir, la estabilidad de la proteina tiene también aspectos cinéticos.

En este contexto, es interesante senalar que muchas de las acciones que realizamos
para conservar a una proteina en el estado nativo y poder entonces estudiarla (e.g. la busqueda
del amortiguador y el pH adecuados, la conservacion mediante la precipitacion con sulfato de
amonio, mantenerla a bajas temperaturas, etcétera) tienen, de hecho, el propdsito de reducir la
cinética de desnaturalizacion, de tal manera que el estado nativo se mantenga significativamente
poblado por un periodo de tiempo que permita hacer experimentos con ella. Cuando una
proteina permanece en el estado nativo funcional por un periodo de tiempo largo, se dice que es
cinéticamente estable.

La estabilidad cinética de las proteinas y los factores que la determinan han sido objeto
de investigaciones detalladas sélo durante los ultimos 15 afios, cuando las técnicas empleadas
para su estudio y los modelos usados para la interpretacion de la informacidon experimental se
desarrollaron lo suficientemente como para permitirlas. Los trabajos reportados durante estos
afos indican claramente que la estabilidad cinética juega un papel relevante. Algunos ejemplos
son los siguientes: (a) se han encontrado evidencias de que la existencia de las barreras de
activacion (ver seccion 4) que determinan la estabilidad cinética de una proteina tienen su origen
en una presion evolutiva selectiva, en respuesta a sus requerimientos bioldgicos. Un ejemplo lo
encontramos en el mecanismo empleado por algunas proteasas bacterianas, que presentan una
estabilidad cinética significativa [2]; (b) se sabe que algunas enfermedades estan asociadas con
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el mal plegamiento de algunas proteinas, que tienen como consecuencia la formacion
irreversible de un estado no nativo, por ejemplo, amiloides. Un amiloide es el resultado de una
conversion de proteinas o fragmentos de proteinas desde sus formas nativas, a estados
agregados en forma de fibrillas o placas, que se acumulan en diversos 6rganos y dan origen a
mas de 20 enfermedades diferentes. Una posible estrategia para inhibir la formacién de
amiloides consiste en incrementar la estabilidad cinética del estado nativo de las proteinas que
los forman [3-5]; (c) se ha demostrado que la estabilidad de muchos sistemas complejos de
interés tiene una faceta cinética [6-14]; y (d) muchas aplicaciones biotecnoldgicas de toda indole
requieren incrementar la estabilidad cinética de las proteinas involucradas en ellas [15].

2. Calorimetria diferencial de barrido

Los estudios de desnaturalizacion térmica de proteinas, realizados mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés) han sido de utilidad para comprender la
estabilidad de las proteinas y la energética detras de los procesos involucrados. En los equipos
de DSC se tienen dos celdas (la de trabajo y la de referencia) que se calientan a una velocidad
constante proporcionando la cantidad de energia necesaria para mantener entre ellas una
minima diferencia de temperatura (dT). Dado que a presidon constante la energia es igual a la
entalpia, el DSC mide la capacidad calorifica a presion contante C, = dH/dT de la muestra. La
Figura 1 muestra esquematicamente las curvas de C, vs. T (denominadas trazas calorimétricas)
cuando ambas celdas estan llenas con amortiguador y cuando en la celda de trabajo se ha
colocado una proteina.

Cp

Figura 1. Trazas calorimétricas obtenidas en un equipo de DSC cuando las celdas de
trabajo y de referencia contienen un amortiguador (traza roja) y cuando la celda de
trabajo contiene una proteina (traza negra).

El intervalo de temperatura en el cual ocurre la transicion del estado nativo al
desnaturalizado (o agregados), la temperatura a la cual se observa un maximo en la traza (T,,),
el area bajo la curva, su ancho y su perfil (simetria/asimetria) son diferentes para cada proteina.
Son, para expresarlo coloquialmente, la firma térmica de una proteina. En el intervalo de
temperatura donde ocurre la transicidén, la poblacion de proteina en los estados nativo y
desnaturalizado van cambiando, es decir, mientras que al inicio de la traza la mayor parte de las
proteinas se encuentran en el estado nativo y sélo algunas se han desnaturalizado, al final de la
curva ocurre lo contrario. Si la transicion es de dos estados (sin intermediarios), T,, es la
temperatura a la cual ambas poblaciones son iguales. El area bajo la curva, por otra parte, es la
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energia o entalpia total necesaria para transformar toda la poblacién de proteinas originalmente
en el estado nativo al desnaturalizado.

3. Caracterizacion de la estabilidad cinética de las proteinas

La evidencia mas clara del control cinético de la estabilidad de las proteinas la
proporciona la calorimetria diferencial de barrido al estudiar la desnaturalizaciéon térmica
(frecuentemente irreversible) de proteinas empleando varias velocidades de barrido, es decir,
diferentes velocidades de calentamiento.

La senal inequivoca de que la estabilidad de una proteina esta cinéticamente controlada
es que las trazas calorimétricas sean altamente dependientes de la velocidad de barrido. La
Figura 2 muestra un ejemplo de esta dependencia para la triosafosfato isomerasa de
Typanosoma cruzi (TcTIM) [16]. En esta figura puede observarse que al aumentar la velocidad
de barrido, el intervalo en el cual ocurre la transicién y la T, se desplazan a temperaturas
mayores, mientras que el area bajo las trazas permanece constante.
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Figura 2. (A) Trazas calorimétricas para la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi
(TcTIM) a las velocidades de calentamiento indicadas; (B) variacion de la T con la
velocidad de calentamiento. Diagrama tomado de la referencia [16].

4. Barreras de solvatacion

En cualquier reaccién quimica, una barrera de energia -conocida también como energia
de activacion- separa los reactivos y los productos. Al colisionar las moléculas de los reactivos
deben tener la energia suficiente para vencer esa barrera, a fin de que se formen los productos.
Una situacién analoga se presenta para el proceso de desnaturalizacion de una proteina. Es
decir, el control cinético de la transformacion del estado nativo al desnaturalizado queda
caracterizado por una barrera energética. Algunos trabajos tedricos [17-19] sugieren que, en el
caso de las proteinas, las barreras energéticas son barreras de solvatacién. La Figura 3 ilustra
esquematicamente como pueden conceptualizarse estas barreras. En el proceso que lleva a la
proteina desde el estado nativo (N) al desnaturalizado (U) existe un estado de transicion (TS).
Para que las proteinas en el estado N lleguen al estado TS deben vencer una barrera de
solvatacion. De igual manera en la direccion del plegamiento, para que las proteinas en el estado
U lleguen al estado TS es necesario también superar una barrera que, en este caso, se
denomina de de-solvatacion. En la direccidon de la desnaturalizacion, el estado de transicion TS

64



Gutiérrez-Quezada y Costas
_____________________________________________________________________________________________________________________________|]

se conceptualiza como aquel donde existen dos tipos de regiones, a saber (1) regiones de la
proteina que ya estan desplegadas (expuestas al disolvente) y (2) regiones en las cuales las
interacciones débiles entre residuos estan rotas (o parcialmente rotas) y los residuos
involucrados aun no estan expuestos al disolvente.

% TS
BARRERA DE

SOLVATACION BARRERA DE
&E-SO LVATACION

Figura 3. Representacion esquematica de las barreras de solvatacion y de de-solvatacion
en los procesos de desnaturalizacion y plegamiento, respectivamente. El color azul en los
estados nativo (N), de transicion (TS) y desplegado (U) representa las superficies
expuestas al disolvente. En el estado de transicién TS, el color rojo representa a los
contactos internos residuo-residuo rotos (o parcialmente rotos) que aun no estan
expuestos al disolvente. Diagrama tomado de la referencia [19].

En términos simples, la barrera de solvatacion surge de la asincronia (es decir, la no
simultaneidad) entre la penetracién de moléculas de agua y la ruptura de contactos internos
entre residuos. Simétricamente, la barrera de de-solvatacion es debida a la asincronia entre la
salida de moléculas de agua y la formacion de contactos internos entre residuos.

5. Energia de activacion y el modelo de dos estados irreversible.

Para obtener la energia de activacion de la barrera de solvatacidon es necesario plantear
un modelo que explique el proceso de desnaturalizacién. Este modelo debe ser capaz de
describir adecuadamente las trazas calorimétricas como las que se muestran en la Figura 2.
Para muchas proteinas, la desnaturalizacion sigue el modelo conocido como “dos estados
irreversible” [20]. En él se plantea que la transformacién que ocurre al calentar la proteina es N
— F, donde N es el estado nativo y F el estado final que se caracteriza por ser incapaz de
regresar al estado nativo (de ahi la denominacién de irreversible). En el estado F las proteinas
estan desplegadas o formando agregados.
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Experimentalmente, la irreversibilidad del proceso se comprueba cuando al realizar en el
equipo de DSC un ciclo de calentamiento-enfriamiento-calentamiento en una misma muestra, no
se observa pico o traza calorimétrica al efectuar el segundo calentamiento. El modelo plantea
que la cinética de la transformacion N — F queda descrita por una constante de velocidad (k) de
primer orden, cuya dependencia con la temperatura esta dada por la ecuacion de Arrhenius:

pme] 2L L)
R\T T*

donde E, es la energia de activacion y T* es la temperatura a la cual la constante de
velocidad es igual a 1 min™". En el modelo, la traza calorimétrica esta dada por

oy EAH _(E(T-T%) E,(T-T%)
P=Rr P\ T Rre )P TP T R

donde AH es el cambio de entalpia asociado a la desnaturalizacion. El ajuste de esta
ecuacion a trazas calorimétricas obtenidas a varias velocidades de barrido en el DSC
proporciona los valores de E,, AH y T* Dos formas de verificar que el modelo de dos estados
irreversible describe correctamente la cinética de desnaturalizacion de una proteina dada son: (i)
que los valores de E,, AH y T* obtenidos de los ajustes sean los mismos a todas las velocidades
de barrido empleadas en los experimentos de DSC vy (ii) que, de acuerdo con la ecuacién de
Arrhenius, una gréafica de In k v.s. 1/T sea una linea recta (conocida como la grafica de
Arrhenius). Es interesante sefialar que en el modelo hay una relacién simple entre el ancho del
pico (ap) y la E,, a saber:

RTm?
ap=245""1

A

Asi, la simple comparacion visual entre los picos de dos proteinas ya indica cual de ellas
tiene una E4 mayor.

6. Lipasa de Thermomyces lanuginosa

Las lipasas se encuentran entre las enzimas con mayor numero de aplicaciones
biotecnolégicas. Un estudio calorimétrico [21] llevado a cabo con la lipasa silvestre de
Thermomyces lanuginosa, con cuatro variantes de la silvestre que presentan mutaciones
puntuales y dos variantes con mutaciones multiples, reveld que el proceso de desnaturalizacién
para estas enzimas esta cinéticamente controlado, y que puede ajustarse al modelo de dos
estados irreversible (figura 4).

66



Gutiérrez-Quezada y Costas

WT 0.5 K/min

1.5 K/min

Co""P (kJ-K " mol™)

335 340 345 350 355

Figura 4. Ajuste al modelo de dos estados irreversible (linea continua) a las trazas
calorimétricas (simbolos) obtenidas para la lipasa silvestre de T. lanuginosa y para la
mutante P256K. Estas trazas, asi como las de las demas variantes estudiadas, son
irreversibles y muestran dependencia por la velocidad de barrido, lo que indica que el
proceso esta cinéticamente controlado. La concentracion de proteina en todos los casos
fue de 0.1 mg/mL. Diagrama tomado de la referencia [21].

La constante de velocidad para el proceso de destanuralizacion, k, es de primer orden,
segun asume el modelo y esta descrito por la ecuacion de Arrhenius, tal y como lo muestra la
linealidad del grafico de 1/T vs. In k (figura 5).

A partir de la ecuacion de Arrhenius y utilizando la teoria del estado de transicion (que
asume la existencia de un estado de transicion, cuya concentracion con respecto al estado inicial
y final es, en cualquier punto del proceso, despreciable) es posible calcular la energia libre de
activacion, que es la diferencia de energia entre el estado de transicién y el estado nativo de la
proteina. La figura 6 muestra el efecto de las diferentes mutaciones sobre la energia libre de
activacion, en funcion del efecto sobre la entalpia de activacion, que para el modelo del estado
de transicion es igual al valor de la energia de activacion E, El hecho de que las mutantes
multiples muestren una mayor diferencia en la energia libre de activacién, tiene una implicacion
directa en la estabilidad cinética de las mismas: dada la mayor energia que se requiere para
llegar al estado de transicion, este estado es menos accesible, lo que confiere al estado nativo N
de las mutantes multiples una mayor estabilidad. Esta estabilidad es, de hecho, de naturaleza
cinética. Por ultimo se concluye en este estudio, que dicho estado de transicién esta separado
del estado nativo mediante una barrera energética, que tiene su origen en la solvatacién de los
residuos internos de la proteina y por lo tanto es una barrera de solvatacion.
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1T (KT

Figura 5. Grafico de Arrhenius obtenido a diferentes velocidades de barrido para la lipasa
silvestre, la mutante P256K, la mutante mudltiple etiquetada como 5 (D27R/D111A/
L227G/S216P/P256T) y la mutante multiple etiquetada como 7 (D27R/G91R/N94K/
D111A/S216P/L227G/P256T). Diagrama tomado de la referencia [21].
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Figura 6. Efecto de las mutaciones sobre la energia libre de activacion en funcién del
efecto sobre la entalpia de activacion (AAX?£ = AX (mutante) — ING (silvestre)). Las
mutantes multiples son: 5 (D27R/D111A/L227G/S216P/P256T) y 7 (D27R/G91R/N94K/
D111A/S216P/L227G/ P256T) Diagrama tomado de la referencia [21].

Este estudio de las lipasas demostrd, entonces, que es posible obtener variantes
funcionales que presentan una mayor estabilidad cinética que la enzima silvestre. En este
contexto, es importante sefalar que las investigaciones sobre plegamiento que comuinmente se
hacen sobre enzimas de interés biotecnoldgico, se llevan a cabo utilizando condiciones donde se
observa un equilibrio entre el estado desplegado y nativo, en el mejor de los casos 0o, muchas
veces suponiendo a priori este equilibrio y por tanto partiendo de ese modelo erréneo. Sin
embargo, las condiciones empleadas a nivel tecnolégico comunmente implican procesos
irreversibles y un control cinético de la estabilidad.
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7. Las triosafosfato isomerasas de algunos parasitos protozoarios

Un estudio comparativo de la desnaturalizacion térmica de las triosafosfato isomersas de
los parasitos protozoarios Trypanosoma cruzi (TcTIM), Trypanosoma brucei (TbTIM) y
Leishmania mexicana (LmTIM) realizado mediante DSC, ha demostrado grandes diferencias en
cuanto a su estabilidad cinética, pese al elevado grado de identidad que guardan entre ellas [16].

La enzima triosafosfato isomerasa es de interés desde el punto de vista farmacologico,
ya que diversas investigaciones han utilizado a esta enzima en particular como blanco de un
posible farmaco [22,23], contra las enfermedades que causan estos tres parasitos. Los
termogramas obtenidos muestran una dependencia con las diferentes velocidades de barrido
empleadas y se ajustan al modelo de dos estados irreversible (figura 7).
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Figura 7. (A) Ajuste del modelo dos estados irreversible (linea continua) a las trazas
calorimétricas experimentales (simbolos) obtenidas con un equipo DSC para TbTIM
TcTIM y LmTIM, a diferentes velocidades de barrido. La concentracion de proteina en
todos los casos es de 0.4 mg/mL. Diagrama tomado de la referencia [16].

En la figura 7 se puede observar que el ancho de la traza para la enzima TcTIM es
menor que para TbTIM y LmTIM. Tal y como se explicd en la seccidén 5, esto indica que la
energia de activacion de TcTIM es mayor que para las otras dos proteinas. Esto se comprueba
trazando un grafico de Arrhenius (figura 8), que es consistente para todas la velocidades de
barrido empleadas y que nos arrojan los siguientes valores para la energia de activacion: 315 KJ
mol™ para LmTIM, 398 KJ mol™ para TbTIM y 793 KJ mol™ para TcTIM. Estos valores indican
una mayor estabilidad cinética de TcTIM, en comparacién con las otras dos enzimas. Este hecho
se ve claramente reflejado en sus respectivos valores de la constante de velocidad de primer
orden (k) para el proceso de desnaturalizacion a 37°C. El valor de k para LmTIM es de 3.9 x 107
min”" y para TbTIM es de 7.3 x 10 min”, mientras que el valor de k para TcTIM a esa misma
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temperatura es de 1 x 10 min™, es decir, cerca de cuatro 6rdenes de magnitud menor. Esto
indica que, a 37°C, el proceso de desnaturalizacion para TcTIM es mas lento y por lo tanto, ésta
es cinéticamente mas estable que TbTIM (recuadro de la figura 8).
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Figura 8. Graficos de Arrhenius para la desnaturalizacion térmica de TcTIM, TbTIM vy
LmTIM, construidos a partir de los termogramas obtenidos a diferentes velocidades de
barrido. En el recuadro se muestra la extrapolacion de la constante de velocidad a 37°C.
Diagrama tomado de la referencia [16].

En este estudio ademas se hace un analisis sobre la naturaleza estructural del estado de
transicion y la energia de la barrera de solvatacion. Realizando experimentos de DSC en
presencia de un desnaturalizante quimico (urea), y asumiendo que el estado de transicion esta
parcialmente desplegado, se obtienen dos contribuciones energéticas para la barrera de energia
de activacién (AG¢): la de una regién de la proteina que esta desplegada y solvatada (AG¢UNF) y
la de una regién de la proteina cuyas interacciones nativas estan rotas o parcialmente rotas pero
que aun no ha sido solvatada (AG*), es decir, la barrera de solvatacién. Los valores de energia
libre se obtienen de los respectivos valores de entalpia asumiendo una compensacion entalpico-
entropica para calcular los términos de entropia y suponiendo que todos estos términos son
independientes de la temperatura. Los resultados se muestran en la figura 9, en la que se ve
claramente que el valor de la barrera de activacion esta determinada principalmente por el valor
de la barrera de solvatacion.
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Figura 9. Las contribuciones del desplegamiento (AG’EUNF) y de la barrera de solvatacion
(AG*), a la energia del estado de transicion (AG‘é = AG unr + AG*). Las tres TIMs
estudiadas se muestran en rojo. Para propdésitos ilustrativos se muestran también los
resultados obtenidos para las lipasas de T. languinusa y para una serie de proteinas de
bajo peso molecular. Las lineas puntuadas se presentan solo como ayuda visual.
Diagrama tomado de la referencia [16].

Lo destacable de estos resultados, como ya se menciond, es la gran diferencia

encontrada entre TcTIM y las otras dos TIMs en cuanto a su estabilidad cinética, como se puede
deducir de las constantes de velocidad para el proceso de desnaturalizacién, asi como de los
valores de las energias de activacion. Esto sugiere que existe una presién evolutiva sobre
proteinas analogas, que las lleva a modular su estabilidad cinética segun su funcion biolégica en
términos de su barrera de solvatacion.
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Resumen

Aunque ya ha transcurrido un siglo desde que Felix d’Herelle observo por primera vez los
efectos de virus de insectos, seguimos sin entender el origen y la naturaleza misma de estas
entidades biolégicas. Al igual que varios de sus contemporaneos, D’Herelle estaba convencido
de que los virus eran los representantes actuales de los primeros seres vivos, una idea que de
cuando en cuando reaparece en la literatura cientifica. Es poco probable que ello sea cierto, ya
que no es facil explicar el origen repentino de virus primordiales dotados desde un principio de
genomas capaces de codificar para polimerasas, los componentes estructurales de la capside, y
los factores que afectan la requlacion de los procesos biolégicos de sus hospederos. A pesar de
su aparente simplicidad y de sus dimensiones extraordinariamente reducidas, los virus son el
resultado de un proceso de evoluciéon extraordinariamente sofisticado que estamos lejos de
describir del todo. Por razones faciles de comprender, solemos ver a los virus desde una
perspectiva antropocéntrica que nos impide ver el papel tan extraordinario que han jugado como
parte de un sistema de intercambio de material genético que, sin embargo, no ha borrado del
todo las fronteras taxonémicas que separan a las especies. La disponibilidad actual de técnicas
moleculares y el desarrollo de perspectivas epidemiolégicas mas amplias ha permitido en las
ultimas décadas la deteccion de nuevas enfermedades de origen viral. Sin embargo, los agentes
causales son meras variantes de tipos virales preexistentes, lo que sugiere que la diversidad viral
actual es el resultado de la diversificaciéon de unos cuantos grupos ancestrales cuyo origen ultimo
seguimos sin comprender.

Palabras clave: Origen de la vida, naturaleza de los virus, grupos virales ancestrales.
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Abstract

Almost a century after viruses were first described, the problem of their origin and
ultimate nature remains unsolved. From the very beginning Felix d’Herelle became convinced
that viruses could be send as the contemporary representatives of the first living beings, an idea
which was independently suggested by a number of authors and which still finds its way in some
contemporary assessments. This is very unlikely. There is a very small likelihood that the
ancestors of extant viruses could have evolved abiotically already endowed with genes encoding
for a number of traits like replication, capsid structural components and regulatory factors
affecting their hosts. In spite of their small size, highly compacted genome and other traits, viral
characteristics reflect a complex, sophisticated evolutionary process which we are far from
understanding. Anthropocentric biases that are easy to explain have limited our understanding of
viruses as part of a dynamic and intense gene traffic that connects many species but has not
erased altogether the taxonomic barriers separating living beings. Contemporary molecular tools
and broader epidemiological perspectives allow the detection of new viral diseases affecting new
hosts, but these pathogens are mere variants of pre-existing viral groups, suggesting extant viral
diversity can be explained as arising from relatively few starter groups.

Keywords: Origin of life, primordial viruses, starter groups, viral nature.

Introduccioén

Aunque Felix D’'Herelle fracasé como empresario chocolatero, su extraordinaria habilidad
experimental y su formacién autodidacta en microbiologia le permitieron recorrer Europa,
Turquia, Indochina, la India, Egipto, los EEUU, Canada, Latinoamérica y en la URSS, recogiendo
muestras, aislando bacterias, produciendo vacunas, analizando excrementos de vacas, pollos,
humanos e insectos e intentando purificar con métodos no tan convencionales aguas de origen
incierto. Como era un aventurero incansable, en 1907 abandond su empleo en un hospital en
Guatemala (en donde, ademas de trabajar como bacteridlogo, inventé de pasada una bebida
alcohdlica que llamoé “mon banana whisky”) y brincé la frontera hacia México, en donde Olegario
Molina, a la sazén ministro de Fomento de Don Porfirio Diaz, lo contraté para estudiar los
procesos microbiolégicos asociados con la industrializacion del henequén.

En 1910, cuando D’Herelle ya disponia de un laboratorio que habia montado en una de
las haciendas de Molina, los cultivos fueron atacados por una plaga de langostas. Cuando
recorria los campos, un grupo de campesinos mayas le hizo notar que habia zonas en donde los
insectos, luego de haber devorado las plantas, morian rapidamente. Sin conmiseracién alguna,
D’Herelle recogié langostas agonizantes y les practicdé autopsias prematuras para tratar de
entender de que morian. Los insectos, escribié afios mas tarde, padecian diarreas provocadas
por grandes cantidades de bacilos, que pudo aislar y cultivar en el laboratorio sin problema
alguno. No tardé en observar lo que llamé una “anomalia”, y que consistia en “manchas claras,
de forma casi circular, de dos o tres milimetros en diametro, que afectaban varias de las colonias
que crecian en agar”. Al investigar el origen de las manchas D’Hérelle se percatd, para su
sorpresa, que eran producidas por un agente infeccioso tan minusculo que podia atravesar sin
problema alguno los filtros de porcelana que frenaban el paso de bacterias y otros
microorganismos.
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D’Herelle no tardé en abandonar México, pero nunca olvidé lo que habia observado en
Yucatan. En 1915 se encontraba en Paris, y al estudiar la epidemia de disenteria que estaba
causando estragos en el ejército francés, observd placas en los cultivos de Shigella y recordd
con una precision envidiable lo que habia visto afos atrdas en una hacienda yucateca.
Convencido de que tenia a su alcance una forma de destruir patégenos microbianos, tomé
material de las placas, y lo agregé a un cultivo de Shigella. “A la mafiana siguiente”, escribid
D’Hérelle afios después, “abri el incubador y experimenté uno de esos momentos de intensa
emocién que recompensan todos los esfuerzos del investigador: pude observar de inmediato la
perfecta limpidez del cultivo que la noche anterior se encontraba muy turbio: todas las bacterias
se habian desvanecido, como se disuelve un trozo de azucar en agua. Cuando examiné las que
cultivaba en agar, vi que la colonia no habia crecido y lo que me sobrecogidé de emocién fue el
haber comprendido de inmediato lo que habia ocurrido: lo que causaba las manchas claras, las
placas que yo habia observado, no era otra cosa que un microbio invisible, un virus filtrable, pero
un virus que es un parasito de las bacterias”.

D’Herelle no fue el primero en utilizar el término “virus”. Como escribe Smith Hughes [1],
durante la segunda mitad del siglo XIX el término “virus”, que es una palabra latina que significa
veneno o substancia pestilente, circulaba entre médicos y pacientes para referirse en forma
genérica a cualquier agente infeccioso de dimensiones microscopicas. En 1892 Dimitri losofovich
Ivanowsky, un estudiante de la Universidad de San Petesburgo que habia estado estudiando el
llamado mosaico del tabaco, que afectaba las plantaciones de Crimea, descubrié que el agente
causante de la infeccion podia atravesar los filtros que frenaban a las bacterias, pero a diferencia
de D’Herelle penso que se trataba de una toxina bacteriana. Era imposible conocer su naturaleza
exacta, y por ello no fue sino varios afos mas tarde cuando Martinus Beijerinck, un destacado
microbiologo holandés, confirmé los resultados de lvanowsky y llamé al patégeno “liquido
viviente contagioso”, y comenzo a popularizar el uso de la palabra virus.

El origen de los virus: la perspectiva historica

Felix D’Hérelle publico los resultados de sus experimentos en 1917, pero para entonces
Frederick Twort, un microbidlogo inglés, ya habia dado a conocer sus propias observaciones
sobre los virus. A diferencia de otros, Twort y D’Herelle estaban convencidos de que los virus no
eran una toxinas liquidas, sino particulas submicroscopicas capaces de multiplicarse.
Impertérrito, D’Herelle fue mas lejos; aunque todo indica que conocia el trabajo de Twort, decidio
ignorarlo y en 1918 acufié el término “bacteriéfago”, un neologismo que ha corrido con enorme
fortuna, y llegdé a la conclusiéon de que el tamafo minusculo de los virus no solamente los
colocaba en la frontera entre lo vivo y lo inerte, sino que correspondian a las primeras formas de
vida que surgieron en nuestro planeta.

Los descubrimientos de D’Herelle tuvieron una influencia considerable, y no tardaron en
encontrar acomodo en las ideas sobre la genética que se estaban desarrollando con rapidez. En
1922 el genetista Hermann J. Muller [2], que se habia incorporado al grupo de Thomas Hunt
Morgan en la Universidad de Columbia, afirmé que los bacteriéfagos no eran organismos sino
genes, cuya naturaleza quimica nadie conocia aunque se sabia que residian en los
cromosomas. “Seria excesivo identificar a los corpusculos [de D’Herelle] con los genes”, escribio
Muller, “pero en este momento no hay que confesar que no parece existir ninguna diferencia
entre ambos”.

Estas ideas no tardaron en extenderse a las discusiones sobre la aparicion de la vida. En
1928 John B. S. Haldane publicé un breve ensayo en donde examinaba la cuestion del origen de
la vida y, en forma independiente a como lo habia hecho A. |. Oparin unos cuantos anos atras,
propuso también la idea de que los primeros organismos eran resultado de un proceso de
evolucién que habia comenzado con la sintesis abidtica de compuestos organicos y la formacion
de la llamada sopa primitiva, hasta llegar a la aparicion de los primeros organismos, que supuso
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eran procariontes anaerobios y heterotrofos. Sin embargo, sugirid que los virus representaban
una forma intermedia entre las moléculas de la sopa primitiva y las primeras formas de vida. Hoy
sabemos que no es asi. Ningun virus puede proliferar en ausencia de sus hospederos celulares,
lo que implica que ninguno de ellos pudo surgir antes de que aparecieran las primeras células.

Aunque D’Herelle no podia explicar a ciencia cierta la naturaleza quimica de los virus,
comprendié de inmediato que aunque no eran producidos por las bacterias mismas, se
multiplicaban con una eficiencia excepcional en su interior. Como escribié en 1935 Robert G.
Green [3], un médico estadounidense, los virus podian ser vistos como “unidades de vida”, es
decir, como algo vivo, unicamente cuando se encontraban en el interior de las células, “la certeza
de que no existen microorganismos ultramicroscépicos de vida libre nos enfrenta al agudo
problema de los limites posibles que pueden tener las formas de vida libre en un nivel que
también corresponde a los limites de lo que es visible al microscopio”. Green [3] no tardé en
concluir que “la ausencia de microbios ultramicroscopicos es una evidencia, precisamente, del
origen microbiano de los virus filtrables”, y agregdé que los virus, a los que como muchos otros
consideraba particulas coloidales, podian ser los descendientes parasitarios de formas
microscoépicas ya desaparecidas o, bien, parasitos surgidos de microbios como los que aun
existen en torno nuestro. Pocos afios mas tarde Sir Patrick P. Laidlaw analizé el origen de los
virus y, para defender lo que resulté ser una hipétesis muy similar a la de Green [4] subray6 la
existencia de similitudes serolégicas entre virus y bacterias, la presencia de proteinas, grasas y
azucares en los virus de mayor tamafio, compildé una lista que comenzaba con los virus mas
pequefios, seguia con los de mayor tamano y finalizaba con las bacterias de dimensiones mas
pequefas, y analizo los experimentos que mostraban que como diversos patdégenos microbianos
perdian habilidades biosintéticas al crecer en medios en donde estaban presentes distintos
metabolitos.

El contexto histérico en que se propusieron las ideas de Green y de Laidlaw permite
comprender la rapidez con la que fueron aceptadas [5]. Al igual que los virus, las bacterias eran
vistas por muchos Unicamente como patdgenos y, por otra parte, el percatarse que algunas de
ellas como las Rickettsia y las Chlamydia eran extraordinariamente pequefas parecia apoyar la
posibilidad de que los virus fueran vistos como resultado de una “evolucion retrégrada” que habia
llevado a la pérdida de muchos rasgos, incluyendo la posibilidad de multiplicarse de manera
independiente.

Aunque muchos aceptaron lo que comenz6 a ser conocida como la hipotesis Green-
Laidlaw, otros comenzaron a defender la idea de que los virus pertenecian a un linaje evolutivo
ajeno al resto de la biosfera que descendia, como lo habian sugerido D’'Herelle y Haldane, de
formas ancestrales mas antiguas que las células mismas. Haciendo gala de una notable
capacidad analitica y de una intuicion admirable, en 1944 Frank MacFarlane Burnet [6], un
inmundlogo australiano que eventualmente recibiria el Premio Nobel junto con Peter Medawar,
no solamente intentdé describir a los virus bajo una perspectiva ecoldgica y una éptica evolutiva,
sino que ademas reconocié que existian tres tipos de explicaciones sobre el origen de los virus.
Estas tres hipdtesis, que segun Burnet eran excluyentes entre si, incluian (a) la posibilidad de
que los virus fueran los sobrevivientes de un mundo primitivo que antecedié a las primeras
células; (b) la hipotesis Green-Laidlaw, en donde los virus son vistos como los descendientes
degenerados de microorganismos patégenos de dimensiones mayores y vida libre; y (c) la
posibilidad de que los virus fueran fragmentos errantes de material genético de origen celular.

Taxonomia y evolucion viral

Aunque el descubrimiento de los llamados mimivirus, cuyas dimensiones son mayores
que las de células como los mycoplasma [7], ha venido a echar por tierra la imagen de los virus
como entidades submicroscépicas, las primeras imagenes de los virus obtenidas en el siglo
pasado tuvieron que aguardar el desarrollo del microscopio electronico. En 1935, el mismo afio
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en que Green subrayaba que la multiplicaciéon de los virus era un fendmeno estrictamente
intracelular, Wendell Stanley y Henry Loring lograron aislar al virus del mosaico de tabaco de una
planta de tomate, y lograron, para sorpresa de muchos, cristalizarlo. Esta ultima propiedad, unida
a su tamafo mindsculo, parecia confirmar la hipétesis de que se encontraban en la frontera entre
lo vivo y lo inerte. Stanley se convencié de que se trataba de un gen capaz de multiplicarse y
mutar, pero era una proteina pero, siguiendo las ideas en boga, creyé que tenia un caracter
proteinico. A veces es dificil superar los prejuicios cientificos, y aunque un par de afios mas tarde
Bawden y Pirie demostraron que el virus del mosaico de tabaco contenia RNA, la idea de que el
material genético estuviera constituido por acidos nucleicos ain no encontraba acomodo en el
mundo cientifico [8].

Aunque se desconocia la naturaleza quimica del material hereditario, un nuamero
creciente de investigadores comenzaron a defender la idea de que los virus estaban vivos y que
podian ser vistos como meros genes desnudos. El descubrimiento del papel del DNA en los
procesos genéticos y el modelo de la doble hélice de Watson y Crick vinieron a reforzar el
reduccionismo implicito en estos puntos de vista: el propio Wendell Stanley, por ejemplo, afirmé
que los virus no solo eran equivalentes a los acidos nucleicos, sino que estaban ademas vivos.
Por lo tanto, concluyé Stanley, las moléculas de acidos nucleicos estan vivas —un punto de vista
que coincidia con los de Herman J. Muller sobre el origen de la vida, que para entonces sostenia
de manera muy audible, que los primeros organismos habian sido moléculas de DNA formadas
espontaneamente en la sopa primitiva [9]. Esta idea encontraba eco entre muchos
investigadores de la época, para quienes el origen viral de muchas enfermedades animales y
vegetales los volvia, desde un punto de vista practico, equivalentes a agentes infecciosos como
las bacterias y los protistas y, por lo tanto, se podian considerar como vivos.

Y si los virus estaban vivos, habia que buscarles un lugar en los sistemas taxonémicos
tradicionales. Entre los que se empenaron en lograrlo se encontraba C. H. Andrewes, quien
comenzo a predicar la necesidad de clasificarlos, y en un trabajo titulado “Viruses y Linnaeus”
propuso no solo la utilizacién de la nomenclatura binomial, sino también la aplicacion de
conceptos como especie, género, y espécimen tipo [10]. Como afirma Podolsky [4], se habia
llegado a una situacién absolutamente contradictoria, en donde los virus eran vistos a la vez
COmo un organismo y como una molécula “viviente”.

A decir verdad, no son ni una cosa ni otra, pero tampoco se sabia que hacer con ellos.
Hasta antes de disponer de secuencias de genes y proteinas los virus eran clasificados, desde
una perspectiva antropocéntrica facil de comprender, en funcion de las enfermedades que
provocaban, o bien en funcién de su morfologia, lo que puede resultar un criterio
extraordinariamente fragil debido a las presiones evolutivas que pueden llevar de manera
polifilética hacia capsides con formas y tamafnos similares.

El tiempo y las necesidades practicas parecen haberle dado la razén a Andrewes [10]: el
llamado Internacional Committee on the Taxonomy of Viruses (ICTV) ha hecho una labor
admirable intentando sistematizar la informacién sobre nUmeros cada vez mayores de virus, y ha
insistido en una clasificacion basada, como en el caso de plantas y animales, en 6rdenes,
familias géneros y especies [11,12]. Desde un punto de vista evolutivo, sin embargo, resulta
mucho mas util reconocer que los virus se pueden dividir en dos grandes grupos, cuyos
genomas pueden ser de DNA o de RNA, que pueden estar constituidos por una sola hebra o
formar una doble hélice y, en el caso del RNA, puede ser hebras RNA+ o RNA- [13]. El genoma
puede estar formado por varios segmentos que se replican y transcriben de manera
independiente como ocurre, por ejemplo, con los virus de la influenza.

Aunque existen bacteriéfagos como el llamado Q, un virus de RNA cuya polimerasa
esta constituida por cuatro subunidades de las cuales tres provienen de las células de
Escherichia coli infectadas y solo una esta codificada por el genoma viral, la mayor parte de los
virus codifican para su propia polimerasa —y no es facil ni clasificarlas ni demostrar que tienen un
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origen comun [14]. Durante el proceso de replicacidon se pueden formar dobles hélices estables
y, como ocurre con retrovirus como el VIH, la polimerasa es una reverso transcriptasa que forma
primero una doble hélice hibrida RNA-DNA y luego, al degradar el RNA, lee la hebra
complementaria de DNA formando una doble hélice que se integra en el genoma celular.

La replicacion de los virus suele producir grandes poblaciones. Como ocurre con las
RNA polimerasa DNA dependiente involucradas en la transcripcién celular, las RNA polimerasas
virales (incluyendo las RNA replicasas como la Qf replicasa o la del virus de la polio, por
ejemplo) y las reverso trancriptasas carecen de actividad editora. Ello significa, por supuesto,
que las poblaciones de virus, sobre todo aquellos que poseen genomas de RNA, estan
intrinsicamente dotadas de una enorme variabilidad genética. De hecho, la ausencia de
mecanismos de edicidon en la replicaciéon del RNA permite explicar el origen de los genomas
divididos en segmentos que poseen algunos grupos como los ortomixovirus. Mientras mas
grande sea una molécula de RNA, mayor nimero de mutaciones se acumularan al ser replicada
mediante una polimerasa que introduce errores que no puede corregir, por lo que a la larga la
identidad genética se puede perder. El genoma segmentado de virus como el de la influenza
representa, por supuesto, una estrategia evolutiva que impide la acumulacion desenfrenada de
mutaciones. Los genomas segmentados, junto con la elevada tasa de mutaciones y la
recombinacién se traducen en poblaciones con una enorme diversidad fenotipica, sobre la que
actlia la seleccion natural. Ello significa, como ha enfatizado recientemente Esteban Domingo
[15], que a lo largo del tiempo evolutivo los virus no permanecen en un Unico nicho, sino que
pueden invadir distintas especies o volver a aparecer en poblaciones en donde parecian haber
desaparecido. De hecho, tengo la impresion que salvo algunos casos como el virus de la viruela,
con el que hemos logrado acabar gracias a las campanas de vacunacion, los virus son entidades
que nunca se extinguen del todo.

Es probable que los virus sean las entidades biolégicas mas abundantes en la biosfera.
El analisis metagendmico de 41 muestras tomadas a lo largo de unos ocho mil km del Mar de los
Sargazos permitieron identificar mas de seis millones de proteinas, muchas de las cuales son de
origen viral [16, 17], y las evidencias preliminares indican que existe una variedad considerable
de virus de RNA marinos [18]. Sin embargo, a pesar de la enorme variedad de formas de
organizacion de los genomas virales y de las diversas estrategias de replicacion y expresion del
material genético, podemos clasificar a los virus en unos cuantos grupos basicos definidos por
rasgos comunes.

Es cierto que el mundo contempla aténito como aparecen repentinamente enfermedades
y epidemias de origen viral como el SIDA, el SARS o, mas recientemente, la influenza causada
por el virus A/HIN1 —pero todas ellas son provocadas, en realidad, por variantes de grupos
virales conocidos, como los retrovirus y los ortomixovirus, respectivamente. De hecho, algunos
virus como el de Ebola y el de Marburgo, cuya infeccidon suele tener efectos fulminantes, estan
emparentados con virus mucho mas comunes, como el del sarampion y el de la rabia. Como lo
ha subrayado Ed Rybicki [19], de la Universidad de Ciudad del Cabo en Sudafrica, los llamados
“‘mddulos funcionales”, que son conjuntos de secuencias que parecen evolucionar y moverse al
unisono (entre cuyos componentes las polimerasas juegan un papel central), permiten reconocer
las afinidades evolutivas entre grupos de virus que no comparten ni morfologia, ni tipo de
genoma, ni estrategias replicativas, ni hospederos. Por ejemplo, los picornavirus, que poseen un
genoma de RNA de una sola hebra e infectan animales, estan relacionados con los comovirus,
que son esféricos, poseen dos hebras de RNA y se replican en plantas infectadas, y con los
potivirus, que también infectan plantas pero son filamentosos y pueden tener una o dos hebras
de RNA. Los caudovirus, que poseen genomas de doble hélice de DNA y una cauda distintiva,
se encuentran en arqueas y en bacterias.

Existen otros casos bien documentados, como el virus sindbis (SINV), que posee una
membrana lipidica y una capside icosahédrica en cuyo interior se encuentra una hebra de RNA,
es transmitido por la picadura de mosquitos e infecta aves y humanos. A pesar de estas
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caracteristicas, el SINV en realidad esta emparentado con los alfavirus, un género que incluye
también a los bromoviridae, que son también icosahédricos pero poseen un genoma de tres
moléculas de RNA e infectan plantas, y a los tobamovirus, el grupo al que pertenece el virus del
mosaico de tabaco, que tienen forma cilindrica y una sola hebra de RNA.

La enorme diversidad de virus de RNA probablemente refleja el éxito evolutivo tan
extraordinario que han tenido al invadir y diversificarse en un nicho Unico en donde los virus y
organismos que dependen del DNA como material genético no estan presentes. A pesar de ello,
la posibilidad de agrupar diversos virus en pocos géneros y familias (para usar la nomenclatura
del ICTV) es, me parece, evidencia de la rareza con la aparecen clases nuevas de virus. Aunque
los mecanismos que producen nuevos tipos de virus, sobre todo de RNA, estan operando
constantemente, estos son en realidad variantes de los grandes grupos o, para usar la
nomenclatura que algunos prefieren, existen muchas variedades de virus pero pocas especies
originales de los mismos. La pregunta natural es ¢ cual es su origen?

¢ Genes vagabundos?

No existe un registro paleontoldégico de los virus, y la reconstruccion de su historia
evolutiva depende de las comparaciones de las secuencias de sus genes y proteinas. El que
unos utilicen el RNA como material genético y otros el DNA no indica necesariamente que los
primeros sean mas antiguos que los segundos, sino que es una sefal de su flexibilidad evolutiva
y de la forma exitosa con la que han explotado nichos Unicos. Mas aun, el estudio de los
genomas virales demuestra que a lo largo de la evolucién han intercambiado genes con otros
virus (como lo ocurre constantemente entre los virus de la influenza) y con sus hospederos. En la
mayoria de los casos los genomas virales son mosaicos minusculos que nos permiten conocer
comprender la evolucién de las secuencias individuales pero no necesariamente del virus mismo.

Aunque podemos agrupar a los diferentes virus conocidos en unos cuantos grupos, no
es facil encontrar la manera que encontrar la relacion evolutiva entre estos. Ello sugiere que los
virus son de origen polifilético, es decir, que a lo largo de los cuatro mil millones de anos de
historia de la biosfera han ocurrido varios eventos independientes que han llevado a la aparicién
de estas grandes familias. ;Coémo surgieron estos grupos originales? Algunos grupos, como el
que incluye a los poxvirus, que incluye al virus de la viruela, estan dotados de un genoma de
DNA de doble hélice que codifica para unas doscientas proteinas, entre las que se incluyen los
componentes de la RNA polimerasa DNA dependiente cuyas subunidades muestran una relacion
evolutiva con sus equivalentes celulares involucradas en la transcripcion [20]. Aunque estas
caracteristicas hubieran parecido confirmar en su momento la validez de la hipétesis Green-
Laidlaw [5], en nuestros dias son pocos los que creen que los poxivirus, a pesar de su tamafo,
son el resultado de un proceso de reduccién de genomas celulares como los que se observan en
parasitos intracelulares como los mycoplasma, las rickettsias o en organelos celulares como las
mitocondrias.

Ajeno a la idea de que los virus son meros agentes patdégenos, en 1957 André Lwoff [21]
afirmé que “(1) el profago es un mero residuo de la degradacion de una bacteria parasita o de un
organismo mas o menos primitivo, o bien (2) el profago surgi6 de mutaciones génicas o
cromosomales de una bacteria y se volvié lisogénico”, y agregd, como dice Morse [5] en un tono
mas o menos conciliador, “el material genético del bacteriéfago y el material genético de la
bacteria han evolucionado a partir de una misma estructura, el material genético de una bacteria
primitiva. Cualquiera que haya sido el origen del material genético del profago, sabemos que el
pro-fago se comporta como si fuera un gen bacteriano” [21].

En 1970 Howard M. Temin publicé un articulo en donde proponia lo que llamé la teoria
del provirus, en donde propuso que “los virus de la leucemia no son entidades preexistentes,
sino que surgen de otros elementos, los protovirus, debido a cambios genéticos” [22]. Diez afios
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mas tarde el mismo Temin sugirié, de manera explicita, que los retrovirus se originan a partir de
elementos genéticos moviles [23], formalizando asi la idea de los genes errantes como origen de
los virus.

La evidencia disponible apoya por completo ésta idea. La existencia de una enorme
variedad de retrovirus endégenos y de retrotransposones, es decir, de entidades genéticas que
codifican para reverso transcriptasas, ha sido demostrada en una gran variedad de especies,
incluyendo plantas, hongos y procariontes. El analisis filogenético de las secuencias de las
reverso transcriptasas ha demostrado que el dominio palm, que esta involucrado en la formacién
del enlace 3’-5’ durante la polimerizaciéon de los acidos nucleicos, es homélogo al dominio
catalitico de la DNA polimerasa | de E. coli, de la RNA polimerasa de fagos como T7, y de las
polimerasas de hepadnavirus, que infectan a animales, y de badnavirus y caulimovirus, que
infectan plantas.

Temin estaba convencido de que no solo los retrovirus habian surgido de material
genético movil, sino que éste mecanismo subyacia el origen de todos los virus. Existen
evidencias que parecen apoyar esta posibilidad, sobre todo para una amplia variedad de
elementos genéticos que codifican para proteinas involucradas en lo que algunos traducen como
replicacion por circulo rodante del DNA (“rolling circle DNA replication”), y que se ha observado
en plasmidos bacterianos, en fagos con genoma de DNA de una sola hebra, en parvovirus, que
infectan a insectos y mamiferos, asi como patdégenos de plantas como los geminivirus y los
nanovirus.

Los virus de RNA: ;vestigios de un mundo que ya se fue?

En 1953, pocas semanas después de que Watson y Crick dieron a conocer el modelo de
la doble hélice del DNA, Stanley L. Miller publicé en Science un trabajo reportando la sintesis
abiodtica de aminoacidos bajo condiciones que pudieron haber existido en la Tierra primitiva. El
experimento de Miller inauguré una nueva etapa en el estudio del origen de la vida, cuyo
desarrollo ha reflejado, con pocas excepciones, la enorme influencia cientifica de la biologia
molecular [9]. El estudio de la aparicion de la vida no tardd en dividirse en dos grandes grupos:
por una parte, habia muchos que, como Muller, sostenian que la vida habia aparecido con el
surgimiento del DNA, que se replica y almacena la informacion genética, pero habia un grupo
igualmente numeroso que sostenia que las proteinas habian aparecido primero, ya que son los
catalizadores mas conspicuos de los procesos bioquimicos basicos y que son indispensables
para la replicacion misma de los acidos nucleicos. Aunque este debate provocé una enorme
polarizacion cientifica, al comenzar la década de los 1960s muchos aceptaban la posibilidad de
que el RNA fuera el material genético primitivo [9]. Hoy sabemos que probablemente fue asi: el
desarrollo de la gendmica comparada ha permitido demostrar que la mayor parte de las
secuencias mas conservadas comunes a todos los genomas celulares codifican proteinas
involucradas en el metabolismo del RNA, que sintetizan, degradan o se unen a ribonucleétidos y
RNA, es decir, que hubo un mundo mas antiguo que el DNA mismo, en donde ya habian surgido
las proteinas pero los genomas eran moléculas de RNA. Esto es lo que llamamos el mundo de
RNA/proteinas [24].

Hace cuarenta afios Carl Woese, Francis Crick y Leslie Orgel fueron mas lejos, al
sugerir, de manera independiente, que antes que el DNA y que las proteinas habia surgido el
RNA, una molécula que hasta pocos afios antes seguia siendo vista como un mero intermediario
en los procesos moleculares. Para Woese, Crick y Orgel la ubicuidad de distintos tipos de
moléculas de RNA y su enorme plasticidad tridimensional sugeria que podria estar dotada de
propiedades cataliticas. Sin embargo, muchos desdefiaban ésta posibilidad por considerarla una
especulacion sin fundamento. No fue sino hasta 1982 cuando los grupos de Thomas Cech y
Sidney Altman descubrieron, de manera casi accidental, que el RNA poseia en efecto
propiedades cataliticas. Es decir, el RNA es un acido nucleico que puede almacenar informacién
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genética, pero también se comporta como las proteinas y cataliza diversas reacciones
bioquimicas [9].

El descubrimiento de la existencia de moléculas de RNA catalitico, también llamadas
ribozimas, ha permitido conceptualizar el llamado mundo del RNA y disefar experimentos que
simulan lo que pudo haber ocurrido en la Tierra primitiva. Se han aislado ribozimas, por ejemplo,
que pueden leer cadenas sencillas de RNA y forman una cadena complementaria, lo cual
demuestra que en principio se podria haber obtenido la replicacion del RNA en ausencia de
enzimas. La caracterizacion de las ribozimas ha modificado en forma profunda varios conceptos
de la biologia molecular al demostrar, por ejemplo, que la formacion del enlace peptidico que une
a los aminoacidos en el interior del ribosoma es catalizada no por las proteinas ribosomales, sino
por el RNA mismo.

Aunque podemos sintetizar en condiciones abidticas que pudieron haber existido en la
Tierra primitiva purinas, pirimidinas y azlucares como la ribosa y la desoxirribosa, no se
comprende del todo como se pudieron haber formado polirribonucléotidos en condiciones
abioticas. Por otro lado, sabemos que el RNA es una molécula extraordinariamente inestable, y
sus propiedades cataliticas y replicativas dificilmente pudieron haber surgido repentinamente en
los mares primitivos. En realidad, no sabemos ni como ni en que condiciones surgioé el mundo del
RNA.

A pesar de ello, es obvio que los virus de RNA son modelos espléndidos de una etapa
evolutiva posterior, cuando ya habia aparecido la sintesis de proteinas y el RNA era el material
genético celular. Es decir, el estudio de los virus de RNA nos permite comprender lo que ocurrio
en la biosfera antes de los tres linajes celulares, es decir, las bacteria, las arquea y el ancestro
del nucleocitoplasma, divergieran entre si. Aunque no podemos afirmar que los virus de RNA
provengan de estas etapas primordiales, esta es una opcién que no se puede desdenar del todo.
Como escribié David Baltimore [25], es posible que los virus del RNA puedan ser vistos como
vestigios de procesos que ocurrieron muy tempranamente en la evolucién y que en nuestros dias
estan restringidos a este tipo de parasitos. De hecho, Baltimore fue mas lejos y sugirio la
posibilidad de que la reverso transcripcién que forma parte esencial del ciclo biolégico de los
retrovirus haya surgido al darse la transicion hacia genomas de DNA. Ello implicaria, por
supuesto, que los ancestros del VIH son mucho mas antiguos que los eurcariontes mismos.

La comparacion de las propiedades fisico-quimicas del RNA con las del DNA desde una
perspectiva evolutiva nos permite comprender, al menos en parte, los procesos que llevaron a
los genomas celulares actuales [26]. Segun Patrick Forterre, sin embargo, el origen del DNA no
ocurrié en células primitivas, sino que se dio en entidades virales hipotéticas que surgieron en
células de RNA, ya sea porque se escaparon o porque algunas de esas células se redujeron en
forma drastica en un proceso comparable al que sugirieron Green y Laudlaw [27, 28]. Segun
Forterre, los primeros genomas de DNA evolucionaron en esas poblaciones virales ancestrales,
que se podian proteger asi de los mecanismos de defensa presentes en los ancestros de
Bacteria, Arquea y Eucarya que invadian y en donde se multiplicaban, hasta que éstas
terminaron adoptando a las moléculas de DNA como polimero informacional. Como corolario a
un esquema completamente hipotético, Forterre [27] sigue insistiendo que al menos algunos de
los virus de DNA conocidos provienen de esas formas ancestrales que desarrollaron nuevos
tipos de genomas.

Este esquema pasa por alto no solo la ausencia de rutas biosintéticas en todos los virus
que se han estudiado, sino también los mecanismos quimicos que subyacen la biosintesis de
desoxirribonucleétidos, que se forman a partir de ribonucledtidos mediante una reduccion
enzimatica que remueve el grupo OH presente en el carbono 2’ de la ribosa, formando la
desoxirribosa. Esta es una reaccion poco favorecida desde un punto de vista termodinamico, lo
que hace poco probable que haya surgido de manera polifilética. Por otro lado, Koonin [14] ha
insistido en un esquema aun menos probable, al sugerir, sin tomar en cuenta las dificultades que
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existen para polimerizar ribonucleétidos en condiciones abidticas y la extraordinaria inestabilidad
quimica del RNA, que los virus provienen de un mundo precelular que evolucioné en monticulos
similares a los de las chimeneas que existen en algunas troneras submarinas.

Conclusiones

Los virus no estan vivos, pero tampoco estan muertos. Como todos saben, se replican
utilizando el aparato enzimatico de las células que infectan y ademas de mutar pueden adquirir
genes de sus hospederos y transportarlos de un organismo a otro o, en muchos casos, de una
especie a otra, contribuyendo asi al mantenimiento de una compleja red de trafico de informacion
genética que ha jugado un papel esencial en la evolucion, por ejemplo, de la resistencia a
antibidticos. Al igual que los seres vivos, los virus también evolucionan, pero sus poblaciones se
modifican y se adaptan como resultado de las presiones de los sistemas inmunoldgicos y otros
sistemas de defensa de sus hospederos.

Desafortunadamente el estudio de los virus y la comprension de su naturaleza esta
tefido por prejuicios extraordinariamente arraigados. Tanto sus dimensiones como su
simplicidad estructural son criterios engafosos, y el temor que despiertan es una evidencia del
sesgo con el que los vemos. Sin embargo, en su inmensa mayoria, no son patdégenos y no existe
un grupo biolégico de donde estén ausentes. Un numero importante de lo que llamamos
infecciones virales emergentes en las poblaciones humanas son, en realidad, el resultado de una
interaccién compleja entre la evolucion viral y factores de tipo socioeconémico, como la
produccion en masa de alimentos, la globalizacion y el transporte aéreo, el desarrollo de
tecnologias médicas, como las transfusiones, y las invasiones a nichos ecoldgicos que nos
exponen a los patdgenos de otras especies animales [29].

Sabemos que la modificacion de la informacion genética de los virus se da por mutacion,
recombinacién y, en el caso de virus con genomas segmentados como los de la influenza, por
intercambio de genes con otros virus que estén infectando al mismo tiempo hospederos
animales de poca especificidad, como ocurre con los cerdos. En estos casos, la evolucién de los
virus se puede explicar como un ejemplo de puntualismo, pero al mismo tiempo sugiere que las
diversas variantes del virus de la influenza y su presencia en una amplia variedad de animales
sugiere que los debemos ver, como ocurre con las micobacterias, como ecotipos y no como
individuos en el sentido clasico del término.

La extraordinaria capacidad de los virus para adquirir genes de un hospedero vy llevarlos
a otro organismo (que puede ser o no de la misma especie) representa uno de los mecanismos
de resistencia a los antibiéticos mas notable que existe en el mundo microbiano, pero al mismo
tiempo demuestra la fragilidad de las fronteras taxondmicas con las que separamos a los
distintos organismos. De hecho, el descubrimiento de que la RNA polimerasa de muchas
mitocondrias es homologa a la del fago T7, que infecta a bacterias, muestra la importancia que
los virus tuvieron en la integracidon genética de los consorcios microbianos que eventualmente
dieron origen a las células eucariontes. De manera equivalente, los vestigios de retrovirus que
infectaron a nuestros ancestros y cuyo DNA aun podemos identificar en el genoma humano y de
otros primates muestra el nivel de intimidad de la convivencia de nuestra especie con virus cuyos
parientes actuales subyacen pandemias terribles como la del SIDA.

Aunque no sabemos que tan antiguos sean los virus, es probable que algunos de ellos
hayan aparecido en las etapas mas antiguas de la evolucion celular, pero existen muchos
argumentos para rechazar la posibilidad de que provengan de épocas anteriores al surgimiento
de los primeros organismos. Desde entonces no han dejado de evolucionar, brincando de
especie en especie, modificando sus secuencias y diversificandose al mismo tiempo que los
grandes grupos biologicos. Aunque a veces lo olvidamos, salvo unas cuantas excepciones no
hemos sido capaces de erradicar a los virus que infectan a los humanos. Sin embargo, sabemos
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como prevenir muchas de sus infecciones. Aunque no podamos detener la evolucion viral,
podemos evitar sus consecuencias. Ello, probablemente, sea uno de los grandes
descubrimientos en el estudio de la relacién entre nuestra especie y algunos de los patégenos
mas minusculos que debemos enfrentar.
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Resumen

Las mitocondrias son organelos celulares que tienen un origen endosimbiotico, y, como
menciona Nick Lane [1], sin las mitocondrias las células eucariontes y la complejidad de los
organismos multicelulares, simplemente no serian posibles.

Dada su la importancia en la produccién de energia metabdlica, en forma de ATP, por
medio de la fosforilacién oxidativa, por mucho tiempo se pensé que esta era la tunica funcién de
las mitocondrias. Sin embargo, hoy sabemos que las mitocondrias participan en otras
importantes funciones celulares entre las que destacan, la muerte celular programada, el
proceso de envejecimiento celular, la regulacién de la concentracion de calcio intracitoplasmico,
la sinapsis inmunolégica en linfocitos T y en células NK, la induccién de respuestas antivirales,
entre otras.

Un aspecto que reviste gran importancia es que la mitocondria tiene su propio genoma
(mtDNA) y que, sin embargo, la mayoria de las proteinas mitocondriales estan codificadas en el
genoma nuclear, lo que hace necesaria la comunicacién constante entre estos dos genomas. Por
lo que una pregunta obligada, en el contexto de la respuesta inmune, es si la expresiéon de genes
nucleares, relacionados con procesos de infeccion o de activacion celular, esta controlada por
las mitocondrias. Evidencia reciente, incluyendo nuestro propio trabajo, sugiere que asi es.

Palabras clave: Mitocondria, nucleo, comunicacion, expresion de genes, respuesta inmune.
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Abstract

Mitochondria are cellular organelles with an endosymbiotic origin. Nick Lane [1] has
mentioned that without mitochondria eukaryotic cells as well as multicellular organisms would
have not evolved at all.

Due to their central role in metabolic energy production, in the form of ATP as a
consequence of oxidative phosphorylation, it was thought for a long time this was their only
function. However, it is known today that mitochondria have a role in many other cell functions
such as programmed cell death, cell aging, regulation of intra-cytoplasmic calcium concentration,
immune synapse in T lymphocytes and NK cells and antiviral responses, among others.

A relevant issue is that mitochondria have their own genome (mtDNA) but most
mitochondrial proteins are encoded in the nuclear genome. Thus, there is a need for a continuous
communication between those two genomes. A question, in the context of the immune response,
is whether the expression of nuclear genes related to processes such as infection or immune cell
activation is subjected to mitochondrial control. Recent evidence, including our own work
suggests that this is indeed the case.

Keywords: Mitochondria, nucleus, communication, gene expression, immune response.

Introduccion

Con una historia de mas de 150 afios de estudio, las mitocondrias, al parecer, tienen
todavia mucho que mostrarnos sobre su importante funciéon en diversos procesos celulares,
incluyendo la respuesta inmune.

Rudolf Albrecht von Kolliker, en 1857, fue el primero en describir a las mitocondrias y en
1890 Richard Altman propuso que se trataba de parasitos intracelulares. Ocho anos mas tarde,
Carl Benda acui¢ el termino mitocondria, derivado del griego mitos, hilo, y chondrin, grano, para
designar a estos organelos subcelulares [1,2].

En 1912, B.F Kingbury propuso que las mitocondrias podrian ser los centros respiratorios
de la célula, basandose en la observacion de la pérdida del color de los colorantes empleados
para tefiir a las mitocondrias. Kingbury propuso que los colorantes eran oxidados por las
mitocondrias, en un proceso analogo a la oxidacién de los nutrientes durante la respiracion
celular. Esta hipétesis fue confirmada hasta 1949, cuando Eugene Kennedy y Albert Lehninger
demostraron que las enzimas responsables de la respiracion celular se localizan, en efecto, en
las mitocondrias [1,3].

En 1965, Peter Mitchell postulé la teoria quimiosmotica e introdujo los conceptos de
acoplamiento quimiosmético, gradiente electroquimico y fuerza proton motriz [4,5], lo que sentd
las bases para entender como las mitocondrias generan energia. Esto, de acuerdo con G.
Schatz, constituye una de las aportaciones cientificas mas importantes de todos los tiempos [2].
Se estima que en una relacién peso/peso, las mitocondrias producen entre 10,000 y 50,000
veces mas energia por segundo que el sol [2].
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A finales de los afios 60°s, Lynn Margulis plantedé nuevamente la posibilidad del origen
endosimbiotico de las mitocondrias, después de que esta propuesta habia sido ya formulada por
Paul Portier en 1918 y por Ivan Williams en 1925. Margulis propuso que las células eucariontes,
en un principio organismos anaerobios, se enfrentaron al incremento substancial en la
concentracion de oxigeno atmosférico como consecuencia de la aparicion de organismos
fotosintéticos y al aumento en sus requerimientos energéticos, lo cual facilité el establecimiento
de una relacién verdaderamente simbidtica entre una bacteria con capacidad para realizar las
reacciones de oxido-reduccion acopladas a la generacion de energia quimica en forma de
enlaces de alto contenido energético o fosforilacion oxidativa y, una célula anaerobia heterétrofa.
Al paso del tiempo, las funciones de la bacteria endosimbionte se especializaron en la cobertura
de los requerimientos energéticos de la célula y, a cambio, la bacteria recibié los nutrientes
indispensables para su sobrevivencia, con la consecuente pérdida de su capacidad para
sintetizar por si misma l|la mayor parte de sus proteinas, transformandose en un 6rganelo celular
[1,6].

Ya para 1963 Nass y Nass [7,8] habian demostrado la presencia de DNA en las
mitocondrias (mtDNA). Sin embargo, hoy sabemos que la mayoria de las proteinas que
constituyen a las mitocondrias estan codificadas en el DNA nuclear. Las proteinas mitocondriales
son sintetizadas en ribosomas, en el citosol, liberadas como precursores completos de cadenas
polipeptidicas, e importadas a las mitocondrias. La mayoria de las proteinas mitocondriales
poseen secuencias senal en su region N-terminal, por lo que su ingreso a la mitocondria podria
iniciar antes de que la sintesis de la cadena polipeptidica haya concluido; este proceso requiere
una estricta coordinacion entre la mitocondria y el nucleo [9].

La mitocondria esta formada por aproximadamente 1500 proteinas diferentes, de las
cuales el mtDNA codifica unicamente para los rRNA 12S y 16S, 22 tRNA y 13 polipéptidos. Por
su parte, el DNA nuclear codifica para 76 subunidades de la cadena respiratoria y multiples
proteinas implicadas en la transcripcion y traduccion del mtDNA.

El potencial de membrana mitocondrial (Aym) es necesario para el transporte de las
proteinas al interior de la mitocondria y algunas chaperonas como la hsp70 modulan el estado de
agregacion y de desdoblamiento de las proteinas mitocondriales y este proceso es dependiente
de ATP.

Las proteinas mitocondriales que son sintetizadas en el citoplasma poseen un péptido
lider en el extremo N-terminal, el cual s6lo es necesario para la internalizacion de la proteina y es
eliminado al final del proceso. Estas pre-secuencias son usadas por las proteinas que tiene
como destino a la matriz mitocondrial [9].

Las mitocondrias estan constituidas por dos membranas: la membrana externa, que es
permeable a iones y solutos menores de 14 KDa, es rica en colesterol y contiene enzimas que
comunican a la mitocondria con el resto del metabolismo celular y, la membrana interna que
delimita un compartimento que contiene agua, la matriz mitocondrial, en la que se encuentra el
mtDNA y varias enzimas solubles como las del ciclo del acido tricarboxilico. Esta membrana no
es libremente permeable a iones y metabolitos, sino que contiene proteinas membranales
especializadas en transportar algunos metabolitos a través de la misma. Esta caracteristica es
de vital importancia para la integridad morfolégica y funcional de las mitocondrias y es también el
blanco mas comun para los compuestos téxicos para las mitocondrias [10].

Al igual que en las bacterias, la division mitocondrial se lleva a cabo por fisién binaria,

por lo que primeramente es necesario un crecimiento mitocondrial antes de la division, proceso
que depende del importe de proteinas.

87



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXXIV (2010)
]

El 6xido nitrico (NO) tiene un papel fundamental en la induccion de la biogénesis
mitocondrial y el efecto del NO depende de la guanosina 3',5'-monofosfato (cGMP) y es mediado
por la induccion del “peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1alpha”, un
regulador central de la biogénesis mitocondrial [11]. La restriccion caldrica incrementa la
expresion de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y del cGMP, lo que a su vez incrementa la
biogénesis mitocondrial, el consumo de oxigeno y la produccion de ATP [12]. Por otro lado,
citocinas pro-inflamatorias, como el TNF-a, reducen la expresién de eNOS, con la reduccion
concomitante en la biogénesis y en la funcién mitocondrial [13].

El NO es una molécula de sefalizacién celular involucrada en varias funciones
fisiolégicas y puede tener efectos deletéreos, dependiendo de su concentracion. Algunos de los
efectos fisioldgicos y patolégicos de NO resultan de su accion a nivel mitocondrial [14,15]. EI NO
se une a la citocromo c oxidasa (complejo IV, COX-IV), en competencia con el oxigeno,
inhibiendo su actividad [16,17,18]. La uniéon de NO al complejo IV, conduce ademas a un cambio
de fosforilacion oxidativa a glicdlisis, a la redistribucién del O, y a la regulacién de los niveles del
factor inducido por hipoxia 1a (HIF-1a), lo que contribuye a la adaptacion celular a las
condiciones de hipoxia a largo plazo [19,20]. Por el contrario, altas concentraciones de NO
inhiben a los complejos | y Il de la cadena respiratoria, enzimas de la via glicolitica y del ciclo de
Krebs, lo que conduce a la pérdida del balance metabdlico y al dafo celular [21-25]. Por lo tanto,
el NO es un regulador del metabolismo celular que actua a nivel mitocondrial, reduciendo el
consumo de oxigeno y controlando la biogénesis mitocondrial [26].

El NO es generado intracelularmente por las 6xido nitrico sintasas (NOS) constitutivas o
por la isoforma inducible de NOS (iNOS), expresada por macréfagos activados, en respuesta a
citocinas y productos bacterianos [15]. EIl NO puede actuar en forma autocrina o paracrina,
contribuyendo a la actividad anti-microbiana [14,15,27]. En este sentido, se ha demostrado que
altas concentraciones de NO inhiben la sintesis de interleucina 12 (IL-12) en macréfagos
activados, inhibiendo en forma indirecta la activacion de linfocitos Th1, mientras que a bajas
concentraciones de NO se incrementa la activacion de linfocitos Th1. Al parecer, el NO tiene un
efecto directo sobre los linfocitos T CD4+ y no sobre las células presentadoras de antigeno.
Estos hallazgos muestran que el NO, ademas de sus efectos anti-microbianos, puede modular
la respuesta inmune [28].

El HIF-1 es, como su nombre lo indica, activado por hipoxia. Sin embargo, se ha
demostrado que infecciones bacterianas e inflamacion también estabilizan al HIF-1 en
macrofagos, independientemente de la hipoxia [29]. Una de las consecuencias de la activacion
de HIF-1 es el incremento en la glicdlisis [30,31]. Ademas, se ha demostrado que HIF-1
disminuye la actividad mitocondrial durante la hipoxia [32,33]. Recientemente se ha demostrado
que la activacidon de macréfagos murinos de la linea J774.A1 con interferén-yy con LPS produce
alteraciones mitocondriales y estabilizacion de HIF-1 y que en ambos procesos, el NO juega un
papel importante. A pesar del cambio metabdlico de fosforilacion oxidativa a glicolisis, se induce
un incremento dramatico en la cantidad de ATP, el cual, sin embargo, es insuficiente para cubrir
los requerimientos energéticos de los macréfagos activados, lo que lleva a la disminucion de la
capacidad proliferativa de las células J774 y finalmente a la muerte celular [34].

La produccién y el efecto anti-microbiano del NO en respuesta a la infeccion con
micobacterias o0 a la estimulacion con productos micobacterianos estd ampliamente
documentada [35-37], y se han identificado algunos mecanismos mediante los cuales las
micobacterias se protegen del efecto anti-bacteriano del NO [38]. Por otro lado, se ha sugerido
que el NO puede contribuir a la generacion de un estado de latencia de las micobacterias, lo que
explicaria en parte, la capacidad de estas para permanecer en estado de latencia en los
portadores asintomaticos [39]. Todo lo anterior, pone de manifiesto la estrecha relacion que
existe entre el NO, la biogénesis mitocondrial, los efectos bactericidas de los macréfagos y la
induccion del estado de latencia en las micobacterias.
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En este sentido, desde mediados de 1990 el estudio de la mitocondria y su participacion
en procesos inmunolégicos ha cobrado mayor importancia, desde que se describié la liberacion
del citocromo c de las mitocondrias al citosol y el papel de éste en la induccién de apoptosis [40].

Con el antecedente de que el adecuado funcionamiento celular depende de la formacion
y el mantenimiento del reticulo mitocondrial, se ha establecido la participacion de las
mitocondrias en la formacion de la sinapsis inmunoldgica de linfocitos T (en respuesta a la
estimulacion de CD3 y CD28) y, en la formacion de la sinapsis entre células NK y células
tumorales de la linea K562 [41,42]. Ademas, nuestro grupo demostré que la inhibicion
farmacolégica de la ATP sintasa, inhibe la capacidad citotoxica de las células NK [42].

Recientemente se ha demostrado que las mitocondrias participan como “plataformas de
sefalizacion” en la respuesta celular a la infeccién con virus, a través de la via RIG-1-MAVS
(Mitochondrial Anti-Viral Signaling)-IRF-3 [43], sefialando la importancia de las mitocondrias en la
inmunidad innata [44]. Incluso, se ha comprobado que los componentes de sefalizacion RIG-
I/IMAVS se translocan a las mitocondrias de macréfagos humanos infectados con el virus de
Influenza A [45].

Los receptores de reconocimiento asociados a patrones moleculares (PRRs) son de gran
importancia en el desarrollo de inmunidad. La familia de receptores tipo Nod forman parte de los
PRRs. Recientemente se describid la presencia de NLRX1 [nucleotide- binding domain (NBD)-
and leucine-rich-repeat (LRR) containing family] en la matriz mitocondrial, cuya activacién por
ligandos especificos genera la produccién de especies reactivas del oxigeno, y de esta manera
interviene en las vias de sefalizacion NF-kB y JNK [46].

Ademas de ser un factor de transcripcion nuclear, se ha observado NF-«xB (p50 y p65) en
la matriz mitocondrial de células U937 y de células de higado de rata. Interesantemente, el
inhibidor IkBa también se localiza en la matriz mitocondrial, el cual es fosforilado por alguna de
las enzimas de la familia IKK (o, B o y),de localizacién mitocondrial y es degradado por una via
independiente de proteosoma.

El factor de transcripcion NF-kB mitocondrial regula negativamente la expresién de
genes mitocondriales, especificamente Cox Ill del complejo IV y Cyt b, del complejo Il de la
cadena respiratoria, cuando la células son estimuladas con TNFo [47].

El papel de las mitocondrias en la inmunidad anti-bacteriana esta menos estudiado.
Hasta ahora se ha demostrado que la infeccion de macréfagos con micobacterias afecta la
actividad mitocondrial [48-50] y se ha sugerido que los cambios en el potencial de membrana
mitocondrial (Ayy,) estan relacionados con la virulencia de la cepa de Mycobacterium
tuberculosis [49,50]. Sin embargo, la identidad de las moléculas responsables de la alteracién de
la funcién mitocondrial no ha sido identificada.

Algunos factores de patogenicidad bacteriana han mostrado contener secuencias sefal,
en su porcién N-terminal, que permiten su transporte a las mitocondrias [51,52], y varias
proteinas bacterianas, incluyendo algunas toxinas de E.coli enteropatogénica, Salmonella spp,
N. gonorrhoea, N. meningitides, A. baumanii, H. pylori, S. aureus, S. pneumoniae, C. sordelli, y
C. difficile han mostrado tener como blanco celular a las mitocondrias [revisado en 53]. De estas
proteinas, la proteina asociada a mitocondria (Map, antes Orf19) y la proteina EspF de E.coli
enteropatogénica, ingresan a la célula a través del sistema secretor tipo 3 y se localizan en las
mitocondrias de las células blanco [51,52]. Interesantemente, Map causa disipacion del potencial
de membrana mitocondrial (Aym) pero, aparentemente, no es responsable de la induccion de
apoptosis dependiente de la infeccidn con E.coli enteropatogénica [51,53,54].
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Un mecanismo antibacteriano recientemente descrito en los eosindfilos involucra
directamente a las mitocondrias y al DNA mitocondrial. Yousefi y cols. [55] demostraron que
cuando los eosindfilos, previamente estimulados con LPS, son estimulados con IL-5 o con IFN-y
liberan su DNA mitocondrial en forma de “catapulta”, en menos de un segundo y que, en el
espacio extracelular el mtDNA y las proteinas de los granulos, también liberadas, forman
estructuras capaces de destruir a las bacterias.

Por otro lado, dos componentes mitocondriales (mtDNA y péptidos formilados), han sido
considerados como patrones moleculares asociados a dano (DAMPSs), se les ha dado el nombre
de DAMPs mitocondriales (MTDs), y han sido asociados con el desarrollo del sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), a consecuencia del dafo a tejidos (ej. golpes y
quemaduras) [56].

Un dato adicional de la importancia de las mitocondrias en la inmunidad adaptativa e
innata es su participacién en la sinapsis inmunolégica en linfocitos T [41] y en células NK [42].

Las mitocondrias tienen un ancestro bacteriano (una o-proteobacteria) y, durante la
evolucién de esta bacteria a endosimbionte y posteriormente a organelo, transfirio una parte
importante de su genoma al nucleo celular. Por lo tanto, la biogénesis mitocondrial requiere de la
comunicaciéon constante entre el genoma nuclear y el genoma mitocondrial. Es posible que esta
comunicaciéon entre genomas vaya mas alla de la biogénesis mitocondrial y que otras
importantes funciones celulares dependan también de esta comunicacién, por lo que empleando
un modelo de células J774 (linea de macrofagos de ratdn) carentes de DNA mitocondrial
(mtDNA), por exposicion prolongada a bajas concentraciones de bromuro de etidio, evaluamos
recientemente si la expresion de genes de citocinas (codificados en el genoma nuclear), en
respuesta a la estimulacién con LPS o a la infeccién con Mycobacterium bovis BCG, se ve
afectada por la carencia de mtDNA. Nuestros resultados sugieren que la expresion de algunos
genes que codifican para citocinas esta regulada por las mitocondrias, lo que implica, tomando
en cuenta todo lo anterior, que las mitocondrias tienen un papel muy importante en la respuesta
inmune.
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Resumen

El yoduro (I') es un micronutrimento esencial en la fisiologia de los seres vivos, siendo la
glandula tiroides el tejido que presenta la mayor captacién de yodo en todos los vertebrados. El I-
es internalizado a través de un contransportador membranal Na'/l, denominado simportador
sodio/yodo (NIS). Dentro de los tirocitos el I es oxidado por la tiroperoxidasa y es transformado a
especies mas reactivas, como el yodo molecular (l;). El yodo participa en la sintesis de
hormonas tiroideas y mantiene la integridad epitelial de los foliculos tiroideos. Sin embargo,
diversos estudios muestran que, ademas de los bien conocidos efectos del yodo en la fisiologia
tiroidea, éste también es captado por tejidos extratiroideos, como las glandulas salivales, la
mucosa gastrica y el intestino. Se ha propuesto que en estos tejidos, su captura esta relacionada
con la conservacion y reciclamiento del yodo. Estudios recientes muestran que los epitelios
mamarios y prostaticos cancerosos, también captan yodo, lo cual esta relacionado con
importantes efectos antiproliferativos y apoptoéticos. Actualmente se analizan los posibles
mecanismos del yodo involucrados en estos procesos.

Palabras clave: Yodo, antioxidante, proliferacion, apoptosis, cancer.
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Abstract

lodine () is an essential micro nutriment for life. Thyroid gland, exhibits the highest I-
levels of uptake in all vertebrates. It is internalized through a membranal symporter Na*/l' (NIS).
In thyrocites, it is well established that I' is oxidized by tyroperoxidase and is transformed into
more reactive species, such as molecular iodine (I,). The iodine supply is crucial in the synthesis
of thyroid hormones and to maintain the epithelial integrity of thyroid follicles. Several studies
support the notion that iodine also is uptake and metabolized by extra thyroidal tissues, such as
mammary gland, salivary glands, and intestinal mucosa. It has been proposed that in these
tissues, its capture is related to recycling and conservation of iodine. Recent studies show that
breast, prostate, and neuroblastome cancer cells, also capture iodine, which is associated with
significant antiproliferative and apoptotic effects. Currently, studies analyzing the possible
mechanisms involved in these processes as well as their possible therapeutic use in pathologies
as hyperplasia and cancer are in curse.

Keywords: lodine, antioxidant, proliferation, apoptosis, cancer.

Naturaleza quimica del yodo

El yodo es un elemento quimico del grupo de los halégenos, que se clasifica en el grupo
7A de la tabla periédica. Posee un nimero atomico de 53, un peso atémico de 126.9 y una
solubilidad de 0.3 g/L. El yodo cuenta con 7 electrones en su ultimo orbital, de los cuales uno
generalmente esta desapareado. Esta caracteristica lo hace altamente reactivo para combinarse
con otro elemento, y completar asi una configuracién estable de ocho electrones. La alta
electronegatividad del yodo, le confiere una gran capacidad de atraer electrones. Dependiendo
de su estado de o6xido-reduccién (-1, +1, 0, +3, +5, +7), el yodo puede presentar diversas formas
quimicas. Las especies de yodo que existen a pH 7.4 son el yoduro (I'), yodo molecular (l),
acido hipoyodoso (HOI) y el ién hipoyodito (OI'). A continuacion se revisa como en condiciones
fisiolégicas, algunas especies de yodo (I, y HOI), pueden actuar tanto en la tiroides como en
sitios extra-tiroideos: 1) de manera directa neutralizando especies reactivas de oxigeno (ROS)
y/o 2) de manera indirecta, formando compuestos yodados (hormonas, lipidos) con distinta
actividad biolégica [1,2].

Distribucién, capacidad antioxidante y ciclo del yodo

Se considera que el yodo es un elemento traza, porque en muchas regiones del mundo,
primordialmente en las zonas montafiosas, la erosion del suelo ha provocado un agotamiento de
este elemento en la superficie terrestre. No obstante los océanos y las zonas costeras
representan los sitios con mayor cantidad de yodo, su concentracion continta siendo muy baja,
alcanzando niveles menores a 1 mM. Las algas marinas cafés, del genero Laminaria,
representan los reservorios biolégicos mas efectivos de yodo concentrado, encontrandose
niveles superiores a 50 mM. Efectivamente, las algas marinas son los seres vivos con mayor
concentracion de yodo en su matriz extracelular, y ésto correlaciona con el hecho de que fueron
los primeros seres vivos en producir oxigeno, el cual era téxico en la atmésfera primitiva.
Aparentemente la funcién antioxidante del yodo surge en los primeros organismos fotosintéticos
(cianobacterias), como parte de una respuesta adaptativa para neutralizar las especies reactivas
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de oxigeno (ROS). Existen evidencias de que, en presencia de una haloperoxidasa, el I puede
actuar como un antioxidante (donador de electrones) y liberar compuestos yodados a la
atmésfera. En efecto, como producto de su metabolismo, las algas producen y emiten a la
atmésfera una mezcla de halocarbonos volatiles y especies reactivas de yodo (l,), contribuyendo
asi, al importante ciclo del yodo. Existen evidencias de que la capacidad antioxidante del yodo
persiste no sélo en las algas modernas, sino también en el resto de los organismos capaces de
captar yodo [3-5].

Perspectiva evolutiva

- Los mecanismos no estan bien comprendidos, pero existen evidencias de que,
ademas de las algas, la captura de yodo esta presente en una gran diversidad de seres vivos
(bacterias, plantas, esponjas, cnidarios, artrépodos y vertebrados).

- Estudios en diversos tipos de plantas (trigo, nabo, arroz) han mostrado la captura
de distintas formas quimicas de yodo (I, I, yodato, 103). Se desconoce la relevancia fisiolégica
de este hallazgo, pero se ha encontrado una relacién directa entre captura y crecimiento [6,7].

- En invertebrados marinos se ha encontrado que los polipos de Aurelia aurita,
captan I' y que este elemento es crucial para el proceso de estrobilacion, por medio del cual los
polipos (sésiles) se metamorfosean en medusas (vida libre). Existen evidencias de que el I
puedes ser oxidado por radicales libres a Il,, organificado a residuos de tirosina y formar
compuestos yodados (mono y diyodotirosinas) [8,9]. Aunque estos compuestos también se han
encontrado en anélidos, artropodos y moluscos, se desconoce su funcién.

- Los protocordados como las ascidias y los anfioxos, han desarrollado una
glandula subfaringea especializada en captar yodo, denominada endostilo. En algunos
vertebrados primitivos como la lamprea, esta glandula esta presente sélo en la etapa larval, pues
durante la metamorfosis, el endostilo se diferencia en tejido tiroideo. Se ha propuesto que la
apariciéon de estas estructuras (captadoras de yodo), estan asociadas al cambio que sufrieron los
primeros vertebrados, al transitar del medio marino a uno deficiente en yodo (estuarios, rios y
ambiente terrestre) [10].

- En los vertebrados, surge la glandula tiroides, como el principal érgano
concentrador de yodo; sitio en el cual se lleva a cabo la sintesis de hormonas tiroideas (HT):
tiroxina (T4) y triyodotironina (T3). Estas hormonas tienen efectos en practicamente todos los
érganos, clasificandose sus efectos en dos grandes grupos: diferenciadores y metabdlicos [11].
En los anuros se ha demostrado que la administraciéon de yoduro, acelera la metamorfosis de los
renacuajos. Dicho efecto parece ser directo y no estar mediado por HT, pues incluso en las
larvas tiroidectomizadas, el I' induce la metamorfosis [12]. Aunado a lo anterior, estudios en
mamiferos (roedores y humanos), han mostrado la existencia de sitios extra-tiroideos, capaces
no soélo de captar yodo, sino también de organificarlo y generar moléculas yodadas con actividad
biolégica. A continuacién se revisa la participacion del yodo, en la fisiologia tiroidea y extra-
tiroidea.

Captura de yodo/ organificacion / fisiologia tiroidea

El yodo es un elemento traza, que los organismos lo adquieren de la dieta,
primordialmente en forma de yoduro. Los requerimientos diarios para mantener el
funcionamiento tiroideo oscilan entre 100 y 200 ug. Como se menciond anteriormente, el yodo es
esencial para la sintesis de HT. Un inadecuado aporte de yodo, se compafa de hipotiroidismo lo
cual se puede reflejar en bocio, alteraciones en el desarrollo, retraso mental (cretinismo), etc.
Actualmente, la yodacion de la sal, con yoduros o yodatos, es una estrategia efectiva en prevenir
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la deficiencia de yodo, debido a que la sal es extensamente utilizada en el procesamiento de los
alimentos [13]. Ademas de un aporte adecuado, la biodisponibilidad de yodo en la tiroides,
depende de la actividad del transportador de yoduro. El simportador Na’/l" (NIS) es una
glucoproteina de 13 dominios transmembranales, que se localiza en la membrana basal del
tirocito y pertenece a la familia de cotransportadores de Na*/solutos. EL NIS internaliza un i6n I’
contra el gradiente electroquimico, utilizando el gradiente de concentracion del Na®, generado
por la actividad de la ATPasa Na'/K" [14]. A partir de este mecanismo, el | es concentrado en la
tiroides, alcanzando concentraciones 40 veces mas grandes que las encontradas en el fluido
extracelular o plasma [15]. En la membrana apical del tirocito, el I es translocado al lumen
folicular a través de otros transportadores como pendrina (intercambiador I'/CI") y el transportador
apical (AIT) [16,17]. En la regién apical, el I es organificado por medio de la tiroperoxidasa
(TPO), a los residuos tirosina de la tiroglobulina (Tg), para dar lugar a la formacion de
monoyodotirosinas (MIT) y diyodotirosinas (DIT). El acoplamiento de estos residuos dentro de la
Tg, resulta en la formacion de yodotironinas u HT. El paso limitante en la sintesis de estas
hormonas, es la disponibilidad de I, Tg y perdxido de hidrégeno (H,O,). ElI H,O, actia como
sustrato de la TPO y es generado por la oxidasa tiroidea (Duox), la cual requiere calcio y NADPH
como cofactor [18]. La hormona estimulante de tiroides (TSH) estimula el transporte de I, asi
como su organificacion para la sintesis de hormonas tiroideas. La deficiencia de yodo se
acompafa de hipotiroidismo, bocio y en defectos en el desarrollo, mientras que un exceso
provoca alteraciones tiroideas que pueden cursar de un hipertiroidismo a un hipotiroidismo. El
exceso de yodo disminuye la respuesta tiroidea a TSH, lo cual se refleja en una menor
disponibilidad de hormonas tiroideas, a través de inhibir su liberacion, captura y organificacion
(efecto Wolff-Chaikoff) [19,20]. La exposicidn a niveles elevados de yodo también esta asociado
a una disminucién de la vascularidad de la glandula [21]. Por esta razén, los pacientes con
enfermedad de Graves (hipertiroidismo) son tratados con una mezcla de yodo molecular y
yoduro de potasio (Lugol), para reducir la vascularizacion y tamafio glandular, antes de la cirugia
[22,23]. En cuanto a posibles mecanismos moleculares, estudios en foliculos tiroideos humanos
y de rata, han mostrado que un exceso de I inhibe la expresiéon de NIS y de VEGF (factor de
crecimiento endotelial vasoactivo) de una manera dosis-dependiente [24,25]. Aunado a lo
anterior, se ha encontrado que la reduccion del tamano tiroideo, podria estar mediado a través
de la formacion de lipidos yodados (yodolactonas) con actividad apoptética [26].

Captura de yodo en sitios extratiroideos

Se ha reportado la expresién de NIS en varios tejidos; sin embargo, no en todos se ha
demostrado su capacidad de captar y organificar yoduro (I'). En la glandula mamaria lactante, en
las glandulas salivales y en la mucosa gastrica, esta bien documentada la captura de | por
medio de este transportador. De manera similar a la tiroides, el NIS se localiza en la membrana
basal de estos epitelios. En la glandula mamaria lactante, el NIS participa en la translocacion de
I” de la sangre a la leche, pues su aporte es indispensable para la sintesis de hormonas tiroideas
por parte del neonato. Se ha mostrado que en las glandulas salivales y el estémago el NIS
transloca al |I” del torrente sanguineo hacia la saliva o lumen gastrico, y se ha propuesto que en
estos compartimentos el | podria ejercer un efecto bactericida. Existen evidencias de que NIS
también se expresa en el intestino, pero a diferencia de los epitelios anteriores, éste se localiza
en la membrana apical del entericito y parece estar involucrado en la conservacién y
reciclamiento del yodo [27-30]. En efecto, se conoce que el 23% de la poza total de yodo se
localiza en el circuito gastro-intestinal [31]. Esta bien establecido que la regulacién de NIS ocurre
de manera érgano-especifica, pues si bien en la tiroides su expresién es inducida por TSH e
inhibida por concentraciones elevadas de I, en la glandula mamaria su expresiéon depende de
oxitocina y prolactina.

La expresion de NIS, también ha sido observada en otros tejidos como cerebro, piel,
testiculos, timo, epidermis, plexos coroideos, pero hasta el momento no existen estudios que
sostengan un papel funcional [14,32].
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Efectos antitumorales del yodo

La capacidad que tienen algunos tejidos extra-tiroideos de captar yodo, ha llamado la
atencién en la clinica, dado que la administracion de yodo radiactivo (131I) es una de las terapias
mas ampliamente utilizadas para tratar los tumores tiroideos. Desafortunadamente, estos
tratamientos no discriminan entre células cancerosas y no-cancerosas, acompafiandose por lo
tanto de efectos secundarios. Sin embargo, estudios recientes han mostrado importantes efectos
antineoplasicos del yodo (no-radiactivo) en diferentes tejidos y lineas celulares captadoras de
yodo. Estudios en ratas han mostrado que la suplementacion con dosis moderadamente
elevadas de |, (pero no I, ni HT), reduce la incidencia de tumores mamarios (inducidos por
carcinégenos quimicos), disminuyendo la proliferaciéon celular e induciendo la apoptosis. Estos
hallazgos han sido corroborados en lineas celulares de cancer mamario humano y estan
mediados por un incremento en las proteinas p53, p21, el indice Bax/Bcl-2 y la activacion de
caspasas efectoras. [33,34]. En ambos modelos (in vivo e in vitro), se ha encontrado una relacion
directa entre el tratamiento con I, y la formacion de un lipido yodado denominado 6-yodolactona
(6-IL), a partir de la yodacion del acido araquiddnico [35,36]. Se desconoce el mecanismo de
accion del yodo, pero existen evidencias de que la 6-IL podria actuar como un ligando de los
receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) [37]. Aunado a lo anterior,
estudios recientes sugieren que el tratamiento con yodo a células de cancer mamario humano,
disminuye la expresion de algunos genes dependientes de estrégenos [38].

La prostata es otro tejido dependiente de hormonas sexuales, en donde se ha
demostrado la captura de yodo. En un modelo experimental de hiperplasia prostatica (inducido
por hormonas sexuales), se encontré que la suplementacion de ambas formas quimicas de yodo
(I' o I,), evitan el crecimiento de la glandula [39]. Es probable que a diferencia de la glandula
mamaria, la respuesta al I' se deba a que el epitelio prostatico tenga la capacidad de
transformarlo a I, o a otra especie reactiva de yodo. Por otra parte, estudios recientes muestran
que los efectos apoptéticos del |, y de la 6-yodolactona, se extienden a otros tipos de cancer,
como en neuroblastoma [40]. En contraste, aunque las células de cancer de colon expresan NIS
y captan I, el tratamiento con estos compuestos no tiene ningun efecto antitumoral en este tipo
de cancer [40,41].

Comentarios

En conjunto, todos estos hallazgos indican que los efectos del yodo van mas alla de la
fisiologia tiroidea. Sustentan la nocion de la importancia de la capacidad del I para transformarse
(via enzimatica o no enzimatica) en una especie mas reactiva (l,), actuando como antioxidante
y/o organificandose y dar lugar a la formacion de compuestos yodados, como las HT o
yodolactonas. La mayor sensibilidad de las células cancerosas a los efectos antitumorales,
sugiere un potencial uso terapéutico del yodo en patologias como hiperplasia y cancer
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RUTAS METABOLICAS DE OXIPACION DEL AZUFRE EN
BACTERIAS QUIMIOLITOAUTOTROFAS, RELEVANCIA
AMBIENTAL Y BIOTECNOLOGIA

Jesus Espinosa Marquez, Sergio Revah y Sylvie Le Borgne
Departamento de Procesos y Tecnologia, UAM-Cuajimalpa
Artificios 40, Col. Hidalgo, Delegacién Alvaro Obregén, 01120 México D. F
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Resumen

La oxidacion de compuestos reducidos de azufre inorganicos a azufre elemental y sulfato
por bacterias quimiolitoautotrofas tiene importancia aplicada para la eliminacién de sulfuro en
efluentes, en la corrosion microbiolégica del concreto y en biomineria. Los compuestos
inorganicos de azufre son exclusivamente oxidados por bacterias y arqueas. Las bacterias
sulfoxidantes, se agrupan principalmente en la clase de las Gammaproteobacterias y son
encontradas en ambientes con pH acido, neutro o alcalino. EI amplio rango de estados de
oxidacién del azufre (de -2 a +6) ha propiciado la aparicién de una gran variedad de enzimas
redox que les permiten oxidar diferentes compuestos inorganicos de azufre. Sin embargo, en la
actualidad, no se sabe con claridad cuéles de estas enzimas y rutas metabdlicas usan los
microorganismos para oxidar diferentes compuesto azufrados a diferentes pHs o
concentraciones de oxigeno, ya sea en ambientes naturales o en biorreactores. Un mejor
conocimiento de estas enzimas y rutas permitiria optimizar las condiciones de las reacciones de
sulfoxidacién y mejorar la actividad catalitica de estos microorganismos para su aplicaciéon a
bioprocesos industriales. En el caso de la corrosién microbiolégica, se podrian disenar
inhibidores especificos de la actividad sulfoxidante.

Palabras clave: Bacterias sulfoxidantes, metabolismo de la sulfoxidacion, enzimas redox,
eliminacion de sulfuro, corrosién microbioldgica.
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Abstract

The oxidation of inorganic reduced sulfur compounds to elemental sulfur and sulfate by
chemolithotrophic bacteria has practical importance in the removal of sulfide in effluents, in the
microbial corrosion of concrete and in biomining. Inorganic sulfur compounds are exclusively
oxidized by bacteria and archaea. Sulfur-oxidizing bacteria mainly belong to the
Gammaproteobacteria and are found in environments with acidic, neutral or alkaline pH. The
wide range of sulfur oxidation states (from -2 to +6) has favored the emergence of a variety of
redox enzymes able to oxidize different inorganic sulfur compounds. However, at the present
time, it is not clear which enzymes or pathways are used to oxidize different sulfur compounds at
different pH or oxygen concentration, either in natural environments or in bioreactors. A better
knowledge of these enzymes and pathways would allow the optimization of sulfoxidation reaction
conditions and improve the catalytic activity of these microorganisms for their application in
industrial bioprocesses. In the case of microbial corrosion, specific inhibitors of the sulfur-
oxidizing activity could be designed.

Keywords: Sulfur-oxidizing bacteria, sulfoxidation metabolism, redox enzymes, sulfide removal,
microbial corrosion.

Introduccién

El azufre es el décimo elemento mas abundante en la corteza terrestre. Se encuentra
naturalmente en la cercania de aguas termales, zonas volcanicas, minas y agua de mar en forma
de minerales de sulfato (yeso, CaS0O,42H,0), minerales de sulfuro (pirita, FeS,), azufre elemental
(S°) vy sulfato (SO4%) [1].

Bioquimicamente, el azufre es muy importante dado que es abundante en todos los
organismos, donde aparece en compuestos organicos como aminoacidos, proteinas, hormonas,
lipidos y vitaminas, entre otros. La materia organica viva y muerta constituye un reservorio menor
de azufre pero de rapido reciclado [2]. En contraste, los compuestos inorganicos de azufre,
tienen un papel biolégico mas restringido, sirviendo como fuente de azufre para su asimilacién e
incorporacion en los compuestos organicos o son empleados como donadores o aceptores de
electrones en el transporte desasimilativo durante los procesos de respiracion y fotosintesis de
algunos procariontes [3].

Quimicamente las reacciones oxido-reductivas de los compuestos azufrados son
complejas debido a que los atomos de azufre existen en 9 estados de oxidacién desde (+6)
hasta (-2) (Tabla ). Los 3 estados de oxidacion mas abundantes en la naturaleza son: -2 en
form2a del anién sulfuro de hidrégeno (HS), 0 en forma de azufre elemental (SO) y +6 en forma de
SO, [4].
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Tabla I. Estados de oxidacidon del azufre en algunos compuestos inorganicos (adaptado

de [4]).
Estado de .
. ‘. Compuestos y formula
oxidacién
2 acido sulfhidrico (H,S), sulfuro de hidrégeno (HS"), sulfuro (82'), azufre
terminal del tiosulfato (82032')
-1 azufre terminal de los polisulfuros ('S-S,-S") y del tiosulfato (82032')
0 azufre elemental (S,), azufre interno de los politionatos ((03S-S,-SO3’)
+4 sulfito (SO5%), bisulfito (HSO3)
azufre en la sulfona de los politionatos ((03S-S,-SO3’) y azufre interno del
+5 L 2.
tiosulfato (S,03)
+6 sulfato (SO4%)

Ciclo biogeoquimico del azufre

En el planeta, los compuestos azufrados circulan entre el suelo, los océanos, la
atmésfera y la materia viva, a través de reacciones descritas en el llamado ciclo biogeoquimico
del azufre (Fig. 1). El azufre experimenta transformaciones ciclicas en su estado de oxidacion de
-2 (HS) a +6 (8042'), debido a procesos quimicos, geoldgicos y biolégicos.

Una parte importante de la movilidad de los compuestos de azufre se debe a que pueden
encontrarse como gases o disueltos en liquidos y asi transportarse en la naturaleza. Por ejemplo
el H,S, que es un gas a condiciones normales, se encuentra como acido o base segun el pH de
la solucién segun los siguientes equilibrios:

H,S —>HS + H pK, =7

HS — S* + H' pKy =12

Siendo las sales mucho mas solubles que el H,S, la cantidad disuelta en agua puede
variar segun el pH de la solucion. De esta forma, una solucién a pH=10 puede contener 1000
veces mas de sulfuros totales que a pH=4,

Las bacterias desempefian un importante papel en este ciclo, tanto en su parte reductiva
como en su parte oxidativa [6]. Las bacterias oxidantes de azufre y sulfuros producen S0.%
mientras que las bacterias sulfato-reductoras lo consumen utilizandolo como aceptor de
electrones en su respiracion anaerobia y produciendo H,S.

Bacterias quimiolitoautétrofas sulfoxidantes

Los compuestos inorganicos reducidos de azufre son oxidados casi exclusivamente por
procariontes [7]. Los procariontes sulfoxidantes son filogenéticamente diversos. El dominio
Arquea esta restringido a los miembros del orden Sulfolobales (hipertermdfilas) y en el dominio
Bacteria, el azufre es oxidado por litétrofos aerobios o por fotétrofos anaerobios. Adicionalmente,
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algunos microorganismos heteroétrofos, incluyendo bacterias y hongos, tienen la capacidad de
oxidar compuestos reducidos de azufre.

La oxidacion de compuestos inorganicos reducidos de azufre por bacterias
quimiolitoautétrofas es parte vital del ciclo biogeoquimico del azufre en el medio ambiente.
Ademas, este tipo de reacciones tienen importancia en el tratamiento de la contaminacion por
compuestos de azufre, en corrosion y en mineria. La Figura 2 muestra un arbol filogenético de
bacterias quimiolitoautétrofas sulfoxidantes construido a partir de la comparacién de secuencias
del gen 16S rRNA y con énfasis en aquellas bacterias de importancia practica. En su gran
mayoria estas bacterias pertenecen a la clase de las Gammaproteobacterias.

Azufre

/ orgdnico \

reduccion
asimilativa

depbsitos mineralizacién

desulfato minerales
desulfuro

(pirita, etc)

(gua marina,
reduccion
desasimilativa

etc,)

"~ oxidacién biolégica

con 0,0 NO5”

N —

I
I
| o
| o><|dacl|on por reduccién Oxidacién por
quimidtrofos con desasimilativa quimiétrofos con
| 0,0NO5" 0,0NO5"
| \ / o-proteobacterias
I oxidacion anaerobica por oxidacion anaerébica por B_prOtQObaCte”as
I bacteriasfotétrofas bactenasfototrofas Y-proteobacterias
: ~— — g-proteobacterias
e ~|  Procariontes [ Arqueas
Aquificales
depositos q .
deazufre Cianobacterias
Bacteriasno verdes
del azufre

Figura 1. Ciclo del azufre (adaptado de [5]).

Las bacterias quimiolitoautétrofas obtienen su energia de la oxidacién de donadores de
electrones inorganicos y fijan el CO, por el ciclo de Calvin (Fig. 3). La mayoria de las bacterias
sulfoxidantes usan oxigeno molecular (O;) como aceptor final de electrones. Algunas especies,
como Thiobacillus denitrificans, son también capaces de usar nitrato (NO ) en condiciones
anaerobias como aceptor final de electrones [5].

Las fuentes de donadores de electrones inorganicos son diversas y abundantes en la
naturaleza; pueden ser de origen geoldgico, biolégico y antropogénico. La actividad volcanica es
una importante fuente de compuestos inorganicos reducidos de azufre al igual que la sulfato-
reduccion. Las actividades derivadas de la agricultura y mineria asi como la quema de
combustibles fosiles y otras actividades industriales liberan compuestos inorganicos reducidos de
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azufre al medio ambiente, los cuales pueden ser utilizados como donadores de electrones por
las bacterias quimiolitoautotrofas sulfoxidantes.

Paracoccus denitrificans

93
[ Acidiphilium acidophilum
100 L Acidiphilium cryptum
100 [~ Thiobacillus thioparus
2 b Thiobacillus denitrificans
M 58 Acidithiobacillus thicoxidans
Acidithiobacillus fen
100
Acidithiobacillus caldus
39 100 | Thiomicrospira crunogena
[‘ Thioalkalimicrobium aerophilum
69
100 * Thioalkalimicrobium cyclicum
Halothiobacillus neapolitanus
91 Thicalkalispira micro phila
100 {— Thioalkalivibric cyanodenitrificans
a7 L Thioalkalivibrio denitrificans
L] 100 Thicalkalivibrio paradoxus
a2 100 . -
- Thicalkalivibrio nitratireducens
Thioalkalivibrio jannash
a5
Thicalkalivibrio versutus
Thioalkalivibrio thiocyancoxidans
83 Thioalkalivibrio nitratis
|
100 oo
| e |
0.02

Sulfurimonas denitrificans

Sulfurovum sp.

Sulfobacillus thermotolerans } Gfam'pOSiﬁvaS

Alfaproteobacterias

} Betaproteobacterias

» Gammaproteobacterias

7

} Epsilonproteobacterias

Figura 2. Arbol filogenético basado en el alineamiento de secuencias del gen 16S rRNA
de bacterias quimiolitoautétrofas sulfoxidantes. Se incluyeron también las secuencias del
mixétrofo Pantotrofus denitrificans y de heterétrofos del género Acidiphilium. En rojo se
indican las bacterias aciddfilas, en azul las bacterias alcaléfilas y haloalcaléfilas y, en
negro, las neutrofilas.
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Compuesto inorganico CoO,
(H,S, H,, NH;, Fe)

Gradiente Flujo de
P E—
ATP de protones | electrones

v
Biosintesis

v

O,

Figura 3. Energia y flujo de carbono en el metabolismo quimiolitoautétrofo (adaptado de

[6]).

Los compuestos de azufre mas comunes que pueden ser utilizados como fuentes de energia son
el H,S, el s? y el 82032'. En la mayoria de los casos, el producto final de la oxidacion del H,S es
el SO, y el cambio de estado de oxidacion es de 8. Se libera menos energia cuando se utilizan
compuestos de azufre con estados de oxidacion intermedios [6]:

(1) HyS + 20, > SO,% + 2H" Producto final, AG® =-798.2 kJ/reaccion
sulfato

(2) HS + % O, + H" > S° + H,0 Producto final, AG®" =-209.4 kJ/reaccion
azufre

(3) S° + H,0 + %4 0, »> SO4% + H,0 Producto final, AG® = -587.1 kJ/reaccion
sulfato

(4) S,057 + H,0 + 20, — 2S0,% + 2H,0 Producto final, AG® = -818.3 kJ/reaccion
sulfato

Las bacterias sulfoxidantes quimiolitoautotrofas se desarrollan éptimamente en una
amplia variedad de habitats, a altas temperaturas y condiciones &acidas (exclusivamente
termofilos Gram positivos del género Sulfobacillus) y en condiciones mesofilicas a pH acido,
neutro o alcalino para todas las demas bacterias (Proteobacterias) (Fig. 2 y Tabla Il) [7]. La
Figura 4 muestra algunas bacterias sulfoxidantes quimiolitoautétrofas y los habitats en donde se
desarrollan.
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Figura 4. Distintos habitats donde se desarrollan bacterias quimiolitoautétrofas
sulfoxidantes. A) Rio Tinto, Espafia, a) micrografia de Aciditiobacillus ferrooxidans; B)
Fuentes hidrotermales, b) en azul bacterias sulfoxidantes endosimbidticas de gusanos
anélidos; C) Lago Mono, EU, c) morfologia colonial de Thioalkalivibrio jannaschii.

Recientemente tres nuevos géneros de bacterias quimiolitoautétrofas sulfoxidantes han
sido descritos provenientes de lagos alcalino-sédicos de Asia Central, Africa y America del Norte:
Thioalkalimicrobium, Thioalkalivibrio y Thioalkalispira [8]. Estos organismos son distintivos por su
capacidad para crecer a pH mayores a 9 y tener actividad sulfoxidante hasta pH 11. Otra
caracteristica de estos organismos es su capacidad de crecer en ambientes salinos con
concentraciones de hasta 4 M de Na® total. Actualmente, se estudia la capacidad del género
Thioalkalivibrio para oxidar H,S en condiciones haloalcaléfilas, por su alto potencial para
aplicarse en un proceso biotecnolégico de remocion de HS en corrientes gaseosas [9].
Organismos similares han sido recientemente aislados en México a partir de muestras de
sedimentos y aguas del ex-Lago de Texcoco en el Estado de México [10].

La Figura 5 muestra la morfologia colonial de algunas bacterias quimiolitoautétrofas
aisladas de ambientes neutros y acidos en concreto corroido del Sistema de Drenaje Profundo
de la Ciudad de México asi como en condiciones haloalcaldfilas en aguas y sedimentos del ex-
Lago de Texcoco. En algunas tomas se puede apreciar la acumulacién de S° de color blanco o
amarillento en las colonias.
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Figura 5. Sitios de muestreo y bacterias quimiolitoautétrofas aisladas de ambientes
acidos, neutros y alcalinos de México. A) Emisor central del Sistema de Drenaje Profundo
de la Ciudad de México; (a) y (b) Aislados de muestras de concreto corroido en medio
para neutrdfilas; (c) y (d) Aislados de muestras de concreto corroido en medio para
aciddfilas. B) Ex - lago de Texcoco. (1), (2), (3) y (4) Aislados de sedimentos y aguas
alcalinas en medio para bacterias haloalcaldfilas.

El S° puede ser formado por diversas bacterias sulfoxidantes (Tabla Il). El s° producido
por estos microorganismos puede almacenarse en glébulos de azufre, situados dentro o fuera de
la célula. Los glébulos de azufre excretados son particulas coloidales estabilizadas contra la
agregacion por repulsion electrostatica. El s° formado tiene algunas propiedades que lo
diferencian claramente con respecto al s° inorganico. La densidad de las particulas es, por
ejemplo, méas baja que la densidad del azufre inorganico y las particulas de azufre producidas
biolégicamente tienen caracteristicas hidrofilicas mientras que el azufre ortorrébmbico (Sg) se
conoce por ser hidrofébico [11].
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Tabla Il. Caracteristicas fisiolégicas de algunas bacterias quimiolitoautétrofas
sulfoxidantes de importancia aplicada.

Organismo T optima PH Globulos de Importancia
g (°Cc) 6ptimo azufre P
Bacterias Gram
positivas
Diversas especies de 40 1224 No reportado Extraccion 'de rpetales
Sulfobacillus en mineria
Betaproteobacteria
Tratamiento de la
Thiobacillus 6.8 — Extlracelulares, contaminacién de aguas por
e finamente compuestos de azufre y
denitrificans 7.4 . . L
dispersados nitratos en condiciones
anoxicas
Tratamiento de emisiones
Thiobacillus thioparus 6-8 Extracelulares = gaseosas contaminadas con
azufre

Gammaproteobacteria 25-30

Drenaje acido de minas,

Acidithiobacillus extraccion de metales,
; 2-6 Extracelulares g
ferrooxidans corrosion de metales y
concreto
Acidithiobacillus Drenaje acido de minas,
. . 2-5 Extracelulares extraccion de metales,
thiooxidans

corrosion de concreto
Tratamiento de biogas y
Thioalkalivibrio sp. 7.5-10.5 Extracelular emisiones gaseosas

contaminadas con azufre

Actividad sulfoxidante

La técnica de respirometria se basa en el consumo de O, como una medida indirecta de la
actividad sulfoxidante de las bacterias. Los calculos de las tasas relativas de oxidacion a partir de

la velocidad de consumo del O, (qO2) consideran los siguientes factores de la relacion sustrato
azufrado/O, de acuerdo a la estequiometria de la oxidacién:

Para H,S:
H,S + 20, — H,SO,
0.5 mol H,S/mol O, 0 0.53 mg H,S/mg O,

Para 82032':
S,05% + H,0 + 20, — 2S0,% + 2H,0
0.5 mol S,05*/mol O, 0 1.75 mg S,05% /mg O,
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En las figuras 4 y 5 se muestra el efecto del S,05% y del HS™ como fuentes de energia en
el consumo de O, para Thiomicrospira crunogena TH-55 y Halothiobacillus neapolitanus c2. En
los resultados presentados, el efecto de la oxidacién quimica de los compuestos azufrados fue
restado de la velocidad de reaccidén global. T. crunogena es una bacteria originaria de fosas
marinas hidrotermales profundas. Es la bacteria quimiolitoautétrofa con la tasa de crecimiento
mas alta reportada hasta ahora. H. neapolitanus c2 es procedente de aguas azufradas. Es la
bacteria modelo en estudios de estructura y funcion de carboxisomas. Estas dos bacterias tienen
su genoma completamente secuenciado.

A 0.025

0.020

0.015

0.010

mg O2/L * seg

0.005

0.000
0.00 1.00 2.00 3.00

Tiosulfato (mM)

B 0.030
0.025 ® — &
0.020
0.015
0.010
0.005

0.000
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50

Tiosulfato (mM)

mg O2/L * seg

Figura 6. Consumo de O, para (A) T. crunogena TH-55 y (B) H. neapolitanus c2 en
presencia de S,05%.

Al incrementar la concentraciéon de 82032' en el intervalo de 0 a 0.1 mM, las qO2 tienen
un comportamiento de orden 1 mientras que al incrementar la concentracion de 0.25 a 3 mM, las
tasas se mantienen constantes (reaccidon de orden cero), debido a la saturacién de los sistemas
enzimaticos (Fig. 6). No se presento inhibicién en presencia de este compuesto azufrado.
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Figura 7. Consumo de O, para (A) T. crunogena TH-55 (o) y (B) H. neapolitanus c2 (e)
en presencia de HS'.

A concentraciones de HS™ mayores a 0.025 mM para H. neapolitanus c2 y mayores a
0.075 mM para T. crunogena TH-55 se presenta un efecto inhibitorio de la oxidacion (Figura 7).
El HS™ es un inhibidor del crecimiento celular debido a que reacciona con metales, en particular
con el hierro contenido en los citocromos [12].

El sulfuro es un compuesto volatil en condiciones acidas y muy soluble como sales (HS’
y Sz') en agua en condiciones alcalinas. Por lo tanto, es interesante llevar a cabo la sulfoxidacion
en condiciones alcalinas. Con el fin de obtener bacterias sulfoxidantes alcaldfilas para la
oxidacion del sulfuro, se buscé un punto de muestreo a nuestro alcance, el ex-Lago de Texcoco,
que presenta las caracteristicas de un lago alcalino-sédico. El consorcio C1 se obtuvo mediante
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un proceso de enriquecimiento a partir de la mezcla de muestras de suelos del ex-Lago de
Texcoco, en un medio mineral especifico para bacterias alcaléfilas quimiolitoautotrofas
sulfoxidantes (con S,05% como donador de electrones y un amortiguador de carbonatos de pH
10.2) [13]. El efecto del pH sobre la actividad sulfoxidante del consorcio C1 en presencia de
S,05% 0 HS' se estudio por respirometria a distintos valores de pH (Fig. 8).

0.60+
0.554
0.50
0.45
0.40
0.354
0.304
o 0.25
~ 0.201
0.154
0.104
0.054
0.004

proteina * min

o,/

mmoles

Figurz'a 8.2 Efecto del pH sobre el consumo de O por el consorcio C1 en presencia de
8203 _y S°.

Como se observa en la figura anterior, tanto para el HS" como para el S,05% la qO, mas
alta se encontré6 en un pH de 9.0, lo cual es consistente con los valores 6ptimos de pH
reportados para los géneros descritos de bacterias alcaléfilas quimiolitoautétrofas sulfoxidantes
que tienen un intervalo éptimo de actividad sulfoxidante entre pH 9.0 y 10.2 [14].

Se muestra ahora el efecto del S,05% (Fig. 9) y del HS™ (Fig. 10) como fuentes de
energia en la actividad sulfoxidantes del consorcio C1. Al incrementar la concentracién de 82032'
en el intervalo de 0 a 0.3 mM, la tasa de consumo de O, tiene un comportamiento de orden 1. Al
incrementar la concentracion de 0.3 a 5 mM, las tasas de consumo de O, se mantienen
constantes (reaccion de orden cero), debido a la saturacién de los sistemas enzimaticos. No se
presenta inhibicion de la actividad sulfoxidante con este compuesto azufrado. En presencia de
HS™ se presenta una inhibicion de la actividad sulfoxidante. Los resultados indican que al
aumentar la concentracién de 0 a 0.3 mM, el comportamiento es de orden 1. Mientras que en el
intervalo de concentracion de 0.3 a 1.5 mM, la reaccién es de orden cero. Finalmente a una
concentracion mayor a 1.5 mM se presenta un efecto inhibitorio de la oxidacion.
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Figura 9. Capacidad sulfoxidante del consorcio C1 con S,04%.
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Figura 10. Capacidad sulfoxidante del consorcio C1 con HS'.

Relevancia ambiental y biotecnologia

Si bien el azufre es esencial para la vida celular, este elemento forma también parte de
importantes problemas ambientales, como consecuencia de un desequilibrio de su ciclo
biogeoquimico natural, debido a emisiones antropogénicas excesivas de compuestos azufrados
que rebasan la capacidad de la naturaleza para degradarlos [5,15]. Entre los compuestos de
azufre de mayor importancia que se emiten a la atmdsfera se encuentran diversos compuestos
inorganicos como el dioxido de azufre (SO,), el sulfuro (H,S) y el disulfuro de carbono (CS,).
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Cerca de un tercio de todos los compuestos de azufre, y 99% del SO,, que llegan a la atmdsfera
provienen de las actividades humanas.

El H,S es un importante contaminante ambiental, que pese a los esfuerzos globales se
encuentra entre los compuestos reducidos de azufre mas emitidos al medio ambiente. El H,S es
un gas incoloro altamente reactivo, corrosivo y toéxico, con olor caracteristico a huevos podridos.
El H,S se encuentra de forma natural en los gases de los volcanes, manantiales de azufre,
emanaciones de grietas submarinas, pantanos, petréleo crudo, gas natural y como producto de
la degradacién biologica anaerobia de la materia organica en pantanos, ciénagas y llanuras
cubiertas por las mareas. Las fuentes industriales engloban a una gran cantidad de industrias:
produccion y transporte de petrdleo y gas, refinerias, plantas de gas natural, plantas
petroquimicas, hornos de coque, industria alimentaria, industria del papel, curtidurias, plantas
depuradoras de aguas residuales, etc. [15]. Ademas de estos efectos, es nocivo para las vias
respiratorias y produce olores que afecten a la calidad de vida de las personas. Por otra parte,
sus propiedades corrosivas ocasionan danos en infraestructura industrial tanto en procesos
donde se libera este gas, como en aquellos procesos disefiados para removerlo, provocando
indirectamente el deterioro de paredes de concreto en plantas de tratamiento de aguas,
reactores y sistemas de drenaje; corroyendo tuberias, tanques, valvulas y bombas de acero. Por
lo que la eliminacion y manejo del H,S, es tanto un problema de salud, ambiental y alto impacto
econémico.

La emision de H,S en los sistemas de drenaje debido a la actividad de las bacterias
sulfato-reductoras esta indirectamente asociada a la corrosion del concreto (Fig. 11).

Corrosién

Ducto de concreto
Oxidacion aerobia del sulfuro

Figura 11. Seccion transversal mostrando la corrosiéon de un ducto de drenaje debido a
la accion de microorganismos.

El H,S es poco soluble en soluciones acidas como los son las aguas residuales (pH 5-6)
y por lo tanto el H,S generado por sulfatoreduccion en las aguas residuales, ricas en materia
organica, es emitido del agua hacia al espacio libre del ducto. El concreto es un material alcalino
y el H,S es mucho mas soluble en condiciones alcalinas y se disuelve en el condensado formado
sobre la superficie del concreto expuesto donde sera convertido en S0.* por bacterias
quimiliolitoautétrofas sulfoxidantes neutréfilas y posteriormente aciddfilas. El S0.% producido al
combinarse con agua forma acido sulfurico (H.SO,) que acidifica progresivamente el concreto y
lo disuelve formando yeso vy etringita (3Ca0-Al,03:CaS04 12H,0 o 3Ca0-Al,03-:3CaS04-31H,0)
que se expande provocando la formacion de fisuras y picaduras hasta debilitar la integridad
estructural de los ductos y conducir a eventuales fallas y posible colapso. Este fendmeno se
conoce como corrosion del concreto inducida por microorganismos. En este caso es deseable
encontrar soluciones para inhibir la actividad sulfoxidantes de los microrganismos. La velocidad
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de corrosion del concreto en ductos de drenaje puede ser de 1 a 10 mm por afo, lo cual puede
reducir el tiempo de vida de estos sistemas a menos de 30 anos en lugar de los 80-100 afios que
podrian ser utiles. En el condado de Los Angeles (EU) un 10% de los ductos de drenaje son
sujetos a este tipo de corrosion [16]. Hemos realizado estudios preliminares a partir de muestras
de concreto corroido tomadas en diferentes puntos del Sistema de Drenaje Profundo de la
Ciudad de México en el afio 2008. El pH de las muestras de concreto se registrd entre 7 y 2, los
valores mas bajos se obtuvieron para los concretos mas deteriorados, donde la corrosion del
concreto fue tan extensa que dejaba totalmente expuestas las barras de refuerzo del concreto.
Se detectd la presencia y actividad de bacterias sulfoxidantes neutréfilas en practicamente todas
las muestras y de bacterias sulfooxidantes y oxidantes de hierro acidofilas en las muestras mas
acidas (Tabla Il). Los valores de pH encontrados y la presencia de bacterias sulfoxidantes
muestran que el concreto del Sistema de Drenaje Profundo presenta una corrosién quimica y
microbiolégica avanzada.

Los sulfuros suelen oxidarse espontdneamente cuando se encuentran en soluciones
acuosas en presencia de oxigeno. La velocidad de la reaccién depende de la relacion molar
sulfuro-oxigeno, del pH, de la temperatura, de la fuerza idnica y de la presencia de catallzadores
o inhibidores [4, 17]. Como intermediarios de la oxidacidon se producen principalmente s°,
polisulfuros, sulfito y politionatos [17]. Sin embargo, en muchos casos la velocidad de Ias
reacciones bioldgicas puede llegar a ser de 100 a 1000 veces mayor que las quimicas [5]. Es por
esta razén que en las ultimas décadas los procesos bioldgicos para la eliminacion de H,S en
efluentes industriales se han convertido en un complemento y alternativa para los procesos
fisicoquimicos. Estos bioprocesos se basan en la capacidad de bacterias qU|m|oI|toautotrofas
para oxidar los compuestos reducidos de azufre como el HZS produciéndose azufre s° 0 SO*
(Tabla II) En estos procesos, es preferible la formacién de s° debido a que es menos dafino que
el SO~ que formara H,SO,, requiere menos neutralizante, ademas de que es facil de separar
por sedimentacion [14,15]. Estos bioprocesos son aplicaciones benéficas del ciclo del azufre.

Enzimas y rutas metabdlicas de oxidacion del azufre en bacterias quimiolitoautétrofas

El amplio rango de estados de oxidacién del azufre (de -2 a +6) ha propiciado la
apariciéon de una gran variedad de enzimas redox capaces de transformar diferentes compuestos
de azufre. El 8203 , uno de los compuestos reducidos de azufre inorganico mas abundante,
juega un papel importante en el ciclo del azufre y es el sustrato cominmente oxidado por todas
las bacterias sulfoxidantes.

El proceso de degradacion del tiosulfato (82032') via tetrationato ((03S-S,-SO3’) como
intermediario implica a las enzimas tiosulfato quinona oxidorreductasa (TQO) y tetrationato
hidrolasa (TetH), que parecen ser comunes en las bacterias que viven en habitats extremos
acidos como Acidithiobacillus ferrooxidans [18]:

TQO TetH
28-S0, —  03-8-S,-S0,° — S-S0 + S0, + S°

La secuencia del genoma completo de Acidithiobacillus thiooxidans no ha sido publicada
aun por lo que no se sabe si este microorganismo comparte esta ruta metabdlica para la
oxidacion del 8203 .

El sistema multienzimatico Sox, estudiado en la bacteria mesoneutréfila Paracoccus
den/tr/f/cans es comun en Alfaproteobacterias foté- y quimidtrofas que convierten el S,05%
S04 sin la formacion del gloébulos de azufre como intermediario libre [19]. EI modelo actual deI
sistema enzimatico Sox abarca cuatro complejos periplasmaticos SoxXA, SoxYZ, SoxB y
Sox(CD), que oxidan el S,05% segun el siguiente mecamsmo (Fig. 12) SoxXA cataliza la
transferencia oxidativa y covalente del azufre sulfano del 8203 (S- SOg ) a la cisteina de la
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proteina acarreadora de substrato SoxYZ. El grupo squona (803 7) del S,05% es posteriormente
hidrolizado por la hidrolasa SoxB, produciendo S0.* y posteriormente el grupo sulfano es
oxidado a sulfona por Sox(CD), e hidrolizado otra vez por SoxB de tal modo que es restaurado el
complejo SoxYZ. La filogenia del gen soxB, que codifica para la tiosulfato hidrolasa, ha sido
estudiada y refleja la filogenia obtenida usando como marcador el gen 16S rRNA [20,21].

lA @.
(<))

Figura 12. Sistema multienzimatico Sox de P. denitrificans (tomado de [19]). Los circulos
soélidos representan atomos de azufre y los circulos vacios atomos de oxigeno.

Los pasos detallados de la oxidacién del 82032' son:

) SoxY-S + S-S0O;3 + SoxXAgx > SoxY-S-S-SO3 + SoxXAeq
) SoxY-S-S-S0O;3 + H,O + SoxB — SoxY-S-S + H,SO, + SoxB

(3) SoxY-S-S- + H,0 + SoxCDox — SoxY-S-SO- + 2H+ SoxCDyeq
) SoxY-S-SO- + H,0 + SoxCDox, — SoxY-S-SO, + 2H" + SoxCDeq
) SoxY-S-S0O, + H,0 + SoxCDyy —» SoxY-S-SO; + 2H" + SoxCDred
) SoxY-S-SO3 + H,O + SoxB — SoxY-S™ + H,SO,4 + SoxB

EIH,S vy el s° pueden ser oxidados por este sistema en2|mat|co con la siguiente primera
reaccion inicial y los pasos siguientes son los mismos que para el S,05%

SoxY-S + S + SoxXAxx — SoxY-S-S + SoxXAreq
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Figura 13. Posibles rutas metabdlicas propuestas para la oxidacién de compuestos
reducidos de azufre inorganicos. Es probable que no todas las rutas y enzimas estén
presentes en un solo organismo (adaptado de [7]).

La ruta ramificada de oxidacion del S,05% fue propuesta para aquellas bacterlas que
forman globulos de azufre intra- o extracelulares durante la oxidacion del 8203 Esta ruta
procede via la interaccion de dos sistemas enzimaticos espacialmente separados: un sistema
Sox troncado sin SoxCD y proteinas codificadas en el locus de la sulfito reductasa
desaS|m|Iator|a (Dsr) (Fig. 13). SoxXA acoplaria el S,05% a SoxYZ y SoxB liberaria una molecula
de SO,* de acuerdo a los pasos (1) y (2) descritos arriba para la oxidacién del S,05% por el
sistema Sox completo. Debido a la falta de SoxCD, el complejo SoxY-S-S- seria transferido a
globulos de azufre. La oxidacion del azufre almacenado en los glébulos procederla via la
participacion de las enzimas Dsr para liberar H,S, S05% y finalmente SO.% en una ruta
metabdlica inversa a la ruta de la sulfato-reduccion.

La presencia de las proteinas Dsr y de proteinas relacionadas con la sulfato-reduccion
(Apr) asi como la ausencia de SoxCD, ha sido generalmente detectada en bacterias que
almacenan azufre [21]. Es el caso de T. denitrificans, donde se han podido detectar estas
proteinas a partir de la secuencia completa del genoma de este microorganismo acumulador de
azufre [22]. Sin embargo no es siempre el caso ya que, por ejemplo, T. crunogena posee el
complejo Sox completo y no tiene las proteinas Dsr a pesar de que acumula azufre. En el caso
de T. thioparus, que también acumula altas cantidades de azufre, se ha detectado la presencia
de los genes que codifican para SoxB, DsrAB y AprAB por PCR, aunque no se ha reportado
explicitamente la ausencia de SoxCD [20,22,23,24]. Recientemente se hizo publica, en el
GenBank, la secuencia del genoma completo de dos cepas de Thioalkalivibrio sp. (HL-EbGR7 y
K90mix) en la que hemos podido detectar la presencia de proteinas emparentadas con SoxZ,
SoxY, SoxA y Dsr, por lo que en este género la oxidacion de compuestos azufrados y la
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acunlulacién de globulos de azufre podria ser mediante una ruta ramificada de oxidacién del
S,057.

Algunas bacterias quimiolitoautotrofas  utilizan una flavocitocromo  c-sulfuro
deshidrogenasa (Fcc) o una sulfuro quinona reductasa (Sqr) para oxidar H,S a s° (Fig. 13). La
Fcc no parece ser esencial para el crecimiento en presencia de H,S [19]. Se han encontrado los
genes sqr en una amplia variedad de bacterias quimiolitoautétrofas incluyendo A. ferrooxidans,
T. denitrificans y T. crunogena [25]. La enzima Sqr ha sido propuesta como la enzima
potencialmente responsable de la oxidacion de sulfuro en una amplia variedad de organismos
con excepcion de las plantas; esta oxidacion es importante para la circulacion global del sulfuro y
del carbono en la interfaz 6xica-andxica de varios ambientes, asi como para la tolerancia a H,S y
su detoxificacion [25,26]. La menor tolerancia de H. neapolitanus al H,S, comparado con T.
crunogena (Fig. 7), quizas se debe a que no se ha detectado la presencia de Sqr al analizar el
genoma completo de este microorganismo.

A. ferrooxidans puede consumir el S% de la siguiente manera [7]: El s° es activado por
glutatién en forma de glutation-sulfuro (G-SH). Este sulfuro es oxidado en el periplasma por una
sulfuro dioxigenasa, produciendo sulfito que es posteriormente oxidado a sulfato por una sulfito
deshidrogenasa.

La informacion sobre los detalles moleculares, genes, enzimas y rutas metabdlicas
implicadas en la oxidacion de compuestos reducidos de azufre por bacterias quimiolitoautotrofas
de importancia aplicada es aun limitada. Estos microorganismos producen diferentes tipos de
enzimas para metabolizar los compuestos azufrados. Un trabajo reciente con
Gammaproteobacterias oxidantes de azufre simbiontes de moluscos mostrdé que,
independientemente de las condiciones ambientales (aerébico, semidxico, anaerobio), todos los
genes que codifican para Dsr, Apr, SoxB, Sqr y Sat (Fig. 13) estan expresandose al mismo
tiempo, indicando que todas las rutas metabdlicas de oxidacién de azufre funcionan
simultaneamente en estos organismos [27]. Un mejor conocimiento de estas enzimas y rutas
permitiria mejorar las actividades cataliticas en bioprocesos benéficos (tratamiento de la
contaminaciéon por compuestos azufrados) o bien inhibirlas cuando tienen consecuencias
negativas (corrosion).
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Resumen

El selenio es un elemento traza esencial para el ser humano. La importancia de este
elemento se debe a las selenoproteinas, un conjunto discreto de proteinas, que poseen el
inusual aminoacido selenocisteina; un analogo de la cisteina, que contiene selenio en lugar de
azufre. La selenocisteina es incorporada a la sintesis ribosomal de proteinas mediante un
mecanismo especifico, montado sobre el aparato traduccional canbénico, que permite la
decodificaciéon de codones UGA como selenocisteina. La selenocisteina es un aminoacido mas
reactivo que la cisteina, que, en las selenoproteinas de funcion conocida, esta siempre
involucrado en la catalisis redox. El selenoproteoma del ser humano consta de 25 proteinas. Si
bien no se conoce la funcion de todas las selenoproteinas, en los ultimos afios se ha avanzado
sustancialmente en dilucidar las funciones de muchas de ellas. Las selenoproteinas son
importantes en el mantenimiento de la homeostasis redox (debido a las selenoproteinas de los
sistemas de la tiorredoxina y del glutatién), en el metabolismo de las hormonas tiroideas (debido
a las tironina deyodinasas), en la maduracion de los espermatozoides (debido principalmente a
una de las glutation peroxidasas), y en la funcion muscular (debido principalmente a la
selenoproteina N), entre otros procesos fisioloégicos. Finalmente, se resefian los estudios
realizados sobre la tiorredoxina glutation reductasa de platelmintos parasitos. En los ultimos afios
hemos contribuido a dilucidar los mecanismos cataliticos de las diferentes actividades que posee
esta singular selenoproteina multifuncional que ejerce el control global de la homeostasis redox
de los parasitos platelmintos.

Palabras clave: Selenocisteina, selenoproteinas, selenio, enzimas antioxidantes, tiorredoxina
glutatién reductasa.
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Abstract

Selenium is an essential trace element for humans. Its importance is due to
selenoproteins, a discrete set of proteins possessing the rare amino acid selenocysteine, an
analog of cysteine, which contains selenium instead of sulfur. Selenocysteine is incorporated into
proteins by a specific mechanism, superimpose on the canonical translational apparatus, which
allows UGA codons to be decoded as selenocysteine. Selenocysteine is more reactive than
cysteine, and in selenoproteins of known function is always involved in redox catalysis. The
human selenoproteome consists of 25 proteins. In recent years important advances have been
made in elucidating the function of many selenoproteins, although specific functions have not
been ascribed to all of them. Selenoproteins are important in maintaining redox homeostasis (due
to selenoproteins of the thioredoxin and glutathione systems), metabolism of thyroid hormones
(due to thyronine deiodinases), sperm cells maturation (mainly due to one of the glutathione
peroxidases), and muscle function (mainly due to selenoprotein N), among other physiological
processes. Finally, studies on thioredoxin glutathione reductase from flatworm parasites are
summarized. In the last years, we have contributed to elucidate the catalytic mechanisms
underlying the different activities of this unique multifunctional selenoprotein, which controls the
overall flatworm parasites redox homeostasis.

Keywords: Selenocysteine, selenoproteins, selenium, antioxidant enzymes, thioredoxin
glutathione reductase.

Un poco de historia del Selenio: de elemento toxico a micronutriente

El elemento selenio (Se) fue descubierto en 1817 por J.J. Berzelius, investigando la
causa de una enfermedad que padecian trabajadores de la industria de la produccién de acido
sulfurico a partir de piritas. Mucho antes, Marco Polo habia reportado en sus cronicas de viajes lo
que, retrospectivamente, habrian sido los efectos de la intoxicacion de caballos por ingestién de
altas dosis selenio acumulado en determinadas plantas nativas de una region de China: las
pezufas de los caballos se debilitaban y caian. Muchos siglos después, en Nebraska se describe
un sindrome similar al reportado por Marco Polo, y posteriormente, se identifico al Se como el
componente toxico. Los esfuerzos iniciales de investigacion fueron dirigidos a evitar la toxicidad
por selenio. Rapidamente se reconocio la existencia de suelos ricos en Se y la existencia de
ciertas plantas que acumulan este elemento (revisado en [1,2]). En 1957, la mala reputacién del
Se cambio en la comunidad cientifica y en el publico en general, gracias a los trabajos de K.
Schwarz: estudiando la levadura como fuente de proteinas, noté que el cambio de levadura de
cerveza por la levadura de térula (conocida también como levadura forrajera) en la alimentacion
de las ratas provocaba necrosis en el higado, de lo que dedujo que uno o mas componentes
esenciales estaban presentes en una levadura y no en la otra. Entre estos componentes se
identificod el denominado “factor 3”, que inequivocamente contenia selenio [3]. El selenio fue
rapidamente reconocido como un elemento traza esencial en mamiferos, y su deficiencia como
causa de algunas enfermedades [1,2]. La enfermedad del masculo blanco, una distrofia muscular
que afectaba al ganado en crecimiento se asocié a suelos deficientes en Se y pudo prevenirse
con la suplementacion con Se. La deficiencia de Se fue posteriormente asociada a otras
afecciones, como la infertilidad en machos. A mediados de la década de los 1970s, se demostro
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que una cardiomiopatia humana, denominada enfermedad de Keshan, endémica en la provincia
homonima de China, estaba asociada a la dieta deficiente de Se, debido a suelos muy pobres en
selenio, siendo el virus de Coxsackievirus un cofactor de esta enfermedad: un ambiente
deficiente en Se en el tejido del corazén parece seleccionar una variante cardiovirulenta de estos
virus. Esta enfermedad, que tiene sintomas en comun con la enfermedad del masculo blanco en
animales, se trata y se previene con la suplementacion con Se. La enfermedad de Kashin Beck,
una artritis deformante es también asociada a dietas pobres en selenio en ciertas regiones de
Asia; la deficiencia de yodo seria un cofactor de esta enfermedad. Recapitulando esta
perspectiva histérica podemos decir que el margen entre niveles téxicos de Se y niveles dietarios
requeridos para prevenir deficiencias en Se es estrecho. La distribucion desigual de Se en la
corteza terrestre puede entonces acarrear problemas de salud tanto por exceso como por déficit
del este elemento traza.

Las pistas iniciales relacionadas con la funciones especificas del Se provinieron del lado
de la enzimologia: los trabajos de J.T. Rotruck y col. [4] y de L. Flohe y col. [5] de 1973
determinaron que la glutatién peroxidasa de mamiferos, una enzima que reduce peroxido (ver
mas adelante), contenia selenio. Ese mismo ano, el grupo de T. Stadtman demostraba que la
glicina reductasa de ciertos microorganismos era una selenoproteina [6]. La naturaleza quimica
del selenio en estas enzimas demoraria en dilucidarse y depararia numerosas sorpresas.

El 21°" aminoacido: la selenocisteina

A diferencia de la mayoria de los elementos traza, que cumplen su funcién como
cofactores enzimaticos, el Se en las selenoproteinas esta presente bajo la forma de un
aminoacido: la selenocisteina (Sec, en cddigo de tres letras; U, en cédigo de una letra); un
analogo de la cisteina (Cys), que contiene Se en lugar de azufre (S) [7] (Figura 1). La
selenocisteina tiene algunas diferencias con la cisteina, la mas importante es su pKa: en tanto el
pKa de Cys es 8.3, el de Sec es de 5.2, lo cual implica que a pH neutro el tiol de Cys esta
mayoritariamente en su forma neutra (protonada), en tanto el grupo selenol de Sec esta cargado
negativamente, como selenolato (ver Figura 1); ademas el atomo de Se tiene mayor
polarizabilidad que el del S. Estas caracteristicas confieren mayor nuclecfilia al atomo de Se (con
respecto al S) en un rango mas amplio de pH, y por tanto una mayor reactividad. Las enzimas
que contienen Sec en el sitio activo son, por norma, cataliticamente mas eficientes que las
homologas que contienen Cys [8]. En cierta medida Sec puede considerarse una “super cisteina”
de reactividad extrema. De hecho, en las selenoproteinas de funcién conocida Sec esta
involucrada siempre en la funcién proteica, en reacciones redox [9,10]. Es interesante senalar en
el paralelismo con Cys (el Unico otro aminoacido que participa en reacciones redox) que si bien
Sec puede sustituir a Cys en catalisis redox, no sustituye a Cys en el plegamiento oxidativo, ni en
la catalisis no redox (por ejemplo en las cistein-proteasas).

Selenocisteina (Sec) Cisteina (Cys)
pKa = 5.2 pKa = 8.3
O O
©
®o se  ©o H
© NH3 ©NH;

Figura 1. Férmula de la selenocisteina (Sec) y de la cisteina (Cys). Debido a sus pKa a
pH fisiologico la cadena lateral de la Sec esta cargada negativamente, no asi la de Cys.
Dependiendo del contexto proteico el pKa del grupo selenol de Sec y del grupo tiol de
Cys puede variar.
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Al hallazgo de que el selenio estaba como Sec en ciertas enzimas siguieron otros mas
sorprendentes: Sec es incorporado a las cadenas polipeptidicas en crecimiento en el ribosoma,
pero a diferencia de los 20 aminoacidos canodnicos, Sec es codificada por un codéon UGA (un
coddn que usualmente especifica la terminacién de la sintesis de la cadena polipeptidica) [11],
reprogramado para codificar Sec por un elemento de incorporaciéon de Sec (elemento SECIS, del
inglés Sec Insertion Sequence) presente, exclusivamente en los ARNm de las selenoproteinas
(Figura 2). El elemento SECIS es el que desambigua el significado del codén UGA, y se localiza
“secuencia abajo” del codon UGA: 10 nucledétidos hacia el extremo 3" del ARNm en bacterias, y
en la regién 3" no traducida en archaeas y eucariotas [12]. Aunque varian en secuencia todos
poseen una estructura de “tallo-bucle” conservada. Estos hallazgos permitieron ampliar el coédigo
genético que se suponia que contenia solamente 20 palabras (ver Recuadro 1), e incorporar el
concepto de la “codificacion a distancia”. La dilucidacion del mecanismo completo de
incorporacion de Sec fue liderada por el grupo de A. Béck en Alemania, en una serie de articulos
clasicos que identificaron todos los genes que participan en la via de incorporacién de selenio en
bacterias [13-16]. Ademas de la recodificacion de un codén UGA por el elemento SECIS, otros
aspectos novedosos surgieron de estas investigaciones del grupo aleman. A diferencia de los
aminoacil-ARNt convencionales, que son reconocidos por un factor de elongaciéon general,
denominado EF-Tu, que media la incorporacion de los aminoacil-ARNt al ribosoma, el
selenocisteinil-ARNt>*® es reconocido por un factor de elongacion especifico (denominado SelB o
EF-Sec), el cual reconoce ademas de GTP y ARNt**®, al elemento SECIS del ARNm y media la
incorporacion del ARNt**® al riobosoma. En eucariotas el factor de elongacion que une Sec-
ARNt**® no interacciona directamente con el elemento SECIS, sino a través de la proteina de
unién a SECIS, denominada SBP2 [17]; ademas, otras proteinas, como la proteina ribosomal
L30, participan en el proceso de descodificacion [18]. La Figura 2 resume el mecanismo de
incorporacion de Sec en bacterias y en eucariotas.

Otro aspecto novedoso de la sintesis de Sec es que ocurre exclusivamente sobre su
ARNt (no existe la sintesis del aminoacido libre). El ARNt>® es previamente aminoacilado con
serina, por una seril-ARNt sitetasa convencional (la misma enzima que cataliza la formacién de
seril-ARNt>®") dando lugar a seril-ARNt®®, el cual es luego modificado por la selenocisteina
sintetasa a selenocisteinil-ARNt>*® [19]. En eucariotas (y en archaeas), dos enzimas diferentes,
en lugar de una, catalizan el pasaje de Ser-ARNt>*® a Sec-ARNt>*® [20], tal como se muestra en
la Figura 3 . En todos los casos el atomo de Se proviene del selenofosfato, el cual es sintetizado
por la selenofosfato sintetasa (conocida como selD en bacterias o SPS2 en eucariotas) a partir
de selenuro y ATP.

Sintéticamente podemos decir que la incorporacion de Sec a la sintesis proteica requiere
de algunos “ajustes” del aparato traduccional convencional. La similitud global del mecanismo de
sintesis e incorporacion de Sec en los tres dominios de lo viviente sugiere que la incorporacion
de la palabra Sec al codigo genético aparecié una sola vez en la evolucion, previo a la
separacion de los dominios. La existencia de linajes que no incorporan Sec indica que éstos
perdieron esta capacidad ancestral, e indica que existen diferentes presiones selectivas que
determinan el mantenimiento o la pérdida de la incorporacion de Sec en lo viviente [21].

La secuenciacion de genomas completos, junto al desarrollo de herramientas
bioinformaticas para detectar selenoproteinas permitié determinar selenoproteomas completos, y
descubrir nuevas familias de selenoproteinas. Estas estrategias informaticas se basaron en i)
detectar la presencia de elemento SECIS “secuencia abajo” de un codéon UGA en marco, v ii)
analizando las secuencias posteriores a UGA; a esta ultima estrategia ayuddé enormemente la
observacion de que la mayoria de los genes de selenoproteinas poseen homodlogos en los
cuales Sec es reemplazado por Cys [9]. Estos estudios revelaron que los organismos que
incorporan Sec lo hacen en un numero muy reducido de proteinas, y mostraron que los
selenoproteomas de diferentes taxa varian tanto en el numero como en el tipo de familias de
selenoproteinas encontradas. A manera de ejemplo sélo una selenoproteina existe en el gusano
Caenorhabditis elegans y 25 en el ser humano [22]. Desde un punto de vista evolutivo ha habido
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evolucioén linaje especifica de Cys a Sec (que requiere ademas de una sustitucion la aparicion de
un elemento SECIS), pero también de Sec a Cys [23]. Las presiones selectivas subyacentes a la
preferencia de Sec o Cys en determinados taxa y en determinadas familias de proteinas no son
totalmente claras; en este contexto es importante mencionar que si bien Sec aumenta la
eficiencia de la catalisis redox, puede cambiar otras propiedades de las enzimas acarreando
desventajas.

Finalmente, es importante resefiar que, ademas de la presencia de Se bajo forma de
Sec, existen otras formas minoritarias de Se en lo viviente (ver Reacuadro 2).

A. Bacteria B. Eukarya

Figura 2. Incorporacion de selenocisteina a la sintesis proteica. En bacterias SELB, el
factor de elongacion especifico para Sec, une el elemento SECIS, GTP y ARN{S®
formando un complejo cuaternario, la unién provoca de SELB al elemento SECIS un
cambio conformacional que media la transferencia del ARNt>®® a sitio A del ribosoma,
ocupado por un codon UGA. En eucariotas el elemento SECIS une a la proteina de union
a SECIS (SBP2), que recluta al factor de elongacion de Sec (EFSec) y al ARNt®; luego
de la asociaciéon con el ribosoma, SBP2 es desplazada del elemento SECIS por la
proteina ribosomal L30. El cambio conformacional del elemento SECIS promueve la
hidrélisis de GTP vy la liberacion del ARNt® al sitio A del ribosoma. Reprinted by
permission from Macmillan Publishers Ltd: [Nature Structural & Molecular Biology], [17],
copyright (2005).

HSe-
ATP

(se0 £59)
+ATP " " AMP + Pi
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R IRy
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Figura 3. Biosintesis de selenocisteina en eucariotas. El ARNt** es aminoacilado por la

seril-ARNLt sintetasa (SerS), el residuo de serina es fosforilado por la O-fosfoseril-ARNt>*
quinasa (PSTK) para dar lugar a O-fosfoseril-ARNt>*, que es convertido en
selenocisteinil-ARNt>*® por la selenocisteina sintetasa (SecS). SecS tiene también como
sustrato al selenofosfato (SeP), cuya sintesis es catalizada por la selenofosfato sintetasa
(SPS2) a partir de selenuro y ATP. Figura reproducida de [19].
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Selenoproteinas humanas: su importancia en procesos fisiolégicos y algunas
generalizaciones sobre los mecanismos cataliticos de las selenoenzimas

Varias de las selenoproteinas presentes en humanos (y en mamiferos) son enzimas
antioxidantes extremadamente eficientes, que forman parte de los sistemas de la tiorredoxina y
del glutatién [22]. Estos sistemas mantienen la homeostasis redox de las células a expensas del
poder reductor del NADPH, y participan en una variedad de procesos celulares [24]. Un esquema
de cémo funcionan estos sistemas se presenta en la Figura 4a. En el sistema tiorredoxina, la
selenoenzima tiorredoxina reductasa, una piridin-nucledétido tiol-disulfuro éxido-reductasa, oxida
al NADPH y reduce a la forma oxidada de la tiorredoxina. La tiorredoxina reducida posee una
multiplicidad de funciones, entre ellas provee electrones para enzimas esenciales (por ejemplo a
la ribonucledtido reductasa), y enzimas antioxidantes, ejerce control redox de factores de
transcripcion y participa en el plegamiento de proteinas. Los mamiferos poseen tres formas de
tiorredoxina reductasas, (citosélica, mitocondrial y especifica de testiculo), y las tres contienen un
residuo de Sec redox activo, como parte del tetrapéptido GCUG (U denota Sec) carboxi-terminal.
Asi, en mamiferos todos los procesos dependientes del sistema tiorredoxina son selenio-
dependientes. Los organismos knock out tanto en la tiorredoxina reductasa citosélica como en la
tiorredoxina reductasa mitocondrial no son viables; la eliminacion de estos genes da lugar a
letalidad embrionaria. Uno de los blancos de la tiorredoxina es la enzima antioxidante metionina
sulféxido reductasa, que cataliza la reduccion de metionina oxidada (libre y en proteinas) a
metionina. Una de las formas de la metionina sulféxido reductasa, que reduce especificamente
el estereoisdmero R, contiene Sec en su sitio activo. Otra enzima antioxidante, la glutation
peroxidasa (GPx), en tanto, es uno de los blancos del sistema glutatién. En humanos existen 8
GPx, de las cuales 5 contienen Sec en su sitio activo. De estas ultimas, la GPx1 o citosdlica fue
la primer selenoproteina animal conocida. Es una enzima antioxidante extremadamente eficiente
que cataliza la reduccioén de hidroperéxidos dependiente de glutation (revisado en [2]). La GPx4,
también conocida como fosfolipido hidroperoxido GPx, es la unica GPx esencial en la
embriogénesis en mamiferos; ademas de su funcién antioxidante de reduccién de hidroperédxidos
lipidicos, cumple un rol estructural esencial en la maduracién de los espermatozoides [25]. Las
funciones de las otras tres GPx que son selenoproteinas (GPx2 o gastrointestinal, GPx3 o
plasmatica y GPx6) no estan totalmente dilucidadas, aunque se sabe que son importantes en
situaciones de estrés oxidativo; en tanto las GPx que no contienen Sec no han sido estudiadas.
La selenoproteina W es una selenoproteina antioxidante dependiente de glutation, pero la
funcidn precisa que cumple esta selenoproteina se desconoce. Posee el motivo redox CXXU en
un dominio tiorredoxina y se expresa predominantemente en musculo esquelético y corazén, en
particular durante el desarrollo.

Recuadro 1: El cédigo genético no es universal

Bastante antes de que el cédigo genético fuera dilucidado, entre los investigadores que estudiaban el
“problema del cddigo” habia ya consenso en que el numero de aminoéacidos incorporados durante la
sintesis ribosomal de proteinas era 20. Mas tarde, la dilucidacion del codigo genético, que establecio
una correspondencia entre codones o tripletes de nucleétidos y los 20 aminoéacidos, fue recibida con
benepléacito por la comunidad cientifica. La proclamacion de que el cédigo era “universal”, es decir el
mismo desde Escherichia coli hasta el ser humano constituia una constatacion de la unidad histérica de
lo viviente. Pero la naturaleza siempre sorprende: hoy sabemos que, en realidad, existen al menos 20
codigos diferentes, incluyendo nuestro propio cédigo genético mitocondrial, que difiere de nuestro
coédigo nuclear. Luego del descubrimiento de la selenocisteina como aminoacido, se sumaria al
diccionario de traduccion la palabra 22: la pirrolisina [35], un aminoécido filogenéticamente restringido a
unas pocas especies procariotas, codificado por un codén UAG. La variante mas reciente del cddigo
genético fue descubierta en el organismo ciliado Euplotes crassus, en el cual UGA especifica la
inserciéon de Cys y Sec, demostrando que el codigo genético puede utilizar un codén para codificar mas
de un aminoacido [36].También a nivel del cédigo se manifiesta la unidad y diversidad de lo viviente:
todos los cédigos que hoy conocemos son variantes sutiles de un cédigo ancestral.
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Figura 4. A. Flujo de electrones en los sistemas tiorredoxina y glutation. En ambos
sistemas, el NADPH es el dador inicial de equivalentes de reduccion. En el sistema
tiorredoxina (panel superior) los electrones son cedidos a la tiorredoxina reductasa, de
ésta a la tiorredoxina. La tiorredoxina tiene numerosos blancos, entre ellos la
peroxirredoxina (Prx, que reduce perdxido de hidrégeno), la metionina sulfoéxido reductasa
(MSR, que reduce metionina oxidada), la ribonucledtido reductasa (RR, que reduce
ribonucledtidos), y es una proteina disulfuro reductasa general; la tiorredoxina reductasa
también puede reducir blancos de bajo peso molecular, entre ellos el dehidroascorbato
(DHA) y el &cido lipoico. En el sistema glutation (panel inferior), los electrones del NADPH
son cedidos a la glutatién reductasa, de ésta al glutation, de éste a la glutarredoxina y de
la glutarredoxina a diferentes blancos, entre ellos la RR. La glutarredoxina participa
ademas en la biogénesis de centros Fe/S; en glutation, en tanto, puede ceder electrones
a otros blancos como la glutation peroxidasa (GPx, que reduce perdxido de hidrégeno a
agua e hidroperoxidos a alcoholes), funciona como un antioxidante general y ademas
participa en reacciones de detoxifiacién mediadas por glutatién S-transferasas. Todas las
reacciones esquematizadas involucran intercambios tiol(selenol)-disulfuro(selenil-sulfuro)
reversibles. B. Esquema del mecanismo catalitico de las glutatién peroxidasas. La forma
reducida de la GPx (esquematizada como GPx-Se’, en la que el selenol estd como
selenolato) reacciona con peréxido de hidrégeno o con hidroperdxidos organicos
(ROOCH), dando lugar a agua y alcoholes organicos (ROH), dando lugar a la forma
oxidada por dos electrones de la GPx. La GPx oxidada es luego reducida en dos
reacciones que involucran transferencia de un electrén, regenerando la forma reducida de
la enzima. Como resultado neto de la reduccion de perdxidos dos moléculas de glutation
reducido (GSH) dan lugar a glutation oxidado (GSSG).
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De forma analoga a lo que ocurre con las Cys redox activas durante el ciclo catalitico,
donde su estado de redox cambia reversiblemente de tiol(ato) (estado de oxidacion -2) a
disulfuro (-1) o a sulfénico (0); en las tiorredoxina reductasas, las glutation peroxidasas y la
metionina sulfoxido reductasa, los mecanismos cataliticos involucran al grupo selenol(ato)
(estado de oxidacion -2) de Sec que cambia reversiblemente a selenil-sulfuro (analogo al
disulfuro, estado de oxidacion -1) o selenénico (analogo al sulfénico, estado de oxidacién 0). Un
esquema de los intermediarios formados durante el ciclo catalitico de la glutation peroxidasa se
muestra en la Figura 4B. También es importante sefialar que en las selenoproteinas con centros
redox conteniendo Sec y Cys (por ejemplo motivos “redoxinas” como CXXU, UXXC y CU), como
parte del ciclo catalitico, Sec ocupa siempre la posicion homoéloga a la Cys redox activa
“atacante” o “nucleofilica”; no se ha encontrado Sec en la posicion “resolutiva” del mecanismo.

Las yodotironinas deyodinasas constituyen otra familia de selenoproteinas; en humanos
existen 3 deyodinasas, todas selenoenzimas. La tiroxina (conocida como T4 o tetrayodo tironina)
es una pro-hormona de larga vida, que debe ser activada por deyodinacion a T3 (triyodo
tironina), una hormona de vida media corta, que modula la expresién de genes en muchos
tejidos, a través de la union a factores de transcripcion que promueven el metabolismo. En todos
los vertebrados existen enzimas que activan T4 (a T3) y que inactivan T4 y T3. La deyodinacion
de T4 a T3 ocurre en el anillo fendlico exterior de T4 y es catalizada por las deyodinasas 1y 2
(Figura 5). Como contrapunto de la via de activacién, la activacion de T4 puede ser prevenida
por deyodinacion del anillo aromatico interno, dando lugar a una forma inactiva de la hormona
(rT3), y T3 puede ser irreversiblemente inactivada también por deyodinacién del anillo interno;
estas reacciones son catalizadas por la deyodinasa 3 (y en menor medida por la deyodinasa 1)
[26]; ademas las deyodinasas 1 y 2 pueden también actuar sobre rT3, sin consecuencias en la
funcion hormonal (Figura 5). A su vez, la expresion y la actividad de las tres deyodinasas estan
sujetas a regulacion. Estos mecanismos complejos (y no completamente entendidos) aseguran
la homeostasis de la funcion tiroidea, en particular ante cambios ambientales como la ingesta
variable de yodo. La deyodinasa 1 es particularmente importante para suministrar T3 al plasma y
regular la cantidad de T4 en plasma, en tanto la deyodinasa 2 es requerida para mantener
niveles importantes de T3 en el cerebro. Los ratones knock out en cualquiera de las yodotironina
deyodinasas son viables, pero dan diferentes tipos de transtornos: los knock out en las
deyodinasas 1 y 2 dan problemas importantes de crecimiento y auditivos, entre otros; en tanto
knock out en la deyodinasa 3 provocan toxicidad en la tiroides e hipotiroidismo. En linea con la
importancia de estas selenoproteinas en el metabolismo de las hormonas tiroideas, se ha
identificado que defectos genéticos en la proteina de unién a SECIS son causa de metabolismo
anormal de las hormonas tiroideas.

En términos mecanisticos, las reacciones catalizadas por las deyodinasas son
deshalogenaciones reductivas y el mecanismo que se propone involucra un intermediario Se-I
oxidado; el sitio activo de las deyodinasas contiene el motivo FGSXTU dentro de un dominio con
plegamiento Trx.

Otra selenoproteina de funciéon conocida es la selenofosfato sintetasa (SPS2), que
cataliza la sintesis de selenofosfato (un precursor de la sintesis de Sec) a partir de ATP y
selenuro. La selenoproteina P, la Unica que codifica para multiples residuos de Sec; posee 10
codones UGA en marco, aunque incorpora un niumero menor de residuos de Sec por cadena
polipeptidica, ya que la incorporacion de Sec no es un proceso 100% eficiente. La
selenoproteina P es la mas abundante en plasma y se supone que es importante en el transporte
y la movilizacion de Se [27]. Los ratones knock out en la selenoproteina P muestran deficiencia
de Se en muchos 6rganos; en particular en los testiculos y en el cerebro y sufren de desérdenes
neuroldgicos e infertilidad en los machos. Los espermatozoides carecen de vaina en la parte
distal de la pieza media. La dieta con elevado Se restablece algunos de los sintomas de los
desordenes neuroldgicos. La selenoproteina N esta implicada en la funcién muscular, pero su
funcion precisa no es conocida. Existe un vinculo claro entre ciertas miopatias y la
selenoproteina N; las mutaciones en la selenoproteina N llevan a distrofia muscular de espina
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rigida y al fenotipo clasico de la miopatia con multiminicore. Finalmente, existen otras
selenoproteinas de funciéon desconocida, entre ellas, SelH, Sell, SelM, SelT, SelV y Sel15 o
Sep15, todas ellas con presuntos motivos redox conteniendo Sec (CXXU o variantes de éste)
dentro de un dominio Trx. En tanto SelK, SelO y SelS, también de funcion desconocida, son
selenoproteinas con un residuo de Sec carboxi-terminal.
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Figura 5. Mecanismos de activaciéon e inactivacién de las yodotironinas por las
yodotironinas deyodinasas D1, D2 y D3. D1 y D2 son enzimas que participan,
esencialmente, en la activacién de T4 a T3, en tanto D3 participa en la inactivaciéon de T3.

Si bien no se conoce la funcion de todas las selenoproteinas, en los ultimos afios se ha
avanzado enormemente en dilucidar las funciones de muchas de ellas, y en los procesos
fisiolégicos en los que intervienen. A manera de resumen, podemos decir que hoy sabemos que
las selenoproteinas son importantes en el mantenimiento de la homeostasis redox, el
metabolismo hormonal tiroideo, la maduracion de los espermatozoides, y la funcién muscular.
Finalmente, de acuerdo a estudios recientes las selenoproteinas tienen también un papel
importante en la inmunocompetencia de los vertebrados.

Una selenoproteina multifuncional en detalle: la tiorredoxina glutation reductasa de
platelmintos

Desde hace algunos afos comenzamos a estudiar las defensas antioxidantes de un
organismo parasito, el platelminto Echinococcus granulosus, causante de la hidatidosis. Los
organismos parasitos que causan infecciones cronicas son excelentes modelos para el estudio
de defensas antioxidantes, ya que estan sometidos al estrés oxidativo del sistema inmune del
hospedero. Algunas investigaciones tempranas, en particular la ausencia de catalasa (una
enzima que dismuta peréxido de hidrégeno a agua y oxigeno), nos dieron pistas de que las
defensas antioxidantes en este organismo dependian de los sistemas tiorredoxina y glutation.
De manera sucinta podemos resefiar que nuestro trabajo y el de otros grupos de investigacion
que trabajan en bioquimica de platelmintos permitieron demostrar la existencia de un escenario
bioquimico muy particular en platelmintos parasitos en relacién a estas vias metabdlicas [28-31].
A diferencia de sus hospederos vertebrados estos parasitos carecen de tiorredoxina reductasa y
glutatién reductasa convencionales y por tanto no poseen sistemas tiorredoxina y glutation
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canodnicos; en cambio poseen la selenoenzima tiorredoxina glutation reductasa (TGR), que
define un sistema tiorredoxina-glutatién “ligado” que provee de electrones a ambas rutas. La
secuenciacion de los genomas de los platelmintos parasitos confirmé la ausencia de los genes
de tiorredoxina reductasa y glutatién reductasa, y la existencia de un gen que codifica para TGR.
La TGR posee varios centros redox y, a nivel de estructura primaria, proviene de la fusién de un
dominio glutarredoxina a los dominios de una tiorredoxina reductasa, tal como se esquematiza
en la Figura 6a. Para disecar como funciona esta enzima multifuncional, generamos un conjunto
de proteinas recombinantes, incluyendo mutantes en los diferentes sitios redox activos; para las
construcciones de selenoproteinas incluimos un elemento SECIS bacteriano que permitiera la
decodificacion del codén UGAS® en bacterias. En base a estos recombinantes determinamos
que el residuo de Sec es esencial para las funciones tiorredoxina y glutation reductasas, en tanto
el dominio glutarredoxina es esencial para la actividad glutation reductasa, pero no para la
actividad tiorredoxina reductasa; la Figura 6b resume el flujo de electrones en la TGR para las
diferentes actividades. Estos resultados indican que la homeostasis redox es dependiente de
Sec, y sugieren la existencia de una bisagra flexible entre el dominio glutarredoxina y los
dominios tiorredoxina reductasa, lo cual concuerda con la estructura tridimensional la TGR de
Schistosoma mansoni, recientemente publicada [32]. Una peculiaridad de la actividad glutatién
reductasa de la enzima es que exhibe un comportamiento histerético (un retraso en alcanzar la
velocidad maxima) a alta concentracion de glutation oxidado [30]. Este comportamiento
histerético de la enzima lo hemos asociado a la glutationilacion de la enzima por glutatiéon
oxidado, y la salida de la histéresis a la deglutationilacion por glutatién reducido [33].
Recientemente hemos encontrado que la enzima posee actividad deglutationilante (de remocion
de glutatién) frente a disulfuros mixtos péptidos-glutation; como la actividad glutatién reductasa,
la actividad deglutationilante es también dependiente de Sec y del dominio glutarredoxina, y es
inhibida por cocientes altos de concentraciones de glutation oxidado/glutatién reducido. Las
actividades glutatién reductasa y deglutationilante de la TGR ocurren, a nivel del dominio
glutarredoxina, a través de un mecanismo monotiélico.

Otros resultados que hemos obtenidos indican la existencia de variantes mitocondrial y
citosdlica de TGR en los platelmintos parasitos, producto del inicio alternativo de la transcripcion
del gen de la TGR. Esto sumado a la existencia de tiorredoxinas mitocondrial y citosoélica
(provenientes estas de diferentes genes), que aceptan electrones de la TGR indica la existencia
de sistemas ligados tiorredoxina-glutation, dependientes de Sec, en ambos compartimientos
subcelulares [28,33].

Recuadro 2: Otras formas de selenio en la naturaleza

En los organismos vivos, ademas de estar presente como Sec, la forma mas importante y mas
distribuida de selenio en las proteinas, el selenio ocurre en las proteinas bajo otras formas. En ciertas
bacterias el selenio estd presente en algunas molibdoproteinas (proteinas que contienen molibdeno),
como la xantina deshidrogenasa y la acido nicotinico hidroxilasa. Estas enzimas contienen selenio bajo
la forma de un cofactor labil, que contiene Se-Mo y esta directamente involucrado en catalisis. Ni la
naturaleza quimica exacta del Se en este cofactor ni su sintesis son conocidas. Por otra parte, el Se
puede encontrarse en las proteinas bajo la forma de L-selenometionina; este aminoacido analogo a la
metionina es incorporado a la sintesis proteica en lugar de metionina, con baja frecuencia y al azar
(esto se debe a que las enzimas involucradas en la sintesis e incorporacion de Met no discriminan entre
el atomo de S y el de Se). Otra forma bajo la que se presenta el Se en la naturaleza es la 2-
selenouridina, una base modificada analoga a la tiouridina, identificada, exclusivamente, en la posicién
de balanceo (wobble) de los anticodones de los ARNt"®, ARNt®" y ARNt®" de algunas bacterias; se
piensa que esta modificacidon incrementa la fidelidad de la traduccién de los codones terminados en
purina. Finalmente, algunas plantas seleniferas acumulan diferentes compuestos de bajo peso
molecular de Se como defensas quimicas para evitar ser devoradas.
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Las vias del glutation y de la tiorredoxina en conjunto son esenciales en una variedad de
procesos fisiolégicos. Como la TGR de platelmintos parasitos es la Unica enzima que provee
electrones a ambas vias, su inhibicion afectara la sintesis de ADN, la homeostasis redox global y
otros procesos esenciales en estos organismos. Este escenario bioquimico Unico que contrasta
con el de los hospederos de los parasitos ha llevado a estudiar a la TGR como blanco de drogas
para estas parasitosis. De hecho, en estudios recientes se ha validado a la TGR como blanco de
drogas para platelmintos [34], y se han identificado estructuras de amidas fosfinicas,
oxadiazoles. Actualmente, algunos de nuestros estudios estan centrados en la busqueda de
inhibidores de quimiotecas discretas de moléculas electrofilicas, explotando la reactividad del
selenolato de Sec, un nucledfilo extremadamente reactivo.

A CXXC CXXXXC GCUG
L llesH | Il rao [ NaoPH =] [ |
Dominio Grx Dominios TR (de union a FAD, de union a NADPH v de
dimerizacion)
B.

FAD
Dominios \;C G
4

TR é u .xzDonr;mo
o336 6 ossa
Daminil:c g
Grx C G

P AN

Dominio

Actividad TR Actividad GR

Figura 6. A. Estructura primaria de la tiorredoxina glutation reductasa (TGR). En gris se
indica el dominio glutarredoxina N-terminal, en amarillo el dominio discontinuo de union a
FAD, en verde el dominio de uniéon a NADPH y en rosado el dominio de dimerizacion. Se
indican los centros redox, asi como el grupo prostético FAD, y los ligandos glutation
(GSH) y NADPH. B. Modelo de la secuencia del flujo de electrones a través del sistema
ligado glutation-tiorredoxina para la actividad tiorredoxina reductasa (TR, a la izquierda) y
para la actividad glutatién reductasa (GR, a la derecha), de acuerdo a los resultados
obtenidos con la TGR y un conjunto de mutantes de la TGR (en el centro redox amino-
terminal, CX2C, en centro redox carboxi-terminal (GCUG) y un mutante sin dominio
glutarredoxina, Grx). Como se muestra, el dominio Grx de la TGR seria el responsable de
la reduccién del GSSG (actividad GR). Esto implica un paso en direccion contraria al que
ocurre en el sistema del GSH, el cual es posible debido a la proximidad de los potenciales
redox estandar del GSH y de la Grx. Para ambas actividades se requiere el centro redox
que contiene selenocisteina.
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Resumen

La ingenieria de proteinas depende de informacion a priori, tanto a nivel estructural como
evolutivo. Sin estos parametros es imposible disefiar cambios que permitan entender la relacién
estructura funciéon de una proteina. Para obviar esta limitacién ha surgido una nueva técnica,
llamada evolucion dirigida, la cual permite obtener un gran niumero de variantes las cuales son
subsecuentemente evaluadas ya sea por seleccién in vivo o por tamizaje in vitro. Esta técnica
imita a la evolucién molecular ya que genera una gran cantidad de proteinas modificadas con
variabilidad genética enorme, las cuales son sometidas a seleccion a través de ciclos sucesivos
de mutaciéon donde la propiedad que se busca es seleccionada hasta encontrar una proteina con
una mejor funcion en un periodo de tiempo relativamente corto.

Palabras clave: Ingenieria de proteinas, evolucion molecular, evolucién dirigida, PCR
mutagénico.
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Abstract

Protein engineering is dependent on the previous knowledge of both protein structure and
evolutionary history. Without these it is impossible to design changes that allow us to understand
structure and function relationships in proteins. To obviate this need a new technique has been
proposed, called directed evolution, that allows for the generation of genetic variability which is
latter selected for desired traits either in vivo or through in vitro screening procedures. This
technique imitates molecular evolution in the sense that it generates a great amount of genetic
variability, which is submitted to selection, also several incremental mutation and selection cycles
can be performed with concomitant increases in the desired property in a short time span.

Keywords: Protein engineering, molecular evolution, directed evolution, error-prone PCR.

Evolucion molecular

La variabilidad genética es el motor de la evolucion. La seleccidon natural determina el
numero de sobrevivientes de una poblacion al seleccionar aquellas propiedades que les
confieren una mayor capacidad de adaptaciéon. A nivel molecular, han surgido una enorme
cantidad de genes homologos (i.e. que tiene un ancestro comun) a través del proceso de
generacion de variabilidad, los cuales codifican para proteinas adaptadas a los medios mas
diversos y condiciones por demas extremas manteniendo la misma actividad catalitica. A través
de duplicaciones génicas dentro de un mismo genoma, han surgido genes nuevos los cuales han
acumulado mutaciones al grado de codificar proteinas estables con actividades distintas. Se
piensa que este ultimo fendmeno ha sido clave en la aparicion de las numerosas actividades
cataliticas existentes [1,2]. Existen varios mecanismos genéticos adicionales que permiten la
aparicién de nuevas formas de proteinas. En particular, la recombinacién génica produce nuevas
variantes que poseen propiedades provenientes de ambos donadores o incluso propiedades
totalmente nuevas.

Estructura tridimensional de proteinas

En los ultimos 40 afios se empezd a caracterizar la estructura tridimensional de las
proteinas, es decir, la descripcién de la posicion en el espacio de cada uno de los atomos que
componen a una proteina. Esta labor tan compleja es el fruto del desarrollo y adaptacion de
técnicas, especialmente de cristalografia de rayos X, durante varias décadas. La solucion de la
primera estructura de proteina tomé a Max Perutz mas de 20 afos. Hoy en dia la solucién de
una estructura nueva puede ocurrir en unos cuantos meses o incluso dias, pero sigue
constituyendo un logro extraordinario dentro de la gendmica estructural. En los ultimos afos se
ha logrado, asimismo, incorporar la técnica de Resonancia Magnética Nuclear (NMR) al arsenal
de herramientas para la determinacion de estructuras proteicas. Como producto de estos
esfuerzos, ahora conocemos varios miles de estructuras tridimensionales independientes, con
las que podemos realizar estudios comparativos y derivar nociones generales sobre la
arquitectura de las moléculas y de su funcionamiento a un nivel atomico [3]. De esta manera,
estas estructuras permiten entender cuadl es la participacion de cada uno de los aminoacidos en
la catalisis de una enzima [4].
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Ingenieria de proteinas

La evolucion molecular y la estructura tridimensional de las moléculas son conocimientos
necesarios para realizar un trabajo de ingenieria de proteinas. Por una parte tenemos la
informacion de la variabilidad de cada residuo y por el otro la posicion tridimensional y la
interaccién con otros residuos en el espacio [1,4]. El ingeniero de proteinas disefia mutaciones
en los sitios donde cree que pueden tener un efecto sobre una funcién (la actividad catalitica) y
utiliza la informacién evolutiva para seleccionar el tipo de cambio que desea. Esto es un dialogo
que se establece interrogando la relacion que guardan secuencia, estructura y funcion. La
ingenieria de proteinas depende del conocimiento a priori de una gran cantidad de informacién
estructural y evolutiva que no siempre esta disponible. Ademas todavia no podemos hacer
predicciones razonablemente precisas sobre los efectos que tendran mutaciones especificas en
las proteinas a nivel tedrico. Una manera de poder lidiar con estas limitaciones ha sido
introduciendo mayor diversidad (mutaciones) en una o0 mas posiciones, y utilizar técnicas mas
simples para determinar rapidamente cuales mutaciones generan proteinas con caracteristicas
utiles o interesantes.

Asi, en los dultimos veinte afos, se ha avanzando en lo que podemos definir
esquematicamente como los dos enfoques para el estudio de proteinas con DNA recombinante:
la ingenieria de proteinas, y la evolucion experimental o evolucién dirigida. Todo ello,
naturalmente, acompanado de estudios tedricos que ayudan a enmarcar la naturaleza y la
dimension del fenédmeno. Hoy en dia, como se menciond anteriormente, se conocen soélo
algunos miles de estructuras de proteinas cuando se tiene registradas millones de secuencias
distintas de proteinas. Aunque existen técnicas cada vez mas poderosas que permiten suponer
cual es la estructura tridimensional correcta a partir sélo de la secuencia de aminoacidos, existen
un sin fin de secuencias proteicas de las cuales no se tiene una idea clara de cual pueda ser su
estructura, ya sea por limitaciones experimentales o por falta de capacidad y de tiempo para
determinarlas.

Evolucion dirigida

Una de las lecciones de la Evolucion es que la solucién esta en los nimeros y en el azar.
Utilizando técnicas de generacion de variantes al azar, como por ejemplo con reacciones de
PCR donde se induce la aparicion de mutaciones al cambiar las condiciones de reaccion, se
pueden obtener librerias de variantes las cuales pueden ser tamizadas o retadas para la
aparicién de la propiedad deseada (figura 1) [5,7].

Este principio de introduccién de variabilidad acoplado a seleccion es, conceptualmente,
bastante sencillo. Desde el punto de vista practico, sin embargo, existen limitaciones que han
evitado que se despliegue de manera significativa su tremendo potencial. Estas limitaciones se
presentan tanto en la generacion de diversidad, como en los métodos de busqueda y seleccion.
Hoy en dia se han generado tanto técnicas que producen mutaciones puntuales como técnicas
que generan recombinaciones entre diferentes genes parentales o que presentan ambas
caracteristicas [5-7]. Asimismo se han propuesto protocolos para la generacion de variabilidad al
azar pero solo en ciertas posiciones determinadas de antemano, de manera que se obtenga un
mayor nimero de mutantes potencialmente interesantes [8].

Este enfoque, pese a solo ser una caricatura de la evolucion natural, permite ademas

hacer evolucién experimental en el laboratorio que nos permite analizar los porqués y cémos de
la historia natural de una familia de proteinas [9,10].
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Figura 1. Esquema de la evolucion dirigida. Una secuencia puede ser sometida a
amplificacion por PCR mutagénico o recombinativo. Los productos de estas reacciones
son clonados en vectores de expresién y transformados en una cepa bacteriana
apropiada, ya sea para seleccién o expresion. Las clonas son seleccionadas in vivo o por
tamizaje in vitro. Las clonas ganadoras son sometidas a ciclos sucesivos de evolucion
dirigida hasta obtener el incremento deseado en la funcién buscada [5,6].

Evolucion molecular experimental

La teoria de Evolucion es precisamente eso, una teoria. Es una explicacion a posteriori,
ya que solo es un edificio conceptual que pretende explicar las observaciones hechas en la
naturaleza. Las numerosas inferencias producidas por los analisis evolutivos deben ser puestas
a prueba con un enfoque experimental que permita evaluar si son correctas. En ese sentido, se
han generado dos grandes lineas de investigaciéon, una basada en la reconstruccion filogenética
de la historia evolutiva de algun gen particular, y la otra en la realizacién de experimentos
tendientes a reproducir algun paso evolutivo. Cabe resaltar que las principales limitaciones de
cualquier enfoque evolutivo experimental son primero el tiempo, ya que la evoluciéon natural
transcurre a través de millones o miles de millones de anos; y segundo, el tamafo de las
poblaciones, las cuales son en la naturaleza de 6rdenes de magnitud mayores.

Las secuencias ancestrales

Uno de los mitos de la evolucién actual ha sido que las enzimas ancestrales deben de
ser poco eficientes, ya que suponemos que eran menos especificas cataliticamente. Sin
embargo, esta idea es producto de una serie de prejuicios en que imaginamos a las enzimas
ancestrales como a un troglodita molecular que arrastra sus nudillos. Para poner a prueba esta
idea, el grupo del Dr. Benner de la Universidad de Florida determiné la secuencia mas probable
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del ancestro de las ribonucleasas del rumen de la vaca y construyd un gen sintético que la
codificaba. Cada una de las formas actuales tiene especificidades distintas para RNA de cadena
doble o sencilla y actividades 6ptimas a diferentes pH [11]. Una de las hipotesis del Dr. Benner
era que el producto del gen ancestral tendria una procesividad igual de mala en cualquier
condicion. Sin embargo, la rebonucleasa ancestral mostré ser extremadamente activa contra
ambos sustratos y en las condiciones de pH mas diversas. Contrariamente a lo que se pensaba,
este grupo demostré que la evolucién no producia enzimas mas eficientes y adaptadas a
distintos medios a partir de un ancestro general y poco procesivo, sino que genera formas
especializadas a partir de un ancestro general, pero que son extremadamente eficientes al
perder las caracteristicas de amplio espectro [11].

Una derivacion interesante de este tipo de trabajo ha sido el estudio de las propiedades
de una secuencia consenso en una familia de proteinas [9,12]. En este contexto, consenso se
entiende como una secuencia de aminoacidos que en cada posicién tiene el residuo mas comun
en un alineamiento multiple. Se ha mostrado en la literatura reciente que estas proteinas
consenso tienen propiedades extremadamente interesantes, como son una mayor estabilidad vy,
en algunos casos, mayor amplitud en el espectro de sustratos que pueden utilizar [9,12]. Esta es
un area en plena expansion que permite explicar por qué mutaciones aparentemente deletéreas,
ya que disminuyen la estabilidad de una proteina, son seleccionadas y mantenidas en la
poblacion.

Aplicacion de la evolucién molecular

Una de las ventajas de la evolucion dirigida es que en principio no se necesita ninguna
informacion a priori de la molécula. Soélo basta tener el gen con el que se piensa iniciar el
proceso y no es necesario tener informacion de su estructura. En particular, una propiedad como
la estabilidad no esta determinada por cambios facilmente predecibles, sino que es difusa a
través de la estructura y, por lo tanto, no se requiere conocerla. No obstante, como se detallara
mas adelante, a veces sera conveniente limitar la generacién de mutaciones en algunos
residuos particulares, los cuales podrian estar involucrados en la propiedad que se busca
cambiar, como cuando esta claramente localizada en el sitio activo de una enzima [8]. En este
caso, se debera contar con la mayor informacién posible. El primer paso es conocer la secuencia
del mayor nimero de ortélogos (genes homélogos que cumplen el mismo papel en especies
distintas) posible para determinar la variabilidad de distintas zonas de las secuencias. Este tipo
de informacion nos permite identificar las zonas de menor variabilidad, las cuales estan
frecuentemente asociadas al sitio activo o a zonas regulatorias. La manera mas facil es buscar
en bancos de secuencias utilizando técnicas bioinformaticas. Posteriormente, se construyen
alineamientos multiples que muestran las zonas equivalentes en cada secuencia. Este enfoque
permite, en algunos casos, identificar secuencias homoélogas de estructura tridimensional
conocida. Se pueden construir modelos relativamente precisos de la estructura tridimensional de
la enzima problema utilizando como molde una estructura homoéloga. Esta informacion, a su vez,
permite dirigir la mutagénesis con mayor precisién y, por ende, eficiencia. En algunos casos
donde no existen homologos de estructura conocida, también se puede identificar la estructura
de una proteina utilizando técnicas de hilvanado (threading en Inglés) para construir modelos
estructurales [13,14].

Generacion de diversidad

Una proteina de E. coli tiene en promedio 319 aminoacidos. Existen 6,061 variantes de
mutaciones sencillas, 18 millones de variantes dobles, 36 mil millones de variantes con tres
cambios, y 19°" variantes con cambios en todas las posiciones. Este ultimo niumero es mayor al
numero de particulas atémicas en el universo. Como se puede ver, sélo es posible analizar un
numero extremadamente restringido de variantes en un experimento. Los mejores bancos de
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variantes que se pueden obtener habitualmente en un laboratorio tienen cerca de 10® variantes,
lo cual indica que sélo se podrian analizar todas las variantes con tres 0 menos cambios por
experimento [5]. Por otra parte, la comparacion de secuencias indica que existen numerosos
casos de enzimas homdlogas que tienen soélo 25% de identidad y sin embargo sus actividades
cataliticas son indistinguibles. En este sentido, la exploracion de variantes en el laboratorio
podria ser extremadamente limitada en comparacion con la realizada por la evolucién natural.

Ademas, se ha observado que con las técnicas de mutagénesis puntuales empleadas
s6lo se pueden obtener un promedio de cinco residuos distintos por posiciéon. Para tratar de
remediar estas carencias se han seguido distintos enfoques mas o menos exitosos. Por ejemplo,
se ha concentrado la mutagénesis a las zonas que en las que se piensa que deben estar los
residuos determinantes para obtener el resultado deseado. Se han generado estrategias de
combinacion de bancos de variantes concentrados en distintas zonas de la proteina [8,15]. Sin
embargo, las técnicas basadas en la generacién de mutaciones puntuales tienen limitaciones
importantes, por lo que se hace necesario desarrollar nuevas técnicas.

Métodos de seleccion y busqueda

Los mejores métodos de obtencion son aquellos que se basan en la seleccién directa de
las variantes deseadas, ya sea por complementacién de mutantes carentes de esta actividad o
por conferir resistencia a algun antibiotico, entre otras. Sin embargo, estos casos son los menos,
ya que algunas de las actividades o propiedades deseadas no pueden ser seleccionadas in vivo
[16]. Por ejemplo, es practicamente imposible si se busca una actividad enzimatica que funcione
a mas de 100°C y a un pH de 1, ya que son condiciones que muy rara vez se encuentran en la
naturaleza. En estos casos es necesario ensayar individualmente las propiedades bioquimicas
de cada una de las variantes, para lo cual se usa sistemas de tamizaje de alta densidad
robotizados (High Throughput Screening). En los mejores casos, estos sistemas pueden analizar
unas pocas decenas de miles de clonas, cuando en un sistema de seleccion directa se pueden
analizar millones de clonas. Existen también casos en los que las actividades deben ser medidas
con sistemas de cromatografia de gases o de HPLC, que limitan aun mas el nimero de clonas
analizables [17]. Para tratar de evadir estas limitaciones, algunos grupos han utilizado sistemas
donde miden la catalisis de algin analogo. Desafortunadamente, han observado que con
frecuencia obtienen enzimas que han sido seleccionadas para mejorar solo en las propiedades
necesarias con el analogo, no con el sustrato de interés, por lo que es un enfoque que hay que
utilizar con mucha cautela [17].

Referencias

1. Anantharaman, V., Aravind, L., and Koonin, E.V. (2003) Curr. Opin. Chem. Biol. 7, 12-20
Lang, D., Thoma, R., Henn-Sax, M., Sterner, R., and Wilmanns, M. (2000) Science 289,
1546-1550

3. Hennig, M., Sterner, R., Kirschner, K. and Jansonius, J.N. (1997) Biochemistry 36, 6009-

6016

Tuchscherer, G., Scheibler, L., Dumy, P. and Mutter, M. (1998) Biopolymers 47, 63-73

Stemmer, W.P. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91, 10747-10751

Zhao, H., Giver, L., Shao, Z., Affholter, J.A. and Arnold, F.H. (1998) Nat. Biotechnol. 16, 258-

261

Stemmer, W.P. (1994) Nature 370, 389-391

Peimbert, M. and Segovia, L. (2003) Protein Eng. 16, 27-35.

Joerger, A.C., Mayer, S. and Fersht, A.R. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100, 5694-

5699

10. Jurgens, C., Strom, A., Wegener, D., Hettwer, S., Wilmanns, M. and Sterner, R. (2000) Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97, 9925-9930

2

© o~

140



Segovia y Peimbert
_____________________________________________________________________________________________________________________________|]

11. Stewart, C.B. (1995) Nature 374, 12-13

12. Lehmann, M., Kostrewa, D., Wyss, M., Brugger, R., D'Arcy, A., Pasamontes, L., and van
Loon A.P. (2000) Protein Eng. 13, 49-57

13. Bennett-Lovsey, R.M., Herbert, A.D., Sternberg, M.J. and Kelley, L.A. (2008) Proteins 70,
611-625

14. Kelley, L.A. and Sternberg, M.J. (2009) Nat. Protoc. 4, 363-371

15. Saab-Rincon, G., Juarez, V.R., Osuna, J., Sanchez, F. and Soberoén, X. (2001) Protein Eng.
14, 149-155

16. Umbarila, L.R. (2000) Desarrollo de un sistema de seleccion para la actividad de aldolasa.
Tesis Facultad de Quimica, UNAM. Cuernavaca.

17. Moore, J.C. and Arnold, F.H. (1996) Nat. Biotechnol. 14, 458-467

Semblanza del Dr. Lorenzo Patrick Segovia Forcella

PSRl B Cursé la Licenciatura, la Maestria y el
Doctorado en Investigacién Biomédica Basica
en la UNAM. Obtuvo el grado de Doctor en 1990
con Mencién Honorifica y fue contratado como
Investigador Asociado en el Centro de
Investigacion sobre Fijacion de Nitrogeno de la
UNAM. Posteriormente realizé de 1992 a 1994
un entrenamiento posdoctoral en el laboratorio
de Estructura y Funcion de Proteinas del
Instituto Nacional del Ojo (NEI) de los Institutos
Nacionales de Salud de los EEUU (NIH) con
una beca Fogarty. Se reincorporé en 1994 al
Instituto de Biotecnologia de la UNAM en la
categoria de Investigador Asociado. Desde
2006 es Investigador Titular B del departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis. Tiene el
nivel de PRIDE D y es miembro del SNI con la categoria Il. El grupo del Dr. Segovia trabaja en el
estudio de la evolucién y manipulacion de la relacion estructura-funcion de enzimas utilizando
tanto un enfoque experimental como bioinformatico. Entre sus aportaciones destaca una de las
primeras migraciones cataliticas donde su grupo logré reproducir experimentalmente la apariciéon
evolutiva de una actividad enzimatica. Asimismo ha trabajado sobre la evolucion del metabolismo
utilizando herramientas bioinformaticas novedosas basadas en la teoria de redes. El Dr. Segovia
es autor de 28 trabajos de investigacion originales los cuales han sido citados mas de 1400
veces. Asimismo ha publicado dos articulos de divulgacion en revistas de muy alto impacto. Ha
publicado 14 capitulos en libros tanto de divulgacion como de investigacion. Ha sido invitado a
presentar en numerosos congresos internacionales y ha participado como organizador en cuatro
Congresos Internacionales. Prestd ademas dos asesorias técnicas a la compafiia Diversa Inc. ,
San Diego, EEUU en 2001 y 2003. El Dr. Segovia es miembro de la Protein Society de los EEUU
y de la Academia de Ciencias de Morelos. Es Consejero Investigador por el Instituto de
Biotecnologia ante el Consejo Universitario y el Consejo Técnico de la Investigaciéon Cientifica de
la UNAM.

141



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXXIV (2010)
]

142



S NI AT 7
22 =8

Alvarez Fernandez G, Bustos Jaimes |, Castafieda Patlan
C, Guevara Fonseca J, Romero Alvarez |, Vazquez Meza
H. (eds). Mensaje Bioquimico, Vol. XXXIV, 2010, 143-
154. Depto de Bioquimica, Fac de Medicina, Universidad
Nacional Autébnoma de México. Cd Universitaria, México,
DF, MEXICO. (http://bg.unam.mx/mensajebioquimico)
(ISSN-0188-137X)

LOS FLAVONOIDES: MECANISMO DE ACCION,
NEUROPROTECCION Y EFECTOS FARMACOLOGICOS

Daniel Limon', Alfonso Diaz', Liliana Mendieta', Félix Luna', Edgar Zenteno? y

Jorge Guevara?
'Lab. de Neurofarmacologia, Facultad de Ciencias Quimicas BUAP
2 Depto. de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM
ilhlimon@yahoo.com.mx

Resumen

Los flavonoides son compuestos presentes en frutas, vegetales, y bebidas derivadas de
plantas, por ejemplo: el vino, té, cacao, cerveza y jugo de frutas. El creciente interés en los
flavonoides se debe a su amplia actividad farmacolégica. Se han descrito efectos protectores en
diversas condiciones patolégicas como la isquemia cardiovascular, diabetes mellitus,
hipercolesteremia, la ateroesclerosis y el cancer. Recientemente, sus efectos benéficos se han
asociado como una alternativa en el tratamiento de las enfermedades Neurodegenerativas, como
en la enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad de Parkinson (EP).

El potencial neuroprotector de los flavonoides se ha mostrado sobre dos mecanismos
principales: el estrés oxidativo y la neuroinflamacion, a través de modelos de muerte neuronal
inducidos por el péptido Amiloide-B (AB), el cual juega un papel importante en la EA, y por la 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) un modelo de EP. Las evidencias indican que los flavonoides son
capaces de mantener la integridad y funcionalidad de las neuronas, ademas de prevenir el
aumento en la produccion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y asi como la
peroxidacion de lipidos en el hipocampo de ratas. Por otra parte, los flavonoides también son
capaces de bloquear la respuesta inflamatoria por medio de la inhibicién de la microglia, la
actividad de los astrocitos y moléculas pro-inflamatorias como la interleucina 18 (IL-18), el factor
de necrosis tumoral- alfa (TNF-a) y la sintasa del 6xido nitrico inducible (iNOS). Estudios
recientes indican que la ingesta de flavonoides mejora los procesos cognitivos, particularmente el
aprendizaje y la memoria, asociado a la activacion de cascadas de sefalizacion molecular que
promueven la plasticidad sinaptica y la neurogénesis en regiones de interés cognitivo como el
hipocampo y la corteza cerebral. De tal manera, se sugiere que los flavonoides presentan un
papel importante en la protecciéon del cerebro, ademas de ser considerados- como una nueva
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estrategia farmacolégica que permita disminuir o prevenir el deterioro celular en los procesos
neurodegenerativos que afectan drasticamente a la sociedad senil en México.

Palabras clave: Flavonoides, antioxidantes, 6xido nitrico y neuroproteccion.

Abstract

Flavonoids are compounds that are present in fruits, vegetables, and some drinks like
wine, tea, beer, cocoa, and fruit juice. The reason for the growing interest in flavonoids is their
wide pharmacological activity. Several neuroprotective effects have been described in
pathological conditions such as cardiovascular ischemia, diabetes mellitus, hypercholesterolemia,
atherosclerosis, and cancer. Recently, because of their beneficial effects, the flavonoids have
been considered in the therapeutics of neurodegenerative diseases such as the Alzheimer’s (AD)
and Parkinson’s diseases (PD).

The neuroprotective effects of flavonoids have been proved in two principal mechanisms;
oxidative stress and neuroinflammation. Flavonoids have been studied in models of toxicity, such
as the neuronal death caused by the amyloid-beta peptide (AB), which is crucial in the
development of AD, and that caused by 6-hydroxydopamine (6-OHDA). The evidence suggests
that flavonoids are molecules able to protect the integrity and function of neurons, and also
prevent the production of reactive oxygen species (ROS) and lipoperoxidation in the
hippocampus of rats. Flavonoids have been shown to inhibit the inflammatory response by the
inhibition of the glia, astrocytosis, and proinflammatory molecules such as interleucine 1B(IL-18),
Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a) and the synthases of inducible nitric oxide (iNOS). Recent
studies have shown that the intake of flavonoids improves the cognitive process, particularly
learning and memory, by the activation of signaling cascades that promote neuronal plasticity and
neurogenesis in the cognitive areas of the hippocampus and cortex. In this pathway it appears
that flavonoids have a protective role in the brain, so that they can be considered as a new
pharmacological strategy to decrease or prevent neuronal damage in the neurodegenerative
processes that affect the brain in the aging of Mexicans.

Keywords: Flavonoids, antioxidants, nitric oxide, neuroprotection.

Introduccioén

En la busqueda de las nuevas alternativas terapéuticas, actualmente se estudian
diferentes compuestos fitoquimicos, presentes en comidas y bebidas. En particular se ha
estudiado una clase de compuestos denominados flavonoides. Los flavonoides son pigmentos
naturales presentes en los vegetales que protegen al organismo del dafio producido por agentes
oxidantes, como los rayos ultravioleta, la contaminacion ambiental y sustancias quimicas
presentes en los alimentos entre otros [1].
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Los flavonoides se encuentran en las plantas y son los principales constituyentes de
frutas, vegetales, y bebidas tal es el caso del vino, té, cacao, cerveza y el jugo de frutas citricas.
Estos compuestos polifendlicos fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyoérgy, quien en
1930 aislé la citrina de la cascara del limén, con accion modificadora de la permeabilidad capilar.
Estos extractos fendlicos atrajeron el interés de los farmacoélogos cuando se describieron sus
propiedades similares a las vitaminas. Por tal motivo se designaron como vitamina P (por
permeabilidad) y también vitamina C2 (porque algunos tenian propiedades analogas a la
vitamina C). Sin embargo, como no fue posible confirmar que éstas fueran vitaminas, ambas
designaciones se dejaron de usar alrededor de 1950 [2].

El creciente interés en los flavonoides se debe a su amplia actividad farmacoldgica, y se
han descrito efectos protectores en diversas condiciones patolégicas como la isquemia
cardiovascular, la diabetes, la ateroesclerosis y el cancer. Recientemente se propone que los
flavonoides por sus efectos benéficos podrian ser un tratamiento alternativo en las enfermedades
Neurodegenerativas debido a que éstos son capaces de modular la funciéon neuronal y prevenir
la neurodegeneracion. Ademas, el uso de flavonoides ha mostrado mejorar los procesos
cognitivos, posiblemente mediante la proteccién de neuronas vulnerables a la muerte, asi como
a la mejora de la funcion neuronal existente [3, 4]. Dada la relevancia que los flavonoides han
adquirido recientemente estos compuestos han sido incluidos en el tratamiento contra la
degeneracion neuronal presente en patologias como la enfermedad de Alzheimer (EA) y la
Enfermedad de Parkinson (EP). Esta revision bibliografica integra de forma mas amplia los
mecanismos de accién que emplean los flavonoides para promover la neuroproteccién en este
tipo de padecimientos que afectan a gran parte de la poblacion senil en México.

Sintesis y estructura de los flavonoides

Los flavonoides son sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y tres de
malonil-CoA. La reaccion bioquimica que da origen a los flavonoides esta controlada por dos
enzimas: la chalcona sintasa y la chalcona flavonona isomerasa. Los flavonoides son
compuestos de bajo peso molecular que comparten una estructura comun el difenilpirano (C6-
C3-C6), que son compuestos con dos anillos fenilos (A y B) ligados a través de un anillo
heterociclico C de pirano [5] (Figura 1A).

En funcién de sus caracteristicas estructurales los flavonoides se pueden clasificar en
seis principales grupos: 1. Los flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicion 3 del
anillo C. 2. Los flavonoles, representados por la quercetina, que posee un grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C. 3. Las flavonas, como la diosmetina, que
poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion
C3. 4. Las antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3, pero ademas poseen un
doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C. 5. Las isoflavonas, representados por la
Genisteina que tiene dos grupos -OH unidos en la posicién 1 y 3 del anillo C. 6. Los
flavanonoles. Principalmente destaca la taxifolina, la cual se caracteriza por la unién de un grupo
—OH al carbono 1,2 y 3 del anillo C [6] (Figura1).

Los flavonoides son compuestos fendlicos de 15 carbonos, que se distribuyen en el reino
vegetal en mas de 2.000 especies de muy diversas familias. En su estructura quimica contienen
un numero variable de grupos hidro-fendlicos, que son quelantes del hierro y otros metales de
transicion e incluso presentan una gran capacidad antioxidante que depende de las propiedades
redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la accién inhibitoria de radicales hidroxilo y superéxido,
altamente reactivos en la cadena de peroxidacion lipidica. Tres son las caracteristicas
estructurales importantes para su funcion: a) La presencia en el anillo B de la estructura catecol
u o-dihidroxi; b) La presencia de un doble enlace en la posicion 2,3; c) la presencia de un grupo
—OH en la posicién 3y 5 [7].
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La quercetina y la catequina son los flavonoides que presentan una mayor actividad
antioxidante, debido a sus propiedades estructurales. La quercetina presenta un grupo carbonilo
en posicion 4 y un grupo -OH en la posicién 3 del anillo C, mientras que la catequina posee un
grupo -OH en la posicién 3 del anillo C. Dicha estructura hace que ejerzan una accién inhibitoria
contra los radicales hidroxilo y superéxido, que son los principales inductores de la peroxidacion
de lipidos [8].

A) , Anillo B B)
» HO 0

Anillo A

Anillo € R1 O R2
Estructura general Isoflavonas
C) D) Rz
J o~ Rs
T R
OH O
Flavonoles
E) F) i
_OH
HO. . _O.
7 Y R2
OH
OH Antocianidinas

Flavanoles

Figura 1. Estructura de los principales flavonoides. La diferencia entre ellos radica
principalmente en el grupo —OH y en el grado de saturacion que presenta el anillo C. En
la imagen se muestran en A) la estructura general de flavonoides, B) Isoflavonas, C)
Flavanos, D) Flavonoles, E) Flavanoles y F) Antocianidinas.

Efectos farmacologicos

La capacidad antioxidante de los flavonoides ha sido reconocida en diversos estudios, ya
que estos compuestos pueden unirse a las enzimas transportadores de hormonas y al DNA.
Ademas pueden quelar iones metalicos como el Fe**, cu®, zn%, catalizar el transporte de
electrones y depurar los radicales libres [9]. Debido a su mecanismo de accion de estos
fitoquimicos se han podido usar en patolégicas como la diabetes mellitus, cancer, cardiopatias,
infecciones virales, ulceras, asi también se les ha dado un uso como antialérgicos,
antitromboticos e incluso como antiinflamatorios. Se ha demostrado que protegen de la
fotooxidacion a la Vitamina E en la membrana celular, inhiben la oxidacion de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) por lo que evitan la formacion del ateroma y reducen la citotoxicidad de
las LDL [10].
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El efecto relajante vascular de los flavonoides es dependiente del endotelio y se ha
descrito ser util en diferentes patologias. Hasta este momento, el mecanismo de accién no es
claro, sin embargo, se asocia con la sintesis del 6xido nitrico (NO) y a la presencia de un grupo
carbonilo en la posicién 4 y su doble enlace C2-C3; que son requisitos indispensables para el
efecto vasodilatador [11].

Diversos estudios in-vitro e in-vivo dan muestra del potencial de los flavonoides para
proteger a las neuronas contra el dafio provocado por diversas neurotoxinas. Su potencial
neuroprotector se ha mostrado sobre dos mecanismos importantes: el estrés oxidativo y la
neuroinflamacion [12] a través de modelos de muerte neuronal, por ejemplo el modelo con el
péptido Amiloide-beta (AB), el cual juega un papel importante en el desarrollo de la EA. También
existen evidencias de que los flavonoides son capaces de mantener la integridad y funcionalidad
de la sustancia nigra pars compacta (SNpc) y del ndcleo estriado de roedores tratados con 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), una neurotoxina empleada para generar un modelo de EP. Por lo
anterior, los flavonoides pueden ser empleados como agentes neuroprotectores en patologias
como la EA y la EP, entre otras enfermedades degenerativas [13]. Es importante destacar que
los mecanismos de neuroproteccién de los flavonoides se deben en particular a su capacidad de
interactuar con la sefalizacion neuronal y su potencial para inhibir los procesos inflamatorios en
el cerebro [14].

Mecanismos antioxidantes de los flavonoides en el Sistema Nervioso

La neurodegeneracion parece ser provocada por eventos multifactoriales, que incluyen el
estrés oxidativo, la excitotoxicidad, la neuroinflamacién, los incrementos en hierro y / o
agotamiento de antioxidantes endégenos [15,16].

El estrés oxidativo se caracteriza por un aumento en los niveles de especies reactivas de
oxigeno y de nitrogeno (ROS/RNS), que no alcanza a ser compensado por los sistemas de
defensa antioxidantes que resulta en la disfuncion y la muerte celular. Un estado de estrés
oxidativo, causa en la célula efectos toxicos por oxidacion de lipidos, proteinas, carbohidratos y
nucleotidos, lo cual produce acumulacion de agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial,
excitotoxicidad y apoptosis [17]. Estos eventos hacen totalmente vulnerable al sistema nervioso
central (SNC) y finalmente se generan una serie de eventos que llevan su deterioro funcional.

La oxidacion de lipidos esta asociada con la disfuncion neuronal, debido a que la
composicién lipidica de su membrana presenta un alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados con respecto al resto de las células del cuerpo humano. La peroxidacion de
acidos grasos poliinsaturados en las membranas celulares, inicia un deterioro acumulativo de las
funciones, disminucion en la fluidez, reduccion en el potencial electroquimico y el aumento de la
permeabilidad de la membrana para diferentes iones, entre los que destaca el ca”.

El aumento en la concentracion de Ca?* intracelular por periodos prolongados de tiempo
activa proteasas, lipasas, endonucleasas y, ademas activa a la sintasa de 6xido nitrico neuronal
(nNNOS), responsable de sintetizar al NO, el cual es una molécula importante en el progreso del
estrés oxidativo que causa degeneracion neuronal [17,18]. El péptido AB es uno de los factores
implicados en el desarrollo de la EA y que influye en la formacion de ROS, RNS, la peroxidacion
de lipidos, y la disfuncion neuronal [19].

La quercetina es uno de los flavonoides con mayor potencial antioxidante.. Su capacidad
antioxidante es de 4.7 mM, lo que resulta 5 veces mayor al demostrado por las vitaminas E (0.90
mM) y C (0.94 mM) [20]. La funcién antioxidante de la quercetina muestra efectos sinérgicos con
la vitamina C. El acido ascérbico reduce la oxidacion de la quercetina de manera que combinado
éste, le permite mantener sus funciones antioxidantes durante mas tiempo.

147



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXXIV (2010)
]

Se ha mostrado que la administracién oral de epicatequina previene la formacion de
ROS vy la peroxidacion de lipidos provocados por la inyeccidn del AB.s.3s (secuencia de
aminoacidos que posee efectos toxicos del péptido AB) en el hipocampo de ratas macho [21].
Como se observa claramente en la figura 2, como en el grupo de epicatequina + ABos3s los
niveles de ROS y de peroxidacién de lipidos es menor en comparacion con el grupo Unicamente
inyectado con el ABgs.s .

Asi mismo se indica que el consumo de té verde, rico en (-)-epigalocatequina-3-galato
(EGCQG) atenua la toxicidad inducida por la 6-OHDA. Ademas de evitar el dafo en la estructura y
funcion de la sustancia nigra provocada por la inyeccion del 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), una neurotoxina empleada en modelos para estudiar la EP [22]. Se ha
demostrado que estos compuestos polifendlicos también pueden disminuir otros marcadores
especificos de estrés oxidativo como los isoprotanos, 4-HNE z/ la 8-desoxiguanosina, ademas de
quelar iones metalicos transitorios, tales como el Fe?*, cu®, zn*, catalizar el transporte de
electrones, y depurar radicales libres inducidos por diversas neurotoxinas inyectadas en el SNC
[20].
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Figura 2. La administracion de la epicatequina previene la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (A) y el aumento de la peroxidacion de lipidos (B) que causa
la inyeccién de la fracciébn AB2s3s 1 pL/[100 puM] en el hipocampo de ratas. La
cuantificacion se realiz6 24 horas después de la administracion de la epicatequina (30
mg/Kg, v.0.) y de la inyeccion del AB2s.3s 1 uL/[100 pM] en el hipocampo de ratas. Los
datos muestran la media £+ ESM de las unidades relativas de fluorescencia (URF) y de
dihdrofluoresceina (DCF) por miligramo de proteina. ANOVA de una via y una post-
prueba de Tukey's. [21].

Por otra parte, recientes estudios indican que los flavonoides son efectivos en el bloqueo
de estas especies oxidantes. También se cree que un nimero de proteina cinasas se activan por
accion de estos compuestos, como la tirosina cinasa A (Akt), la proteina cinasa C (PKC) y la
proteina cinasa activadora de mitégenos (MAPK), las cuales son responsables de generar
cambios en la activacion de caspasas y en la expresion de genes que promuevan la proteccion
neuronal [23].

Se ha observado que los flavonoides pueden bloquear el estrés oxidativo inducido por el
dafo neuronal, asi como la activacién de la caspasa-3. Asi, la epicatequina protege a las
neuronas del dafio oxidativo a través de un mecanismo que implica la inhibiciéon pro-caspasa-3.
Flavonas, como la hesperetina y su metabolito, 5-nitro hesperetina, inhiben la apoptosis neuronal
por medio un mecanismo de fosforilacion que activa vias de supervivencia [23]. Asi mismo
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estudios in vitro ha mostrado que la quercetina puede inhibir la actividad de las vias de las Jun
amino-terminal cinasas (JNK) y de la apoptosis inducida por el peréxido de hidrégeno, el 4-
hidroxi-2-nonenal (4-HNE) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), los cuales también estan
implicados de manera directa con la respuesta inflamatoria [20].

Mecanismos antiinflamatorios de los flavonoides

Los procesos inflamatorios en el SNC desempefan un papel crucial en el desarrollo de
las enfermedades neurodegenerativas. Se ha demostrado que la activacion de las células gliales
(astrocitos y microglia) conduce a la produccion prolongada de citocinas pro-inflamatorias,
ademas de otros mediadores que pueden contribuir a la activacion progresiva de la apoptosis y
provocar la muerte de las neuronas. Su modulaciéon desencadena una cascada de eventos
moleculares en la glia y en las neuronas, que activan la respuesta inflamatoria asi como los
mecanismos de sintesis para la producciéon de ROS.

El aumento en la produccién de citocinas como la interleucina1-beta (IL-1B), TNF-q, la
6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y el NO en las células gliales contribuyen de forma
importante el proceso de la neurodegeneracion. La sobre- activacién de las MAPK, que regulan
los eventos de transcripcion de las NOs, IL-1B y el TNF-a en células de la microglia y los
astrocitos pudiese inhibirse por los flavonoides y asi evitar la respuesta neuroinflamatoria.
Estudios en cultivos celulares estimulados con el lipopolisacarido (LPS) muestran que la
administracién de quecetina, catequina y la galato de epigalocatequina (EGCG) bloquea la
respuesta inflamatoria al inhibir la iINOS y la expresion de la ciclooxigenasa (COX-2), asi como la
produccion de NO, la liberacién de citocinas pro-inflamatorias, y la generacion de ROS, en los
astrocitos y la microglia. Estos extractos fotoquimicos también han demostrado inhibir a las
MAPK como la p38 o ERK1/2, las cuales regulan la iNOS y el TNF-a, ademas de la activacion de
las células gliales [24].

El efecto de los flavonoides también puede influir en la activacion de los factores de
transcripcion como el factor nuclear kappa B (NFKB), que responde a la sefalizacion de p38,
implicado en la induccién de iNOS, el cual es un factor determinante en la respuesta inflamatoria
en el SNC [14] (Figura 3). Todos estos datos sugieren que los estos extractos fitoquimicos
también poseen efectos antiinflamatorios, sin embargo el mecanismo responsable para dicho
efecto no se conoce del todo.

Los Flavonoides mejoran el rendimiento cognitivo

En la actualidad hay un interés creciente en el potencial de los fitoquimicos
para mejorar el aprendizaje, la memoria, y en general la capacidad cognitiva [25,26]. Un estudio
reciente muestra que la ingesta de flavonoides en relacién al desarrollo cognitivo ha
proporcionado pruebas claras de que estos compuestos en la dieta estd asociado con una
mejora en el desempefo cognitivo [27].

El suplemento con isoflavonas ha mostrado un efecto favorable sobre las funciones
cognitivas, en particular, la memoria verbal, en mujeres posmenopausicas debido a su capacidad
para imitar la acciones y funciones de los estrogenos en el cerebro [28,29].

Otra manera que los flavonoides participan en los cambios cognitivos es por medio del
incremento de la concentracion de acetilcolina, un neurotransmisor implicado directamente en los
procesos de aprendizaje y memoria. Ademas, promueven el aumento de los factores de
crecimiento como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y el factor de crecimiento
nervioso (NGF), que también son responsables de modular los diferentes mecanismos
moleculares que intervienen en el correcto desarrollo de la funcién cognitiva [30,31,32]. Al
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parecer estos compuestos polifendlicos, parecen tener un marcado efecto sobre la memoria a
corto plazo, y a largo plazo [33]. Las pruebas realizadas en ratas inyectadas con el péptido ARs.
35 Y evaluadas en el laberinto radial de ocho brazos, muestran que la memoria espacial no se ve
dafada a los 30 dias después de la administracion oral de epicatequina. La figura 4 muestra que
el grupo epicatequina + AB2s.35 registran un porcentaje de respuestas correctas mayor al grupo
inyectado unicamente con el AB,s.35 [21]. Estos hallazgos proporcionan pruebas contundentes de
la eficacia que tienen los flavonoides en la mejora de los procesos de aprendizaje y memoria.
Por otra parte estudios en animales de laboratorio también muestran que el consumo de
alimentos ricos en flavonoides en particular con quercetina, son benéficos para revertir el curso

degenerativo de las neuronas en el envejecimiento [21].
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Figura 3. Mecanismo antioxidante y antiinflamatorio de los flavonoides en el SNC. Los
mecanismos neuroprotectores de los flavonoides implican la capacidad de interactuar con
la sefializaciéon neuronal y su potencial para inhibir los procesos de estrés oxidativo e
inflamacién en el cerebro que conducen a la degeneracion neuronal. IFNy: interferon
gamma. IL1B: interleucina 1 beta. TNFa: factor de necrosis tumoral alfa. NFkB: factor
nuclear kappa B. iINOS: sintasa del 6xido nitrico inducible. NO: 6xido nitrico. O2: ion

superoxido. ONOOQO™ : peroxinitrito.
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Figura 4. La administracion de la epicatequina previene el dafio en la memoria espacial
que causa la inyeccion de la fraccion ABa2s.3s 1 uL/[100 pM] en el hipocampo de ratas. La
prueba de memoria se evalu6 en el laberinto radial de ocho brazos 30 dias después de la
administracion de la epicatequina (30 mg/Kg, v.0) y de la inyeccion del APa2s.35 en el
hipocampo de ratas. Los datos muestran la media + ESM del porcentaje de respuestas
correctas. ANOVA de una via y una post-prueba de Tukey's [21].

Los mecanismos farmacolégicos por los cuales se promueve la mejora cognitiva aun no
estan claramente descritos. Sin embargo, se han sugerido como un posible mecanismo de
accion que los flavonoides aumentan el flujo sanguineo cerebral [34], y por lo tanto modular la
fluidez del cerebro, ademas de interactuar con el sistema colinérgico muscarinico y proteger al
sistema dopaminérgico del estriado [35].

La capacidad de los flavonoides para interactuar con la arquitectura celular responsables
de modular el aprendizaje y la memoria, incluida la plasticidad sinaptica, se debe a la activacion
de una serie de eventos moleculares que permiten una mayor conexién y comunicacién neuronal
[26].

Estudios in vivo muestran que la administracion crénica de epicatequina, en combinacion
con el ejercicio fisico mejora la memoria espacial, lo cual se debe a que existe un incremento en
la proteina Akt que activa a la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), promueve la angiogénesis,
asi como el aumento en la densidad neuronal en regiones como el giro dentado del hipocampo,
un nucleo muy importante en el procesamiento de la memoria [36,37].

Por otra parte, se observa una mejora en la potenciacion a largo plazo de ratones
administrados con catequina aunado de una mayor activacién de la proteina cinasa activada por
mitégenos (ERK), la proteina de unién a elemento de respuesta de AMPc (CREB) y de las calcio
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calmodulinas cinasas Il y IV (CAMKII y CAMKIV) [38,39]. Todos estos mecanismos estan
implicados con los procesos de plasticidad neuronal. Un incremento de CREB esta asociado con
un aumento en la plasticidad sinaptica, que se ha demostrado porque existe una mayor conexion
y comunicacion neuronal cuando CREB esta aumentado [25,40] (Figura 5). Por lo tanto se
sugiere que el consumo de flavonoides es determinante para la mejora en la adquisicion, el
almacenamiento y la recuperacion de la memoria.

Ll

| ERK 1/2 CAMK 1I/1V PKA PKC | Akt

CREB eNOS
‘L NO
Neurotrofinas

¢ v

Remodelamiento Eficiencia de Angiogénesis
de sinapsis traduccion
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Plasticidad sinaptica

Neurogénesis

SOBREVIVENCIANEURONAL Y MEJORAS EN EL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

Figura 5. Principales vias de sefializacidon que activan los flavonoides para promover los
procesos de sobrevivencia neuronal. Los flavoniodes activan la via de las ERK1/2, las
CAMKs, PKA y PKC que originan cambios en la plasticidad sinaptica. Ademas son
capaces de influir en la neurogénesis por medio de la activacién de la Akt- eNOS.
ERK1/2: proteinas cinasas activadas por mitogeno. CAMK: calcio calmodulinas cinasas.
PKA: proteina cinasas A. PKC: proteina cinasas C. Akt: tirosina cinasa A. eNOS: sintasas
del éxido nitrico endotelial. NO: Oxido nitrico.

Comentario final

Han sido varios los trabajos publicados en la literatura mundial que resaltan los
beneficios que tienen los flavonoides para prevenir el deterioro neuronal. Los resultados han sido
claros en mostrar que los flavonoides tienen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. El
consumo de alimentos ricos en flavonoides, como vino, té, cerveza, chocolate, etc., son los
responsables directos de los efectos benéficos de estos compuestos. Su ingesta se ha
relacionada con una disminucion en los procesos neurodegenerativos evaluados en modelos in
vitro e, in vivo, asi como a nivel clinico. Hasta el momento se conocen dos principales
mecanismos de neuroproteccion: el antioxidante y el antiinflamatorio, responsables de modular
directa o indirectamente la reparacion de las neuronas por diferentes factores inductores del
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dafo neuronal. Hasta el momento no existe un tratamiento eficaz para las enfermedades
neurodegenerativas, por lo que existe un gran interés en el desarrollo de medicamentos capaces
de mejorar la funcion cerebral, y al parecer los flavonoides representan moléculas importantes en
la prevencioén y el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas que afectan drasticamente a
la poblacion senil en México.
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Resumen

La expresion genética se ha analizado principalmente por medio de técnicas bioquimicas
y moleculares in vitro. Combinadas con técnicas de microscopia producen una visiéon de los
procesos in situ, es decir, en compartimientos celulares. Aunque hay gran cantidad de trabajos
con los microscopios de luz y electrénico, se conoce menos sobre la estructura celular con el
microscopio de fuerza atémica. En este trabajo se revisa la posibilidad de estudiar la estructura
celular con este instrumento, lo que puede favorecer el anélisis de la expresién genética in situ.

Palabras clave: AFM, expresion genética, microscopio de fuerza atdomica, nicleo.
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Abstract

Gene expression has been mainly analyzed by in vitro biochemical and molecular
approaches. Combined with microscopy techniques, these methods produce an in situ view of the
processes, it is to say within the cell compartments. Although there are many efforts made with
the light and electron microscopes, there are few data on cell structure by atomic force
microscopy. Here we review the possibility to study cell structure by atomic force microscopy, an
aspect that would help in analyzing in situ gene expression.

Keywords: AFM, atomic force microscope, gene expression, nucleus.

Introduccioén

El microscopio de fuerza atomica fue inventado en 1982 [1]. Pertenece a una familia de
microscopios cuyo origen es el microscopio de efecto tunel cuatro afios antes [2]. Gerd Binnig y
Heinrich Rohrer recibieron el premio Nobel de Fisica en 1986, solamente cuatro afos después
de su invento, compartiéndolo con Ernst Ruska, por inventar el microscopio electronico con Max
Knoll en los inicios de los afios 1930.

Principios de Microscopia de Fuerza Atémica

El microscopio de fuerza atdmica es el mas versatil de la familia de microscopios
conocida como microscopios de barrido por sonda (scanning probe microscopes, SPMs) [3]. El
poder de generar imagenes de sistemas bioldgicos en tiempo real, bajo condiciones naturales o
fisiolégicas con una resolucion molecular, e incluso submolecular, es de interés para las ciencias
bioldgicas [3]. EI microscopio de fuerza atdmica cumple con estas expectativas y es mas que una
herramienta que genera imagenes tridimensionales de la ultraestructura de una superficie con
resolucién molecular. EI microscopio puede medir las propiedades fisicas de la muestra, tales
como interacciones moleculares, hidrofobicidad de la superficie, cargas en la superficie y
propiedades mecanicas. Estas caracteristicas permiten una nueva forma de observar la relacién
entre la estructura y la funcion en diferentes sistemas bioldgicos [4].

El microscopio de fuerza atdomica es similar en su concepcion al microscopio de barrido
de efecto tunel (scanning tunnelling microscope, STM) [3] (Figura 1).
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Figura 1. Esquema que representa el principio del microscopio de fuerza atémica (ver
texto).

Las imagenes de microscopio de fuerza atdmica no se obtienen por medio de la
incidencia de luz como en los microscopios clasicos. Este microscopio lo hace midiendo los
cambios en la magnitud de la interaccidn entre la sonda y la superficie de la muestra, conforme
la muestra es barrida en direccion de los ejes “x” y “y” [3,4].

La sonda consiste en una punta extremadamente fina cuyo radio de curvatura es del
orden de los 100 A y que se encuentra montada en un extremo de un cantiléver (o viga o
ménsula) que a su vez esta unido a una pequena base de vidrio para facilitar su manejo. Tanto la
punta como el cantiléver generalmente son de silicio o nitruro de silicio. El cantiléver cumple con
la funcién de permitir que la punta se mueva arriba y abajo conforme recorre la muestra tanto
vertical como horizontalmente. La deflexion del cantiléver se mide utilizando un método 6ptico
con alta resolucion. Este consiste de un rayo laser que incide en el cantiléver. La posicion del
rayo que se refleja es detectada por un fotodiodo. En los microscopios modernos, el fotodiodo se
encuentra dividido en cuatro segmentos. Conforme la punta se mueve en respuesta a la
topografia de la muestra durante el barrido, el angulo del laser reflejado cambia y asi mismo el
punto de incidencia del laser en el fotodiodo se mueve, produciendo cambios en la intensidad en
cada uno de sus cuadrantes [3,4].

El mecanismo de barrido se lleva a cabo por un efecto piezoeléctrico reverso. Si las
diferentes caras de un cristal piezoeléctrico son sometidas a una diferencia de potencial, el cristal
modifica su forma. Los materiales piezoeléctricos empleados en microscopia de fuerza atémica
para conformar un tubo piezoeléctrico son ceramicas generalmente del tipo PZT (lead zirconate
titanates). En consecuente, el tubo piezoeléctrico consiste en una pared delgada de ceramica
piezoeléctrica dura que es polarizada radialmente. Se colocan electrodos a las caras internas y
externas del tubo, asi al aplicar un bajo voltaje entre la cara interna y los electrodos externos el
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tubo se expandira o contraera y se movera por ejemplo en el eje “z”. Si se aplica un bajo voltaje
solo a uno de los electrodos externos, el tubo se movera en las direccmnes “X”y “y” [3].

Finalmente la forma en la que se genera la imagen que se presenta en la pantalla de una
computadora depende de un controlador cuya funcion es transformar la informacion analdgica a
informacion digital y viceversa [3].

La expresion genética in situ

La expresion genética en eucariontes se puede resumir en el diagrama del dogma
central de la biologia molecular o flujo de informacién genética. El flujo resume el doble papel
principal del DNA en los seres vivos, es decir, el copiado del material genético o DNA mediante
la replicacién semiconservativa y la expresién de los genes por medio de la transcripcion y la
traduccién (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del flujo de informacion genética, llamado originalmente el dogma
central de la biologia molecular. Se resalta la parte de expresién genética (tomado de [5]).
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En los eucariontes, la transcripcion produce una molécula de RNA precursora que
madura a través de una serie de pasos conocidos en conjunto como el procesamiento del pre-
RNA. Debido a que estos procesos ocurren en estructuras celulares, la determinacion de los
eventos moleculares en las células se denominan eventos in situ. Como primer paso para
estudiar los sustratos morfolégicos de la expresion genética, se requiere generar imagenes de
las estructuras con suficiente resolucion. En este trabajo se presentan resultados obtenidos
sobre la estructura celular general y nuclear en particular. La estructura celular y su relacion con
la expresidn genética se ha presentado anteriormente por medio de microscopia de luz y
electronica de transmision [5].

Analisis de la estructura celular con el microscopio de fuerza atémica

La estructura de la célula se ha analizado en células completas en cultivo o en cortes de
material preparado para microscopia electronica de transmision. En el primer caso no se puede
estudiar la estructura interna debido a que la punta del microscopio barre la parta superficial y
solamente se puede acercar a la membrana plasmatica (Figura 3).

[ view angle

_ light a2

sangre-t

Figura 3. Micrografia de Fuerza Atomica de eritrocitos humanos. Las células rojas se
distinguen por su concavidad.

Se ha propuesto una técnica que utiliza cortes de material preparado para microscopia
electrénica de transmision. Los cortes semifinos tefiidos o no con azul de toluidina, obtenidos con
un ultramicrotomo se colocan sobre portaobjetos de vidrio y se analizan con el microscopio de
fuerza atémica, trabajando en modo de contacto o intermitente [6-9].
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El principio de la técnica se ilustra en la Figura 4.

AFM

portaobjetos de vidrio
cortes semifinos

Microscopia de luz Microscopia Elecirénica de Transmision Microscopia de Fuerza Atémica

Figura 4. Técnica para obtener micrografias de fuerza atdémica a partir de cortes
semifinos colocados sobre portaobjetos de vidrio. El microscopio de fuerza atémica (AFM)
barre cada uno de los cortes generando la imagen de la superficie de cada uno.

Con este enfoque, se han obtenido imagenes de la estructura de las células, con énfasis
en el nucleo celular (Figura 5). En la Figura se aprecia el genoma en forma de cromatina
compacta y el nucleoplasma adyacente en una célula del ovario de la planta Lacandonia
schismatica.

Perspectivas

Ahora que la estructura celular y en particular la estructura del nucleo se pueden
visualizar con el microscopio de fuerza atémica, podra analizarse con mayor detalle la zona de
expresion genética en el nucleoplasma. Recientemente se han obtenido imagenes de las
particulas nucleares conocidas como granulos de Lacandonia [12].
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Figura 5. Micrografia de fuerza atémica de una célula de la flor de Lacandonia
schismatica. Entre la cromatina se observan espacios relacionados con la expresion
genética (ver referencia [9]).
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Fluorescencia de Transferencia Resonante de Energia (FRET).

Es una técnica de vanguardia en la Nanotecnologia que permite comprender las
interacciones entre las proteinas y moléculas en proximidades de 1 a 10
nandmetros de distancia de la resolucién de la microscopia de luz.

El principio:

Un fluoréforo excitado, llamado donador, transfiere, de su estado excitado,
energia a una molécula receptora que la absorbe. Esta transferencia de energia
no es radiactiva. La sensibilidad de la emision es un método establecido para la
evaluacion de FRET eficiente. Se puede aplicar a las células vivas, asi como a las
muestras fijas.

El método:

Dado que este método no es invasivo, es de uso mas frecuente para experimentos
con células vivas. Debido a la interferencia, los controles y complejos calculos de
correccion, son inherentes al método. Las mediciones se realizan mediante la
deteccion de las sefales fluorescentes del donante y FRET, asi como del receptor,
escaneando linea por linea de forma para la exploracion.

Las condiciones apropiadas de excitacion desempefian un papel importante. En la
primera secuencia, la molécula donante debe ser excitada para generar la energia
que transmitira a la molécula receptora, y sensibilizar la emision de la receptora.
En la segunda secuencia, La excitacion del receptor es selectiva ya que crea la
fluorescencia final.

Las preparaciones de FRET deben incluir referencias de los donantes en la
ausencia del receptor (donante de control) y receptor en ausencia del donante
(receptor de control).

Idealmente, todas las referencias se incluyen en la misma preparacién. El donante
y receptor de las referencias se utilizan para obtener coeficientes de calibracion
para corregir la excitacion y emision durante el cruzamiento de senal.

Es importante tener en cuenta que durante todo el experimento y rutina la
calibracion, de todos los parametros de medicién tales como el aumento de
emisiones, ventana de deteccion, intensidad de excitacion, el zoom y formato de
velocidad de exploracion.
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La calorimetria por titulacion isotérmica (ITC por las siglas en inglés Isothermal
titration calorimetry) es una técnica “universal’ para la medicién directa de los
cambios de calor asociados a la unién especifica entre dos biomoléculas de
cualquier naturaleza. Los instrumentos ITC han probado ser una herramienta
analitica muy poderosa para medir los parametros termodinamicos de afinidad
usando una técnica en solucion y libre de marcaje. Los sistemas ITC son
ampliamente usados en areas como el desarrollo de farmacos, la caracterizacion
de anticuerpos, el desarrollo de productos bioterapeuticos y ampliamente en la
investigacion basica en el area de ciencias de la vida. Entre sus principales
aplicaciones se pueden mencionar:

determinacion de las constantes de afinidad

medicién de las concentraciones activas

caracterizacion del mecanismo de accién

confirmacion de la unién del farmaco a la molécula blanco
medicion de los parametros de cinética enzimatica
determinacién de la especificidad de unioén y la estequiometria

La calorimetria diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés Differential
scanning calorimetry) mide el intercambio de calor que ocurre en las biomoléculas
durante cambios controlados de temperatura. Los instrumentos DSC aplican en
principio de medicién de la entalpia (AH) de desnaturalizacién por calor, lo cual
representa una herramienta muy util para monitorear y comprender los factores
que participan en la estabilidad de los sistemas biolégicos. Los sistemas DSC
tienen aplicaciones en areas como el desarrollo de farmacos, la caracterizacién de
anticuerpos, desarrollo y produccion de biofarmacos asi como en la investigacion
basica de las ciencias de la vida. Entre algunas de sus aplicaciones se pueden
incluir:

e Caracterizacion y seleccion de los candidatos mas estables de posibles
variaciones y/o modificaciones de una proteina o biofarmaco

e Rapida optimizacién de las condiciones de purificacion y produccion
Determinacion facil y rapida de las condiciones 6ptimas de una formulacién
liquida

¢ Medicion de las constantes de afinidad para interaccion “ultra-tight”
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“Sefalizacion, fosforilacién y caracterizacién de péptidos y
proteinas por Espectrometria de Masas”
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[1,6]. La mayoria de estas proteinas, ProteinPilot™ Software
normalmente sufren diferentes tipos de PTMs y hasta el momento se conocen mas de 200 reportadas [2-9], y
el gran reto tecnolégico es poder detectar el mayor niimero posible de estas de manera eficiente, rapida,
reproducible y econémica.

Probablemente, la PTM maés estudiada y mas abundante es la fosforilacién, llevada acabo por
proteinas cinasas (mas de 500 especies en humanos) y regulada directamente por proteinas fosfatasas
(alrededor de 150 especies en humanos). Se estima que el 50% de todas las protefnas pueden sufrir
fosforilaciones y se calcula que existen mas de 100,000 sitios de fosforilacion en el proteoma humano [5,6].
La unién covalente de un grupo fosfato se lleva fundamentalmente en tres residuos (aminoéacidos): Tirosina
(Tyr, Y), Serina (Ser, S) y Treonina (Thr, T); y ésta fosforilacién dentro de la protefna establece la fina
modulacién necesaria para regular su actividad, localizacién, funcién, propiedades estructurales,
degradacién, asociaciones con otras proteinas o lipidos, translocacion, etc. Ademads, se ha visto que estas
fosforilaciones juegan un papel muy importante en las decisiones celulares como el ciclo celular, “muerte
celular programada” o apoptosis, diferenciacion, efecto en la traduccion y transcripcion, y en eventos como
el aprendizaje y la memoria en las neuronas, padecimientos cardiacos, diabetes y muchos mas [1,5]. Por
todo esto, la identificacion y caracterizacién de los sitios fosforilados en una proteina es crucial para
entender los eventos de sefializacién que ocurren bajo estas circunstancias patolégicas o inducidas [6].

Trabajos previos, han dado evidencias suficientes para sugerir que las proteinas pueden ser multi-
fosforiladas y no en forma aleatoria, en muchas ocasiones en forma secuencial o predeterminada para llevar
a la funcién, activacién, asociacion, etc. de la proteina [1]. Ademads, es importante determinar no solo el nivel
de fosforilacién global, sino descubrir los sitios y el porcentaje de fosforilacién en cada uno de los residuos
dentro de la secuencia [5]. En miltiples ocasiones el uso de softwares predictivos puede ser una herramienta
atil para el descubrimiento de sitios putativos de fosforilacion (UniProtKB, Phospho.ELM, PHOSIDA,
SysPTM), sin embargo no son 100% confiables, y requieren de estudios posteriores para su identificacion,
deteccién o confirmacion. Las técnicas mas utilizadas para la deteccion de sitios fosforilados en proteinas y
péptidos es el uso de anticuerpos sitio-especificos (por Western blot, inmunoprecipitaciones, etc.) o el uso de
radioisétopos (en ensayos in vitro o in vivo) como fésforo inorgénico [32P;] para experimentos de marcaje
metabdlico y de pulso-caza; y [32P-y]-ATP para elucidar los residuos fosforilados y cuantificar la actividad de
la enzima (ntmero de fosfatos que adhiere la enzima a un sustrato conocido) [6]. Sin embargo, a pesar de ser
técnicas efectivas en la deteccion, identificacion y caracterizacién de la fosforilacién de proteinas, algunas de
sus principales desventajas son: La mayoria de las veces es necesario conocer la identidad de la proteina de
interés para plantear la hipotesis o utilizar una bateria de anticuerpos para encontrar un patrén de
expresion; comprar o mandar a fabricar el o los fosfo-anticuerpos; las reacciones cruzadas y la especificidad
de los anticuerpos; la reproducibilidad de los experimentos utilizando estas técnicas; la cantidad de
desechos que se generan por cualquiera de estos andlisis (geles, tubos, soluciones, material contaminado,
etc.); los tiempos experimentales y de analisis son generalmente largos (semanas); se requiere excesiva
preparacion de la muestra para poder obtener resultados (incubaciones muy largas con anticuerpos,
deplecion de glucosa o ATP para incorporar al radioisotopo, marcaje toda la noche para incorporacién del
Fosforo inorganico, etc.); los resultados generalmente nos dan una idea de los sitios que se encuentran
fosforilados, pero no podemos asegurarlo o confirmarlo facil y econémicamente.
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Hoy en dia, gracias al uso de la Espectrometria de Masas podemos determinar los sitios de
fosforilacion de una proteina de una manera mas eficiente y reproducible, evitando las reacciones cruzadas
de los anticuerpos, con menor preparaciéon de la muestra. Tomando ventaja de los equipos de triple
cuadrupolo, y la versatilidad de los andlisis que ofrecen, podemos en una sola corrida detectar multiples
sitios de fosforilaciéon en un péptido, y determinar que aminoéacido es el que sufre la fosforilacién. Ademas,
de poder identificar y analizar otros tipos de PTM’s en la misma protefna con un minimo consumo de la
muestra.

El procedimiento normal para la identificacién de proteinas por estos equipos involucra la
separacién de la protefna, comtinmente por electroforesis en geles o por cromatografia liquida o de capa fina.
Posteriormente, se realiza el andlisis e identificacién de la proteina intacta o una mezcla de péptidos
proteoliticos (provenientes de un tratamiento previo con una enzima, como la tripsina). En este paso se
puede incluir la caracterizacién de PTMs, por espectrometria de masas sencillo (MS) o espectrometria de
masas en tindem (MS/MS) [6-9]. Regularmente, se requiere de un paso extra para el anélisis de PTM’s
debido a su baja frecuencia y estequiometrfa en relacién con los péptidos no-modificados
(aproximadamente del 1-2% de la proteina no-fosforilada); este se conoce como enriquecimiento de la
muestra. Hasta la fecha se han descrito varias estrategias de enriquecimiento: procedimientos de
modificacion quimica, fosfoamida, inmunoprecipitacién por anticuerpos fosfo-especificos, purificacién por
afinidad a metales (IMAC, immobilized metal-ion affinity chromatography), interaccién acido-base con TiO»
(Diéxido de Titanio), enriquecimiento en solucién por cromatografia de intercambio catiénico fuerte (SCX,
Strong cation exchange), o combinaciones de estos métodos [para revision 5,6].

Para la identificacién de un sitio fosforilado por un equipo de triple cuadrupolo es necesario
conocer que la unién de un grupo fosfato se reflejara en un incremento en la masa del péptido en +80 Da (o
my/z), lo cual podria ser el caso mas sencillo, y se puede detectar por un anélisis MS sencillo [5-9]. La gran
ventaja de utilizar al espectrometro de masas para estos andlisis, es que no solo identifica al péptido
fosforilado, sino que gracias a sus algoritmos y variedad de escaneos se puede seleccionar a este péptido
para su fragmentacién y conocer su secuencia y el aminodacido fosforilado. En referencia a su caracterizacién
es necesario realizar anélisis MS/MS y existen varios escenarios: primero, detectarlo por un incremento de
masa por la fosforilacién mas estable, la fosfotirosina (pTyr). En este caso, al someter la proteina a MS/MS
se le puede pedir al instrumento que busque al fragmento que perdi6 216 my/z para la pTyr (Precursor Ion
Scan). Segundo, una fosforilacion poco estable como la fosfoserina (pSer) y fosfotreonina (pThr). Para este
caso, cuando los péptidos son fragmentados por disociacién inducida por colisién (CID) en modo positivo,
ocurre la pérdida neutra (Neutral Loss Scan) predominante de &cido fosférico (-98 m/z, -HsPOs) que
produce un pico caracteristico de la proteinas fosforiladas en pSer o pThr en los espectros MS/MS. En la
actualidad los equipos de espectrometria de masas cuentan con otros tipos de andlisis para la identificacién
y determinacién de la fosforilacion. Por ejemplo, utilizar polaridad negativa buscando mediante un Product
Ion Scan de relacién masa-carga 79 en modo MS/MS, o en los equipos que poseen una trampa de iones
lineal (QTRAP® Technology) pueden realizar un paso extra de fragmentaciéon (MS/MS/MS) [5-9].

En el presente trabajo [9], se utiliza a la espectrometria de masas como herramienta para la
identificacién y cuantificacién de la proteina Focal Adhesion Kinase (FAK), asi como la confirmacién de los
sitios de fosforilacién en su secuencia utilizando un equipo 4000 QTRAP® LC/MS/MS (AB SCIEX).
Mediante técnicas bioquimicas y moleculares, se han determinado en esta cinasa once Serinas y seis
Tirosinas que juegan un papel importante en el control de su sefializacion y actividad [9]. FAK, miembro de
la familia de cinasas de tirosina de c-Src, estd involucrada en el crecimiento celular, migracion y
diferenciacion en mdultiples sistemas de sefializacién celular. En el presente trabajo, ademas se utilizé
herramientas de software como Multiple Reaction Monitoring (MRM) Initiated Detection And Sequencing
Strategy (MIDAS™ Workflow) y el software ProteinPilot™ para la identificacion y busqueda en las bases de
datos (SwissProt uniprot_sprot20051220.fasta). Estos softwares ayudaron en monitorear, identificar y
caracterizar los 29 péptidos provenientes del digerido de la cinasa FAK, los cuales contienen los sitios de
fosforilacion reportados, asi como, otros sitios putativos de ser fosforilados. El objetivo de este estudio es
evaluar los sitios de autofosforilacion de la cinasa, asi como los sitios que son fosforilados por la cinasa c-Src
para la activacién de FAK in vitro. La forma de evaluar los sitos fosforilados por c-Src fue realizando un
ensayo de fosforilacién incubando a FAK o ambas cinasas en un buffer de reaccién en presencia o ausencia
de ATP a diferentes temperaturas. Los tiempos de retencién y transiciones MRM de los 29 péptidos fueron
determinados por el software MIDAS™ Workflow basado en experimentos realizados en condiciones de
Nano-flujo (200 nL/min) de full scan (MS) y Precursor Ion Scan (MS/MS) para fosforilacién (-79 m/z) y la
fosfotirosina (A 216 m/z). Los métodos creados por el MIDAS™ utilizan el algoritmo Information Dependent
Adquisition (IDA) del software Analyst® del espectrometro de masas, para automatizar el proceso. El IDA,
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se programo para realizar un MRM como Survey Scan, seguido de un Enhanced Resolution scan (ER) para
determinar la carga del péptido, con las siguientes condiciones de aceptacién para los escaneos Enhanced
Product Ion (EPI) para elucidar su secuencia: umbral de 1000 cuentas por segundo (cps), CID con Rolling
collision energy, ajustando el rango de masas del cuadrupolo 1 (Q1) para seleccionar el ion paterno con
mayor intensidad, y el rango de masa para el cuadrupolo 3 (Q3) para monitorear el ion producto més
intenso. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

El analisis LC/MS/MS del digerido de FAK en ambos escaneos buscando sitios fosforilados
(Precursor Ion scan para m/z 216 [pY] y m/z -79 [pS, pT, pY]) identificé del total de 29 péptidos, once
fosforilados que contienen diecisiete diferentes sitios fosforilados.

De acuerdo a reportes previos, el sitio principal de fosforilacién por Src en FAK es la tirosina 861.
El fragmento que contiene este sitio de la digestiéon de FAK es un péptido largo del aminoacido 842 al 874
[GS#4IDREDGSSLQGPIGNQHIY81QPVGKPDPAAPPK] y se pudo observar en 6 estados diferentes de
fosforilaciéon: desfosforilado con tiempo de retenciéon de 20.1 min, mono-fosforilados con tiempos de
retencién 19.1 min [pY?8¢1) y 21.1 min [pS843], bi-fosforilados con tiempos de retencién 17.9 min [pS843pSe0] y
20.3 min [pS843pY86l], y tri-fosforilado con tiempo de retencion de 17.2 min [pS843, pS850pY86l]. Para evaluar el
patrén de fosforilacién de este fragmento, se plantearon 4 condiciones de andlisis. Condicién 1: Incubacién
de FAK en presencia de ATP a 4°C, condicién 2: Incubacion de FAK en presencia de ATP a 37°C, condicién
3: Incubacién de FAK en presencia de Src y ATP a 4°C, condicién 4: Incubacién de FAK en presencia de Src
y ATP a 37°C. Los resultados sugieren que no hay modificacién del patrén de fosforilacion en las
condiciones experimentales 1, 2 y 3. Sin embargo, se observa que bajo la condicion experimental 4, existe un
notable incremento en la especie mono-fosforilada (pY86l) y tri-fosforilada (pS83, pS80, pY®el). Estos
resultados confirman que la tirosina 861 es fosforilada por Src en condiciones de activacién, incrementando
la especie mono-fosforilada [pY#6l]. Sin embargo, los resultados también sugieren que la presencia de dos
residuos fosforilados en Serina dentro de este péptido, llevan a un incremento en el nivel de fosforilacién del
residuo pY8¢l, comparado con las diferentes especies fosforiladas.

En conclusioén, la espectrometria de masas para el andlisis de protefnas y péptidos fosforilados es
una herramienta poderosa determinando cualitativamente y cuantitativamente la fosforilacién en uno o
multiples residuos dentro de la secuencia de aminoacidos de un péptido o proteina. Mediante el uso de
distintos escaneos, softwares y separaciones utilizando flujos en nanolitros, esta herramienta puede ser un
gran aliado en la elucidacién de rutas de transduccion de sefiales, seguimiento en los niveles de fosforilacién
bajo diferentes condiciones de analisis, la identificacién y confirmacién de proteinas en las bases de datos, y
el anélisis de multiples sitios de fosforilacién en un solo experimento.
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Analisis de proteinas por western blot
M. en C. Enrique Santos
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La técnica de Western blot (alternativamente llamada inmunoblot) es una técnica
analitica que se utiliza para detectar proteinas especificas en una mezcla muy
compleja de proteinas. Estas proteinas pueden provenir de muestras de tejido,
cultivos celulares o extractos celulares. Para realizar la técnica, las proteinas son,
primeramente, separadas en un gel de archilamida en condiciones
desnaturalizantes (por su peso molecular) o en condiciones nativas (por su
estructura). Luego, las proteinas son tranferidas a una membrana de nitrocelulosa
o de PVDF, donde se utilizara un anticuerpo o anticuerpos especificos para una o
mas proteinas, las cuales, en caso de estar presentes, seran detectadas.

Como resultado de esta técnica, es posible identificar la presencia o ausencia de
una o varias proteinas al comprarse diferentes condiciones celulares o de
enfermedad, e incluso, comparar si existe una diversidad en cantidades de una
misma proteina en diferentes condiciones de experimentacion.

Actualmente, esta técnica esta teniendo diversos desarrollos que la hacen mas
reproducible y permiten obtener mayor cantidad de informacién en un solo
experimento. Para lograr lo anterior, se hace usos de sistemas de documentacion
que nos permiten detectar diferentes técnicas de revelado, como es el caso de
Radioactividad, Fluorescencia y quimiofluorescencia. Estos sistemas son, por lo
regular, escaneres de cama plana, como es el caso de los sistemas Typhoon y
Storm.
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Mass Spectrometry Imaging (MSI)  m/z 1474.66
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Resumen

La espectrometria de masas (MS) durante
los dltimos afios ha ganado un gran interés en
ciencias como la Proteémica, Lipidémica,
Metabolémica, Farmacologia, Toxicologia, Ciencias
Forenses, etc., debido a su gran versatilidad en los
andlisis, tiempos reducidos de preparacién de la
muestra, automatizacién y la gran cantidad de
informacién que se puede obtener con una minima
cantidad de muestra (volumen o concentracion).
Hasta el momento, podemos encontrar una gran
variedad de espectrometros de masas en el
mercado. Entre los mdas versatiles estan, los
instrumentos que utilizan ionizacién por MALDI
(Matrix-Assited  Laser  Desorption/lonization)
acoplado a analizadores de doble Tiempo de Vuelo
(TOF-TOF “Time-Of-Flight”) [MALDI TOF-TOF], ya que ofrecen estas grandes ventajas,
manteniendo una minima preparacién de muestra. Los equipos entregan gran cantidad de
informacién y permiten analizar una gran cantidad de muestras en tiempos reducidos, con
robustez, reproducibilidad y facilidad de uso. Ademads, este tipo de equipos permiten hacer
analisis de mezclas complejas, permitiendo la identificacién, elucidacién, secuenciacién y en
muchos casos cuantificacién, de muestras peptidicas, proteicas, de farmacos, de metabolitos, de
toxicos, etc. [1].

Recientemente, cientificos como el Dr. Richard Caprioli y otros grupos de investigacion,
han empleado la ionizacion MALDI para desarrollar una nueva técnica de andlisis por
espectrometria de masas directamente sobre el tejido de interés (Mass Spectrometry Imaging,
MSI) y obtener como resultado un mapa molecular de alta resolucién de la localizacién y
distribucién de una gran cantidad de compuestos directamente sobre el tejido, 6rgano o animal
completo, en una sola adquisicién. [1-5]. Esta técnica puede ser utilizada como una herramienta
de descubrimiento para entender la expresién y localizacién de las diversas especies moleculares,
por ejemplo en biopsias provenientes de tejidos sanos contra tejidos enfermos, en el diagnéstico y
prognosis de enfermedades como el cancer, la distribucion de un fdrmaco y sus metabolitos en el
tejido, etc. [2, 6].

En los experimentos de imaging, las biopsias de tejidos deben ser congeladas
inmediatamente después de su adquisicién en nitrégeno liquido o isopentano para minimizar la
degradacién de proteinas y preservar la morfologia de la muestra. Para la mayoria de las
aplicaciones, se generan cortes con un grosor entre 5 a 20 pm y se colocan sobre una placa
conductiva. La deposicién de la matriz juega un papel muy importante para preservar las
especies moleculares intactas y tener resultados reproducibles. La matriz puede ser depositada
como gotas de alta densidad o en spray (“spotted”) o en forma de un recubrimiento homogéneo
sobre la seccién del tejido (“coated”). Las técnicas de deposiciéon de matriz pueden variar
dependiendo de las condiciones del experimento, puede ser una deposicién manual, asistida por
un robot (por impresién, por electrospay o por asistencia neumatica), o la deposicién de gotas de
matriz sobre el tejido. Los datos por espectrometria de masas son adquiridos en un patrén de
cuadricula, con un nimero predeterminado de disparos de laser por coordenada en la cuadricula.
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Este patrén tiene una distancia fija entre los disparos del laser, tipicamente, de 50 a 300 um
dependiendo de las dimensiones del tejido y la resolucién requerida de la imagen. La adquisicién
de los datos y su procesamiento se llevan acabo de manera automatica y por algoritmos
especializados. Por udltimo, el procesamiento de los datos involucra la reconstruccién de la
imagen y la integracién de las intensidades de las sefiales preprocesadas para los valores m/z,
para cada pixel, a lo largo de todos los datos obtenidos. Desde esta perspectiva, un solo
experimento de Imaging, podria generar literalmente cientos de mapas o imagenes mostrando
densidades especificas para cada especie molecular. Este es uno de los principales motivos de
utilizar softwares que tengan capacidades de andlisis estadisticos para poder observar las
diferencias en los experimentos [2].

En este estudio [7], se hace uso del analizador de la compafiia AB SCIEX el 4800 plus
MALDI TOF/TOF™ por sus caracteristicas de alta sensibilidad, resolucién, exactitud de masa y su
capacidad de realizar analisis en modo MS (TOF sencillo) y MS/MS (TOF-TOF).

Se tomaron secciones del tejido cerebral de rata y se realiz6é en la mitad del tejido una
digestion con tripsina in situ, seguido de la aplicacion de la matriz CHCA (a-cyano-
hydroxycinnamic acid, 6mg/mL) en todo el tejido, para someterlo a los andlisis en modos MS y
MS/MS. Ademas, tomando ventajas del software de analisis por Imaging (TissueView™ 1.0) se
seleccionaron diferentes regiones de interés (ROI) para hacer los andlisis comparativos de la
localizacién de especies moleculares en ambas partes del tejido. El andlisis de los resultados
mostré en la mitad digerida con tripsina del cerebro de rata, un ion de interés (m/z = 2141.2) que
mostré una localizacion particular en el tejido. En un experimento posterior se realizé la
fragmentacién de este precursor (MS/MS) para su identificacion. Como era de esperarse el
fragmento mayoritario (1797.2) del ion precursor 2141.2, muestra la misma localizacién dentro
del tejido, confirmando el experimento. Posteriormente, mediante el software TissueView™, se
seleccioné el ROI donde la intensidad del ion fue mayoritaria para poder obtener un promedio de
los espectros MS/MS para este precursor. A este promedio MS/MS (relacién masa-carga contra
intensidad) se le realiz6é una biisqueda en la base de datos de MASCOT® para la identificacion de
la proteina. Los resultados obtenidos sugieren la presencia de la proteina Mielinica Basica (MBP),
abundante en tejido cerebral y nervioso, por la presencia de la secuencia
TQDENPVVHFFKNIVTPR. Al observar los espectros MS/MS obtenidos y compararlos con los
reportados en la base de datos para este fragmento, se puede ver la identificacién de la mayoria
de los iones-y y algunos de los iones-b provenientes del anélisis, confirmando el resultado.

En conclusion, al utilizar Mass Spectrometry Imaging y un equipo de alta resoluciéon
como el 4800 plus MALDI TOF/TOF™, podemos realizar busquedas e identificaciones
directamente sobre el tejido de las especies moleculares presentes, obteniendo resultados
altamente confiables, reproducibles y con el minimo de tratamiento de muestra. Ademads, con el
uso de herramientas como el software TissueView™ podemos realizar los analisis de resultados
de una manera rdpida, sencilla y altamente confiable.
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