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EDITORIAL

La Universidad Nacional Autbnoma de México se ha caracterizado, desde su fundacion,
por fomentar los principios de autonomia universitaria, libertad de pensamiento y libertad de
catedra, lo que le ha permitido ser lider en el desarrollo y difusion de las artes, el deporte y las
ciencias. Estas caracteristicas le han valido reconocimiento a nivel nacional e internacional y ha
creado un compromiso entre la comunidad universitaria y la sociedad, para seguir desarrollando los
conceptos mencionados y demostrar que la autonomia de la maxima casa de estudios de nuestro
pais es el impulso que permite ejercer su papel como nucleo de progreso.

Un area del conocimiento que tiene un gran desarrollo dentro de la UNAM es la Quimica y
este afio la Asamblea General de la ONU declar6 al 2011 como el afio internacional de la Quimica
para concientizar al publico en general sobre la importancia que tiene esta ciencia sobre el
bienestar de la humanidad. Este afo también coincide con el centenario de la entrega del premio
Nobel a Marie Curie, por sus aportes a la quimica, y con la primera reunién de la Asociacion
Internacional de Sociedades Quimicas, que posteriormente se convirtié en la Unién Internacional
de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC). La conmemoracién enfatiza la contribucion de la Quimica
como ciencia creativa esencial para mejorar la sostenibilidad de nuestros modos de vida y para
resolver los problemas globales y esenciales de la humanidad, como la alimentacién, el agua, la
salud, la energia o el transporte.

Por este motivo la UNAM ha desarrollado varias actividades para conmemorar este
acontecimiento y, siguiendo en la misma tematica, el Departamento de Bioquimica de la Facultad
de Medicina, a través del Taller de Actualizacion Bioquimica en su edicion nimero XXXVIII, ha
hecho énfasis en la quimica sin descuidar el aspecto primordial del Taller, que es la difusién de la
bioquimica.

Los trabajos que se presentan en este Taller estan plasmados en la revista Mensaje
Bioquimico en su edicion XXXV. Este afio contamos con la participacion de investigadores de
reconocimiento nacional e internacional que trabajan en areas de gran importancia cientifica.

Para iniciar, el Dr. Gerardo Corzo del Instituto de Biotecnologia nos habla sobre los
determinantes moleculares de las neurotoxinas de aracnidos que participan en la unién a los
canales de sodio dependientes de voltaje. En el terreno de las plantas, el Dr. Felipe Cruz Garcia
de la Facultad de Quimica nos presenta su trabajo sobre un sistema de incompatibilidad
gametofitico que evita la endogamia y promueve la diversidad genética.

Este afio contamos con la presencia de dos investigadores de provenientes del extranjero.
El Dr. Eduardo Dei-Cas, del Instituto Pasteur, Francia, presenta su trabajo sobre el ciclo biolégico
y la transmisién de Pneumocystis en pacientes con bajos niveles de proteccion inmunolégica, en
especial en enfermos del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA); mientras que el Dr.
José Roberto Sotelo Silveira, perteneciente al Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente
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Estable, de Montevideo, Uruguay, nos habla sobre el transporte de ARN en neuronas,
particularmente del transcriptoma axonal.

El Dr. Jorge Flores del Instituto de Fisiologia de la BUAP nos habla sobre los
conocimientos que se tienen sobre los mecanismos de accién de neuromoduladores. Por su parte,
la Dra. Alicia Gonzalez Manjarrez del Instituto de Fisiologia Celular nos presenta su trabajo
titulado “Duplicacion génica: implicaciones bioquimicas, fisioldgicas y evolutivas en la levadura
Saccharomyces cerevisiae”. Del mismo modo, el Dr. Julio Granados Arriola del INCMN "Salvador
Zubiran", presenta sus investigaciones sobre el genoma del mexicano y la relaciéon que hay con
respecto a algunas enfermedades. Asimismo, el Dr. Rogelio Hernandez Pando, perteneciente al
mismo instituto, expone su trabajo sobre los factores inmunolégicos que participan en la progresion
de la tuberculosis pulmonar.

En temas relacionados con estructura de proteinas, la Dra. Nina Pastor Coléon de la
Facultad de Ciencias de la UAEM y el Dr. Rogelio Rodriguez Sotres de la Facultad de Quimica
de la UNAM, nos presentaran estudios in silico sobre estas moléculas. La Dra. Pastor se enfoca
en explicar el paisaje conformacional de un dominio de inmunoglobulina explorado con dinamica
molecular, mientras que el Dr. Rodriguez nos instruye sobre el control de calidad de los modelos
tridimensionales generados in silico a partir de la secuencia de aminoacidos de una proteina.
Ademas, el Dr. José de Jesus Garcia Trejo de la Facultad de Quimica de la UNAM presentara un
panorama general del conocimiento actualizado sobre la estructura y regulacion de la F;F,-ATP
sintasa. Por su parte, el Dr. Rafael Vazquez Duhalt del Instituto de Biotecnologia de la UNAM nos
presenta un trabajo de gran interés sobre las estructuras virales y cémo éstas pueden utilizarse en
nanomedicina.

Finalmente, y tomando en cuenta el interés general sobre los enfoques metodoldgicos
presentados en la edicion anterior del TAB, este afo se volvid a invitar a diferentes compafias a
que nos presenten las técnicas y equipo de vanguardia para desentrafiar los misterios de la
bioquimica.

Para iniciar esta seccion, el Dr. Carlos Amero del Centro de Investigaciones Quimicas de
la UAEM nos ilustra sobre las aplicaciones de la resonancia magnética nuclear en el estudio de
proteinas. La compania Accesolab nos presenta una charla sobre gendmica y proteémica
funcionales, asi como una charla sobre los principios y usos del RNA de interferencia. Merck-
Millipore nos presenta una platica sobre el uso del multiplexing para el analisis de proteinas.

Contamos con la presencia de Quimica Valaner, que presenta el sistema de
documentacion Odyssey®. Por ultimo, la empresa AB Sciex nos presenta una charla sobre la
espectrometria de masas como herramienta fundamental en la identificacion y caracterizacién de
biomarcadores.

Héctor Vazquez Meza
Junio, 2010
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LOS INICIOS DE LA QUIMICA MODERNA EN LAS CIENCIAS
QUIMICAS Y BIOLOGICAS EN MEXICO

THE BEGINNINGS OF THE MODERN CHEMISTRY IN MEXICO'S CHEMICAL
AND BIOLOGICAL SCIENCES

Patricia Aceves Pastrana
Departamento de Sistemas Bioldgicos, Universidad Autdnoma Metropolitana, Calzada del Hueso
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paceves@correo.xoc.uam.mx

Resumen

Este articulo analiza las caracteristicas generales de los inicios de la quimica moderna en
la Nueva Espafia en dos instituciones académicas de corte moderno: el Real Jardin Botanico y el
Real Seminario de Mineria. Se discute el proceso de adopcion y aplicacién de la quimica de
Lavoisier y sus colaboradores, que ocurrié6 de manera temprana favorecido por factores internos y
externos.

Palabras clave: Historia de la quimica en México, quimica y farmacia siglo XVIII.

Abstract

"This article analyzes the general characteristics of the beginnings of modern chemistry in
New Spain in two academic institutions of modern type: the Real Jardin Botanico and the Real
Seminario de Mineria. It discusses the early process of assimilation and implementation of
Lavoisier's and his colleagues chemistry. A phenomenon driven both by internal and external
factors”

Key words: History of Chemistry in Mexico, Chemistry and Pharmacy in the Eighteenth Century.
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Introduccioén

En este afo, la comunidad cientifica celebra “El Afo Internacional de la Quimica”. Para
unirnos al festejo, la presente comunicacion tiene como propdsito presentar los rasgos principales
de los inicios de la quimica moderna en México en el terreno de las ciencias quimicas y biolégicas.
Nuestra exposicion se centra en dos acontecimientos relevantes para el tema. El primero es la
fundacion de la Céatedra de Botanica en 1788, donde se inicia la ensefianza de los sistemas de
Linneo en botanica y de Lavoisier en quimica. El segundo, es la apertura de la Catedra de Quimica
en el Real Seminario de Mineria, espacio en el que se adopta el sistema tedrico practico de la
quimica moderna, y para la cual se edita como libro texto, en 1797, la primera traduccion al
castellano del Tratado Elemental de Quimica de A. L. Lavoisier, obra publicada en francés en
1789.

Para el caso que analizaremos a continuacién veremos que la adopcion y aplicacion de los
postulados de Lavoisier y colaboradores en la Nueva Espafia a finales del siglo XVIII ocurrié de
forma acelerada, catalizada por diversos factores tanto de indole local como provenientes del
exterior.

1. En el marco de la llustracién novohispana y las Reformas Borboénicas

En el siglo XVIIl la Nueva Espafia formaba parte de la red cientifica internacional de
informacion, como lo evidencian tanto los registros de libros, instrumentos y revistas que han
llegado hasta nosotros, como la existencia de escuelas, bibliotecas y laboratorios necesarios para
desarrollar la actividad cientifica. Esta comunicacion fue favorecida por el intercambio de individuos
y de informacion epistolar, asi como por la llegada de expediciones cientificas espafiolas y por la
fundacion de instituciones académicas de corte moderno.”

En este periodo, las élites ilustradas de la Nueva Espana, promovieron en todo el territorio
el fomento de la educacién y de las artes utiles, veian a la ciencia como un medio necesario para la
realizacion de sus proyectos y también como una garantia para asegurar su desenvolvimiento
ulterior. El interés por la ciencia y sus aplicaciones utiles en aras del bienestar publico,
caracteristicos de la llustracion, fue un rasgo que se mantuvo constante. A este hecho contribuy6
una serie de factores geograficos, culturales, econémicos, politicos e ideoldgicos. Como parte de
ellos, la bonanza econémica proveniente en su gran mayoria del auge minero permitio la
explotacién de voluminosos caudales de plata, y colocé a este virreinato en el primer lugar de la
produccién del metal argentifero.’

Junto a estos factores locales, la monarquia ilustrada espanola aplicé en sus dominios un
conjunto de de reformas de orden administrativo, social, econdmico, politico y -cientifico
tecnoldgico; tendientes a fortalecer al Estado y subordinar la economia a sus intereses, aun a costa
de lesionar los intereses de sus colonias. Como parte de estas medidas se dictaron disposiciones
para mejorar la mineria, aumentar la explotacion de los recursos naturales, superar las lamentables
condiciones sanitarias e impulsar la educacién en todos sus niveles.

Con estos propodsitos se enviaron expediciones cientificas y se fundaron establecimientos de
ensefanza superior para difundir y aplicar la “nueva ciencia”: la Real Academia de San Carlos en
1781, el Real Jardin Botanico en 1788 y el Real Seminario de Mineria en 1792.

' Lavoisier, Antoine Laurent (1797) Tratado Elemental de Chimica, Imprenta de Mariano Zufiga y Ontiveros. Edicion facsimil
con un “Estudio Preliminar” de Patricia Aceves (1990) Universidad Autbnoma Metropolitana — Xochimilco, México,

2 Aceves, Patricia (1993) Quimica, Botanica y Farmacia en la Nueva Espafia a finales del siglo XVIIl, UAM-Xochimilco,
México. Trabulse, Elias (1983) Historia de la Ciencia en México, CONACYT/Fondo de Cultura Econémica, México.

® Velasco Avila, Cuauhtémoc et al. (1988) Estado y mineria en México (1767-1910), Fondo de Cultura Econdmica. México.
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2. Quimica, Botanica y Farmacia en el Real Jardin Botanico

En los siglos XVII y XVIIIl se publicaron en la Nueva Espafa diversos trabajos que
registraron el tesoro medicinal existente en la naturaleza mexicana y trataron de dar una
explicacion de sus virtudes de acuerdo a los criterios galénicos y a la teoria humoral.** Sin
embargo, en el siglo XVIIl también es aparente en los textos farmacéuticos el empleo de las teorias
atomistas y de la iatroquimica, con la subsecuente utilizacién de los remedios minerales.®

El inicio de la Real Expedicion Botanica de la Nueva Espafia en 1788, marcé una nueva
etapa en la institucionalizacion de la farmacia y la botanica. Los fines de la expedicion
contemplaban el estudio y clasificacion de las producciones naturales, asi como la creacion de un
jardin y de una catedra de botanica. Ademas de los propdsitos anteriores, la expedicién tenia la
encomienda de realizar la reforma del rea sanitaria.”®

La expedicién recorrié el territorio mexicano de 1788 a 1803. Siendo el médico Martin
Sessé el director de la empresa y el farmacéutico Vicente Cervantes el catedratico de botanica;
completaban el contingente el naturalista José Longinos, el farmacéutico Jaime Senseve y el
botanico Juan del Castillo. A este grupo de peninsulares se unieron los novohispanos Atanasio
Echeverria y Francisco de la Cerda como dibujantes, y posteriormente el médico José Mariano
Mocifio y el cirujano José Maldonado.’ Diversos estudios han remarcado el caracter terapéutico de
la empresa espafola, ya que entre las plantas estudiadas por la expedicién predominan las de
accién medicinal frente a las que tienen otros usos."”

Con la apertura del Real Jardin Botanico en 1788, los farmacéuticos novohispanos
estuvieron obligados por vez primera a seguir una educacion institucional dentro de su Catedra de
Botanica. El curso dictado por el catedratico Vicente Cervantes, abarcaba la ensefianza de los
sistemas botanicos de Linneo y Tournefort y de la quimica moderna, incluido el sistema de
Lavoisier y sus colaboradores. La adopcién y aplicacién de estas concepciones en la terapéutica
contribuyeron a la estructuracion de nuevas explicaciones en las que paulatinamente fueron
desapareciendo las cualidades y los humores.

A pesar de tan loables fines, el comienzo de las actividades de la expedicién estuvo
ensombrecido por una serie de conflictos entre los criollos y los expedicionarios. Los primeros
resintieron la imposicién de las medidas elaboradas por la Corona y el no haber sido nombrados
como integrantes del Jardin; a ello se sumé el desdén mostrado por los peninsulares hacia la

4 Lépez, Gregorio (1674) Tesoro de las medicinas para diversas enfermedades, Impreso por Francisco Rodriguez Lupercio
mercader de libros en el puente del Palacio, México. Edicién facsimilar del IMSS, (1990) México.

® Esteineffer Juan (1712) Florilegio medicinal de todas las enfermedades, Herederos de Juan Joseph Guillema/Carrascoso en el
Empedradillo, México. Edicion de Anzures, C. (1978) Academia Nacional de Medicina/Coleccion la Historia de la Medicina en
México, México.

¢ Beaumont, J. B. (1774) Tratado de la agua mineral caliente de San Bartolomé, Imprenta del Br. D. Joseph Antonio de Hogal,
México.

" Lozoya Xavier (1984) Plantas y Luces en México: la real expedicion cientifica a Nueva Esparia (1788-1803), SERBAL,
Barcelona.

& Aceves, Patricia. (1993) Quimica, boténica y farmacia en la Nueva Esparia a finales del siglo XVIil, Op. Cit. Puerto, Francisco
Javier, (1988) La ilusién quebrada. Botanica, sanidad y politica cientifica en la Espafia llustrada. Serbal/CSIC, Barcelona; (1992)
Ciencia de Camara. Casimiro Gémez Ortega (1741-1818), el cientifico cortesano. CSIC, Madrid

Zamudio, Graciela (1992) “El Jardin Botanico de la Nueva Espafia y la Institucionalizacion de la Botanica en México”, en
Saldafia J.J. ed.) Los origenes de la ciencia nacional. Cuadernos de Quipu 4, SMHCT, México, pp. 55-98.

"% Gonzalez Bueno, Antonio, et al. (1991) “Una visién del arsenal terapéutico vegetal desde las farmacopeas espafiolas, 1739-
1954, Anales de de la Real Academia de Farmacia”, 57.
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tradicidn botanica local y la amenaza que representaban Sessé y Cervantes para los intereses de
la Universidad y el Real Tribunal del Protomedicato, ya que estos ultimos pretendian formar parte
del Claustro Universitario y habian sido nombrados Alcaldes examinadores del Protomedicato.

Figura 1. Grabado realizado por los dibujantes de la Real Expedicién Botanica a Nueva
Esparia (1788-1803).

En ese ambiente de descontento y poco antes de la apertura del Jardin, el criollo José
Antonio Alzate y Ramirez entablé una polémica en los periddicos de la época con el catedratico de
botanica Vicente Cervantes.'' El punto central del debate era el sistema de Linneo, que se utilizaria
para la clasificacion de las plantas del Jardin. Alzate consideraba que los criterios linneanos no
eran utiles para el conocimiento de las virtudes curativas de las plantas. Ademas, aducia que
existian plantas en la Nueva Espafa que no podian ser incluidas en las clases vegetales
propuestas por el sueco. Es interesante mencionar que en sus alegatos los contendientes también
discutieron acerca de la nueva nomenclatura quimica.

Alzate se resistia a que gran parte de los conocimientos de esta ciencia fuesen cambiados
y desechados. Para dar apoyo a su punto de vista arguyé que la aceptacion de la nomenclatura
propuesta por los quimicos franceses estaba aun en el centro de la discusion y que no existia
acuerdo en torno a ella entre los principales quimicos de la época. En una carta que Alzate se
autodirige bajo el pseudénimo de Pedro el Observador, nos damos cuenta de la rapidez con que

" José Antonio Alzate y Ramirez (1738-1799), nacié en Ozumba en el seno de una familia acomodada, obtuvo en la Real y
Pontificia Universidad los grados de Bachiller en Artes y de Bachiller en Teologia. Su cultura puede considerarse como
enciclopédica. Gozé de gran prestigio en la sociedad de su tiempo por sus proyectos, estudios y publicaciones. Edit6 varios
periddicos de ciencia y cultura. Fue corresponsal de la Real Academia de Ciencias de Paris y del Real Jardin Botanico de
Madrid. Ver Aceves, Patricia ed. (2002) Periodismo Cientifico en el Siglo XVIIl: José Antonio de Alzate y Ramirez, tomo 7,
Coleccion Estudios de Historia Social de las Ciencias Quimicas y Biologicas, UAM, México.
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se conocian y discutian en la Nueva Espafa los adelantos mas recientes de la ciencia. AUn mas,
en la mencionada misiva los argumentos de Alzate son semejantes a los presentados por la
Comisién de la Academia Real de Ciencias de Paris que examiné los trabajos de Lavoisier leidos
el 17 de abril de 1787.

Muy sefior mio: en el pretendido Siglo de las luces, titulo del que se reiran los sabios e los
venideros tiempos, ¢;Se intenta ofuscar y enlaberintar el camino seguro para aprender las ciencias
naturales? Si sefior. Al leer tanta nueva nomenclatura, tanta perturbacion en la nociones recibidas,
;se puede juzgar de otra manera? Ya la quimica se nos presente bajo el aspecto de voces
desconocidas...

Ya habra Ud. Visto la nueva nomenclatura quimica. jQué trastorno! jQué nuevo trabajo y muy
reduplicado a los que intentan cultivar esta bella ciencia? ;Qué hacemos con las obras de Stales y
Boheraves y de otros muchos a cuyas fatigas, a cuyos descubrimientos debemos las verdades
quimicas de que nos gloriamos?"’

Al calor de la polémica, Alzate también hizo referencia a dos autores franceses oponentes
acérrimos de las teoria de Lavoisier y sus colaboradores, como lo fueron el barén de Marivetz y La
Metherie. Este ultimo editor de la revista Observations sur la Physique."> Conviene hacer hincapié
en que Alzate no aceptaba los sistemas de clasificacion de Linneo y Lavoisier por no ser naturales.
Pensaba que la complejidad de la naturaleza no podia caber en el marco rigido y formal de los
sistemas artificiales como lo eran los ya mencionados; por ello prefirio los sistemas de Tournefort y
de Buffon en botanica y de Stalh y Boerhaave en quimica. Entremezclada con la argumentacion
cientifica, Alzate hizo la defensa apasionada de los conocimientos botanicos de los novohispanos
y la exaltacioén de la naturaleza americana.

Durante esta célebre polémica, se escribieron numerosas paginas. Ambos contendientes
trajeron a la palestra una serie interminable de autores para apoyar sus puntos de vista y en sus
alegatos hicieron gala de su ingenio, entremezclando aspectos de ciencia, ideologia y politica,
aunados a una fuerte dosis de nacionalismo. Sin embargo, poco tiempo después las asperezas se
fueron limando, el contingente de la expedicion crecié cuando se integraron a ella algunos
novohispanos y al paso de los afios sus miembros se convirtieron en especialistas admiradores de
la naturaleza americana. Como ya hemos tratado el tema de la disputa en publicaciones
anteriores, s6lo remarcaremos que Cervantes y Alzate ocuparon un lugar relevante dentro de la red
internacional de comunicacién cientifica en torno a la temprana difusion, adopcion y aplicacion de
la nueva quimica en la América Espariola.'

Un ejemplo de las ensefianzas de quimica impartidas en el Real Jardin Botanico lo
constituyen dos trabajos presentados por el catedratico con motivo de la iniciacién de los cursos
de botanica de 1793 y 1794. Ambos son las primeras investigaciones publicadas en México en las
que se aplicaron a las plantas mexicanas los postulados tedrico-practicos de la quimica Lavoisier.

El primer texto aparecié en las Gacetas de literatura publicadas por Alzate. Cervantes inicia
reconociendo la utilidad del sistema de Linneo para el mejor conocimiento de los vegetales y
califica al analisis quimico como el mejor método para averiguar sus propiedades y virtudes.
Enseguida expone la manera de hacerlo de acuerdo a las noticias seguras publicadas al

"2 Alzate, José Antonio (2 de enero de 1789), “Carta al autor de esta gaceta”, Gaceta de Literatura, t. 1, p. 92. Reimpresos
por el Hospital de San Pedro, (1831) Puebla.

'3 Alzate, José Antonio (18 de julio y 14 de agosto de 1789) Gaceta de Literatura, t. 1, pp. 178-80.
" Aceves, Patricia (1993) Quimica, boténica y farmacia en la Nueva Espafia a finales del siglo XVIIl. Op. Cit.; (1995) Echanges
scientifiques et controverses autour de la nomenclatura chimique moderne dans la Viceroyauté de la Nouvelle Espagne, en

Bensaude-Vincent B. y Abbri F. eds., Lavoisier in European Context: Negotiating a new Language for Chemistry, Watson
Publishing International, Canton, pp. 193-206.
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respecto'’. Con este fin, describe las sustancias que le sirven de "nutrimento a los vegetables",
como es el caso del agua, el aire, la luz y la tierra. Aclara que el agua no es un elemento sino un
compuesto formado por hidrégeno y oxigeno y que este ultimo entra en la constitucidon de los
acidos. Describe el papel del aire en la respiracion vegetal y habla del nitrégeno y del gas
carbdnico; asimismo explica la necesidad de las plantas por la luz y el papel de la tierra en la
nutricion vegetal. Se observa en lo anterior el uso los principios de la “nueva quimica”.
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DE LITERATURA
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Figura 2. Portada de las Gacetas de Literatura, reimpresas en Puebla en 1831.

Luego describe los métodos para recoger los principios vegetales en el laboratorio y hace
relacion de sus principales propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas. En algunos casos
también da cuenta de la dosis y la forma en la que deben emplearse para curar, de las plantas que
los contienen y de su distribucion mas comun. A lo largo del texto, Cervantes invoca la autoridad de
los cientificos europeos: en botanica-médica cita a Linneo, Bahuino, Quer, Koenig, Wadel, Collin,
Parmentier, Acosta y Sieffert; y en quimica da los nombres de Lavoisier, Chaptal, Macquer,
Boerhaave, Ingenhouz, Sennebier, La Metherie, Hales, Duhamel, Sage, Baumé, Proust, Priestley,
Crell, Bonnet, Tillet, Bucquet y Hermstad.

5 Cervantes, Vicente (27 de agosto de 1793) “Oracién que pronuncié en la apertura del curso de botanica el dia lo. de junio de

1793 el Br. D. Manuel Maria Bernal, profesor de cirujia y discipulo de esta escuela, en el jardin del Real Palacio destinado
interinamente para este efecto: compuesta por D. Vicente Cervantes, catedratico del Real Jardin Botanico de México”, Gaceta de
Literatura. t.3, pp. 158-83.

XX



Entre las plantas mexicanas mencionadas por Cervantes encontramos el magley, la
sabila, el alcacaxdchitl y el yoloxéchitl como ejemplo de vegetales que exhalan su principios por la
transpiraciéon. En relacion con las resinas nombra a la de jalapa y al guayacan. Entre los extractos
hechos por "expresiéon" cita el de acacia. En el grupo de los mucilagos considera a la chia, al
chicalote, a la yerba de golondrina y a los socoyoles y tumbiriches. Enfatiza el hecho de que
algunas plantas provenientes de Europa pueden ser sustituidas por otras que crecen en América.
Tal es el caso de la sida del cabo en lugar de la malva comun, de la malva vitifolia en vez del
malvavisco y de algunos vegetales como el huacamotl, la yuca, la mala mujer y los pifiones y
avellanas purgantes.

El catedratico utilizd con precisién y de manera sistematica la nueva nomenclatura quimica
y explica que la prefiere porque sus voces estan "ya adoptadas generalmente por los mejores
quimicos de Europa y por ser muy comun en México la obra de la nueva nomenclatura quimica".
Entre las sales mas frecuentemente halladas en las plantas incluye la potasa, sosa y amoniaco,
asi como los muriatos de sosa, nitratos y sulfatos de la misma base, oxalatos y tartritos. También
hace referencia a los acidos vegetales como el citrico, malico, piromucico y pyrolefioso: “los
accidos vegetales conocidos hasta ahora se distinguen unicamente en la proporcion de hidrégeno
y carbonico y en el grado mayor o menor de ocsigenacion que tienen".

7}
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Figura 3. Firma de Vicente Cervantes Mendo (Ledrada 1758 - Cd. De México 1829).

El segundo trabajo de Cervantes con referencia a la nueva quimica, también fue difundido
por Alzate en sus Gacetas de literatura.'"® En esta publicacion, Cervantes estudia una planta
conocida por los antiguos mexicanos como ulquahuitl, comiunmente denominada "arbol de ule". El
cuerpo de la exposicion incluye las plantas que suministran la resina elastica, los métodos
utilizados en Brasil y en la Nueva Espana para extraerla, los resultados de sus experiencias
realizadas con el jugo de la planta, tanto liquido como sélido y los usos de la resina. Vale la pena
destacar que en los trabajos descritos, es notorio que Vicente Cervantes se hallaba inmerso en la
red de comunicacion cientifica internacional y que el intercambio de conocimientos Europa-América
se realizaba en ambas direcciones. Esto se manifiesta tanto en el empleo de la bibliografia de la
época como en la actualidad de los temas de investigacion abordados.'’

Al respecto conviene sefalar que los expedicionarios en la busqueda de la legitimacion de
sus trabajos, ante los ojos de las autoridades y cuerpos académicos tanto de la Peninsula
Espafola como de la Nueva Espafa, se preocuparon en difundir la singularidad, exuberancia y
rigueza de la flora mexicana con usos terapéuticos. Para tal fin, reconocieron y promovieron el
establecimiento oficial de la materia médica vegetal mexicana, de una materia médica nacional.'®

'® Cervantes, Vicente (2 de julio de 1794) “Discurso pronunciado en el Real Jardin Botanico el 2 de junio por el catedratico D.
Vicente Cervantes”, Suplemento de la Gaceta de literatura. t. 3, pp. 319-54.

" Pastor Villegas, José (2006) Paginas extremenas sobre el caucho, La Coria, Fundacion Xavier de Salas, Trujillo.

'8 Cervantes, Vicente, (1889) Ensayo a la materia médica vegetal de México, El Estudio, Secretaria de Fomento, México.
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Ademas de su puesto de Catedratico de Botanica, entre 1791 y 1810, Cervantes
desempefid el cargo de boticario mayor de la botica del Hospital de San Andrés, donde contribuy6
a la instruccion y modernizacion de la farmacia. Fue asimismo el duefio de la flamante botica del
Relox. Las labores desempefadas por Cervantes en estas instituciones, le permitieron ampliar su
circulo de influencia y relacionarse con las élites vinculadas a la toma decisiones en las esferas
académica, econdmica y politica.'” En el México Independiente, las cosas no cambiaron y varios de
sus alumnos y amigos llegaron a escalar posiciones privilegiadas dentro de los gobiernos en turno.
Esta situacién le permitié a Cervantes ser un empresario exitoso en su botica, continuar al frente
del Jardin y su catedra y participar en la construccién de la nueva nacién mexicana®. Murié el 27
de julio de 1829.%!

3. Quimica y Metalurgia en el Real Seminario de Mineria

Durante el periodo virreinal la quimica y la metalurgia fueron aplicadas a la mineria,
actividad primordial de la economia novohispana. La experiencia acumulada en la extraccion y el
beneficio de los minerales, al paso de las centurias, se manifest6 en la invencion de
procedimientos y artefactos, en la publicacion de textos especializados sobre los avances en el
mundo y en la Nueva Espafa y sobre todo en los caudales de plata que cruzaron el océano. El
auge econdmico alcanzado por la bonanza espectacular de sus minas para finales de la centuria
dieciochgzsca, le permiti6 a la Nueva Espafa suministrar el 66% de la plata acufiada a nivel
mundial.

Acorde con el desarrollo alcanzado en este campo, en enero de 1792 abrié sus puertas el
Real Seminario de Mineria, institucion donde se prepararian como especialistas, los jovenes
interesados en el trabajo de las minas y en conocer los misterios y riquezas del subsuelo.

Con la creacién del Real Seminario de Mineria se inici6 en México, una de las aventuras
cientificas mas importantes para la historia de la ensefianza y la profesionalizacién de las ciencias
modernas vinculadas a la mineria. Al mismo tiempo, en este recinto se pusieron en marcha los
mecanismos necesarios para realizar investigaciones que favorecieron los intercambios de
informacion de la Nueva Espafa con las redes internacionales de comunicacion cientifica. En esta
tarea titanica, el esfuerzo realizado por novohispanos y peninsulares abarcé la construccién de una
infraestructura con aulas, talleres, laboratorios, gabinetes cientificos y bibliotecas, asi como la
apertura de catedras, la elaboracion y publicacion de libros, el fortalecimiento de la comunidad
cientifica y la integracion de una nueva cosmovision de la sociedad.?

La cristalizacion del proyecto del Real Seminario de Mineria fue posible porque en él
confluyeron los intereses de las élites ilustradas novohispanas y de la Corona espafiola. Otro factor
que aseguro la existencia de la institucién durante este periodo y aun en afnos posteriores, fue la
voluntad del gremio minero para proporcionar los fondos necesarios para su funcionamiento y
manutencion. Ya desde 1761 Francisco Javier Gamboa en sus Comentarios a las Ordenanzas de

¥ Morales, Alba (2002) EI Hospital General de San Andrés: la modernizacién de la medicina novohispana (1770-1783),
Biblioteca Historia de la Farmacia t. 2, Aceves P. ed. y coord., UAM-Xochimilco, México.

% Aceves, Patricia (2009) “Botanica, farmacia y quimica: Vicente Cervantes 1787-1829”, en Maria Teresa Migas; Antonio
Gonzéalez Bueno eds., En el 250 aniversario del nacimiento de Vicente Cervantes (1758-1829): relaciones cientificas y
culturales entre Espafia y América durante la llustracién, Real Academia Nacional de Farmacia, Madrid, pp. 101-16.

' Archivo Histérico de Notarias, Fondo Antiguo, v. 2779, escribano Ignacio Montes de Oca, 21 de julio de 1829, ff. 335 v. -

338; 27 de julio de 1829, ff. 348-51; 23 de septiembre de 1929, ff. 412-15. Agradezco a la Maestra Graciela Zamudio su
generosidad al indicarme la existencia y localizacion de estos testamentos.

% \lelasco Avila, Cuauhtemoc (1988) Estado y mineria en México (1767-1910), Op. Cit.
2 Aceves, Patricia (1993) Quimica, botanica y farmacia en la Nueva Espana a finales del siglo XVIII,

Op. Cit..
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Mineria habia dado una vision global de los aspectos juridicos, econdmicos y tecnoldgicos de la
mineria novohispana.?* El texto de Gamboa sirvié de base a la Representacién que a nombre de
los mineros del virreinato presentaron ante el rey Carlos Ill en 1774, Juan Lucas de Lassaga y
Joaquin Veldazquez de Ledn. Los apoderados de los mineros incluyeron como sus principales
demandas la creacion de un Banco de Avio, de un Tribunal de Mineria y de un Colegio Metalico
para crear hombres de bien y suficientemente ilustrados.”” La respuesta de la autoridad no se hizo
esperar y una vez nombrado Ministro de Indias José de Galvez en 1776 se constituyo el cuerpo de
mineros atendiéndose casi a la letra las propuestas de la Representacion. Al afio siguiente fueron
designados como director y administrador del Tribunal de Mineria respectivamente, Velazquez de
Ledn y Lassaga, quienes se dieron a la tarea de efectuar una reestructuracion a fondo de este
sector que desembocé en la aprobacion de las nuevas Ordenanzas de Mineria en 1783.%

Ante el fallecimiento casi simultaneo del director y del administrador del Tribunal Mineria, el
Rey decidié en 1786, violando las Ordenanzas de Mineria, nombrar a Fausto de Elhuyar como
sucesor de Velazquez de Ledn en el puesto de director del Tribunal de Mineria y encomendarle el
proyecto del Colegio, lo cual provocé las protestas y el descontento entre los novohispanos.?’

Vale la pena mencionar que a la Corona le interesaba poner al frente de la estratégica
empresa minera novohispana a un funcionario espanol competente y fiel a los intereses de la
monarquia como de Elhuyar, para darle continuidad a los trabajos ya en marcha y ademas dar
comienzo a otras acciones tendientes a incrementar aun mas los beneficios de los metales
preciosos por los métodos de fundiciéon con plomo y por amalgamaciéon con mercurio; este ultimo
proceso inventado por Bartolomé de Medina en la Nueva Espafia en 1555 le habia permitido al
imperio espariol obtener caudales fabulosos de plata.”**’ En este contexto corria el afio de 1787,
cuando de Elhuyar desembarcé en Veracruz en compaiia de 11 técnicos alemanes para
supervisar los trabajos de las minas e investigar la posible aplicaciéon en ellas del método de
amalgamacion de Born; pero ya el asunto habia sido discutido en publico y provocado las criticas
de algunos élites intelectuales criollas.*

Una muestra de ello son los tres articulos publicados por el criollo José Antonio de Alzate y
Ramirez, entre 1787 y 1788, en sus Observaciones sobre la fisica, historia natural y artes utiles,
para sefialar oportunamente que los conocimientos de los americanos en materia de metalurgia no
eran inferiores a los de sus homdlogos alemanes. Por un lado, el método del barén de Born era
una variante del método de cazo inventado por Barba en Peru en el siglo XVII, y por el otro, el
método de Barba era a la vez una variante del método inventado por Bartolomé de Medina en

* Gamboa, Francisco Xavier (1761) Comentarios a las Ordenanzas de Minas dedicados al Catholico Rey nuestro Sefior, Don
Carlos Ill, Joachin Ibarra. Madrid. Edicion facsimilar, Miguel Angel Porrua (1987), con una introduccién de Elias Trabulse, México.
% Lassaga de, Lucas de Lassaga; Velazquez de Leon, Joaquin (1774), Representacion que a nombre de la mineria de esta
Nueva Espafia hacen al rey nuestro sefior sus apoderados de ella..., Felipe Zuniga y Ontiveros, México.

% (1783) Reales Ordenanzas para la direccion, régimen y gobierno del importante Cuerpo de la Mineria de Nueva Espafia y su
Real Tribunal General, Madrid.
z Brading, David (1975) Mineros y comerciantes en el México borbénico (1763-1810), Fondo de Cultura Econdmica, México.

% Bargallo, Modesto (1969) La amalgamacion de los minerales de plata, Compafia Fundidora de Fierro y Acero de Monterrey,
México.

» Aceves, Patricia (2005) “La Mineria en la América Espafola”, en Ciencia y técnica en Latinoamérica en el periodo
virreinal, Ediciones CESCE SA, Madrid, pp.406-33.

% Aceves, Patricia (1995) “Intercambios cientificos en la Nueva Espafia: una nueva lectura de la
comision minera", en Javier Puerto coordinador, De la ciencia ilustrada a la ciencia romantica, Doce
Calles, Madrid, pp. 359-75.
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1555. Arguyd también que el método de beneficio por azogue ( llamado de patio) utilizado en el
pais, presentaba menos dificultades que el de Born.*' Al cabo de unos cuantos afios, el fracaso de
los trabajos de la Comision minera alemana le daria plenamente la razén a Alzate.

Figura 4. Mina de Proafio en Zacatecas donde se aprecian los montones de mineral
procesados por el Método de Patio.

Una respuesta a los ataques incisivos de Alzate, fue la publicacion en 1791 del Suplemento
al Ensayo de Metalurgia, de Francisco Javier Sarria, Esta obra tenia el propdsito de dar a conocer:

La noticia del beneficio de azogue establecido en Hungria por el barén de Born; una idea sucinta
de la nueva tedrica del célebre Lavoisier sobre la Quimica; un breve cotejo entre el método de
cocimiento inventado por el licenciado Barba y el del citado Born; y un nuevo método de fundir los
minerales de cobre y plomo con ley de plata.>

Sarria quien llegé a la Nueva Espafia en 1767, era el fundador de la Real Loteria de la
Nueva Espafia y en 1784 habia publicado El Ensayo de Metalurgia. Su cercania con las élites
administrativas y académicas lo indujo a seguir el curso de Cervantes y a participar en los actos
publicos de fin de curso de la Catedra de Botanica en 1788.** La importancia del Suplemento al

1 Alzate y Ramirez, José Antonio (30 de julio y 30 de octubre de 1787, 12 de febrero de 1788) "Observaciones sobre la fisica,
historia natural y artes utiles", en (1980) Obras, I, Periédicos, UNAM, México, pp. 224-41. Edicion, introduccion, notas e indices
por Roberto Moreno de los Arcos.

%2 Sarria, Francisco Javier (1791) Suplemento a la Ensayo de Metalurgia, Felipe Zufiga y Ontiveros, México.

* Aceves, Patricia; Ernesto Soto Reyes Garmendia (2009) “Fuentes para la Historia de la Quimica: La Obra de Francisco
Xavier Sarria”, en A. M. Alfonso-Goldfarb et al coords., Centenario Sim&o Mathias: documentos, métodos e identidade da
Histéria da Ciéncia, PUC-SP, Sao Paulo, pp. 243-54.

XXIV



Ensayo de Metalurgia radica en que puso a disposicion de un publico amplio los fundamentos y la
nomenclatura de la quimica moderna en fechas cercanas a la de su publicacién en Europa. Es
evidente que Cervantes, Sarria y de Elhuyar, al ser todos ellos altos funcionarios de la Corona
encargados de implementar las Reformas Borbdnicas, estuvieron en comunicacién y utilizaron el
Suplemento como vehiculo para difundir tanto los nuevos conocimientos, como para ganarse el
consenso de la opinidn publica ante los intentos fallidos de la Comisién minera para introducir el
método de Born en las minas de la Nueva Espafia.**

UPLEMENTO

v AL ENSAYO
DE METALURGIA

Por D. Frawcisco Xarisz pg S5
rig Diretlor sie la Real Loteris
de Nucva Esparia,

e FRCSE T

MEXICO: Por Don Felipe de Zisitiga y
Ontiveros, afio de 1793,

Figura 5. Portada del Suplemento al Ensayo de Metalurgia (1791).

Estos tres personajes eran miembros de una tertulia ilustrada en donde se discutian
asuntos no soélo de ciencia, religion y estado, sino también los acontecimientos de la Revolucion
Francesa. A esta tertulia asistieron asimismo Miguel Constanzé director de empedrados y obras
publicas de la ciudad, y otras personalidades del gremio médico, farmacéutico y minero. Entre ellos
estaba el médico francés y fracmason Esteban Morel, quien introdujo la inoculacién de la viruela
como preventivo en 1779. El final de estas reuniones no fue nada feliz, ya que en 1794 Morel fue
sometido a juicio por el temible Tribunal de la Inquisicidn bajo los cargos de herejia, desobediencia
a las leyes de Dios, lectura y posesién de libros prohibidos y divulgacion de noticias acerca de la

** Aceves, Patricia (1995) "Negociando un nuevo lenguaje para la quimica en México: El Suplemento al Ensayo de Metalurgia de
Francisco Xavier de Sarria", en Las ciencias quimicas y biologicas en la formacion de un mundo nuevo, Estudios de Historia
Social de las Ciencias Quimicas y Biologicas, Vol. 2, UAM-X, México, pp. 83-94.
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Revolucion Francesa, entre otros cargos.* No deja de llamar la atencién el que ninguno de sus
contertulios haya sido inculpado.*

El Real Seminario de Mineria abrié sus puertas el primero de enero de 1792, con el
propésito de preparar especialistas tanto en el laboreo de las minas, como en el beneficio de los
metales en minerales pobres en ellos y que cominmente eran desechados.”’ El proyecto
elaborado por Fausto de Elhuyar retomaba en lo fundamental los planes presentados por
Velazquez y Lassaga en la Representacion de 1774, pero también recuperaba en parte los
programas del Seminario de Vergara; en donde de Elhuyar habia impartido la catedra de quimica y
habia alcanzado la celebridad junto a su hermano Juan José por sus trabajos sobre el aislamiento
del elemento quimico wolframio hoy conocido como tungsteno.

El objetivo del establecimiento era formar a sujetos conocidos y educados desde su nifiez
en buenas costumbres e instruidos en toda la doctrina necesaria para el mas acertado laborio de
las minas, concertacién de los buenos métodos de las operaciones y de mayor perfeccion.

La ensefianza del Seminario era gratuita para los 25 alumnos de dotacién y de paga para
los alumnos porcionistas o pensionistas, también podian acudir a las clases alumnos externos. Se
trataba de una educacion integral que ademas del aspecto cientifico contemplaba una rigurosa
instruccion religiosa y politica, la cual incluia el adiestramiento en los modales, formas de pensar,
modas y costumbres de las élites europeas. Tanto la organizacién de la institucion como sus
planes y programas de estudio se elaboraron siguiendo los ultimos adelantos de la ciencia. Las
lecciones eran tedrico-practicas de acuerdo a las doctrinas y textos mas modernos. Ademas el
Seminario era independiente de la Real y Pontificia Universidad pero dependiente del Tribunal de
Mineria y del Rey.*® Al frente de las catedras estuvieron profesores de reconocido prestigio como
Fausto de Elhuyar y Andrés Manuel del Rio que habian estudiado en las mejores escuelas de
Europa; asimismo completaban la plantila Andrés José Rodriguez, Antonio Bataller y Luis
Lindner.** Sin embargo, en el nombramiento de estos profesores fueron dejadas de lado las
aspiraciones de los novohispanos para ocupar la catedras, y las Ordenanzas de Mineria fueron
violadas al no realizarse su seleccién a través de un examen publico.*’

Las clases de quimica del Real Seminario de Mineria, debian impartirse después de las de
matematicas y fisica y antes de las de mineralogia. Sin embargo, cuando Andrés Manuel del Rio
llegd a México en 1794, los alumnos no habian cursado aun la Catedra de Quimica porque
Francisco Coddn que era el catedratico designado, se negaba a cruzar el océano a consecuencia
de los conflictos bélicos. Por lo que se decidié invertir el orden de las catedras e impartir primero la
de Mineralogia a cargo de Del Rio.*' De esta manera, en adelante la Catedra de Quimica pasé a

% Schifter, Liliana (2002), Medicina, mineria e inquisicion en la Nueva Espafia: Esteban Morel (1774-1795. Biblioteca
Historia de la Farmacia, Vol. 3, UAM-Xochimilco, México.

* Morel se quité la vida en su celda en febrero de 1795, antes de que terminaran las audiencias preparatorias. Ver: Archivo
General de la Nacion, Inquisicion, 1795, vol. 1379, exp. 11, Relacion de la causa seguida por el Santo Oficio contra el doctor
Don Esteban Morel, ff. 228-86.

& Izquierdo, José Joaquin (1958) La primera casa de las ciencias en México, Editorial Ciencia, México.
% Flores Clair, Eduardo (2000) Mineria, educacion y sociedad. El Colegio de Mineria 1774-1821, INAH, México.

* Fausto de Elhuyar estudié quimica en Paris con Rouelle (quien fue el maestro de Lavoisier) y con Werner en Freiberg entre
1772 y 1781, posteriormente en 1786 la Corona lo envié a Alemania para estudiar el nuevo método de amalgamacion de la plata
presentado por Born un afio antes. Por lo que se refiere a Andrés Manuel del Rio, estudié cuatro afios en Paris en el "Collége de
France" con Jean D'Arcet y luego pasé a Freiberg y a Schemnitz donde coincidié con Humboldt y Lindner, a continuacion viajé a
Inglaterra, Escocia y Francia. En lo concerniente a Luis Lindner, quien fue designado catedratico de quimica, era un
mineralogista aleman que llegé con de Elhuyar en 1787.

“ Aceves, Patricia; Mendoza, Martha (2001) “La institucionalizacion de la ciencia moderna en México: el Real Seminario de
Mineria”. En Carlos Viesca coord., Historia General de la Medicina, Medicina novohispana, Siglo XVIII, Vol. IV, UNAM-Academia
Nacional de Medicina, México, pp. 469-80.
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ser el ultimo curso del programa. El primer curso de esta disciplina inicié en 1797 bajo la direccion
de Luis Lindner, quien enfermo y fue sustituido por el director del Seminario, Fausto de Elhuyar. A
partir del siguiente afio escolar Lindner ocup6 la catedra hasta que caydé enfermo de muerte en
1804. Por tal motivo la ensefianza pasé al ex-alumno Manuel Cotero, quien la desempefié hasta
1829.

Figura 6. Edificio de la primera sede del Real Seminario de Mineria.

El curso de quimica estaba compuesto por dos partes: la primera estudiaba los principios
generales y la nomenclatura de las nuevas teorias quimicas elaboradas por Lavoisier y
colaboradores, la segunda parte estaba dedicada a la docimasia y a la metalurgia, haciendo
énfasis en los aspectos técnicos y aplicativos de la quimica relacionados especificamente con las
actividades mineras locales.

Como libro de texto se utilizé el Tratado elemental de chimica de Lavoisier, que en 1797
fue traducido del francés por el catedratico de botanica Vicente Cervantes para el uso de los
estudiantes del Real Seminario de Mineria.* Otros textos usados fueron los Elementos de quimica
de Jean Antoine Chaptal y La nueva tedrica y practica del beneficio de los metales de oro y plata
por fundicién y amalgamacién del criollo Joseph Garcés y Eguia; ambos seguian los postulados de

“! Andrés del Rio inicié sus lecciones de mineralogia en 1795, inspiradas principalmente en la ortodoxia neptunista de su maestro
Werner. Las obras que publicé para el uso del Real Seminario de Mineria pusieron al alcance del publico los ultimos avances en
las ciencias de la tierra, que apenas estaban en proceso de delimitar sus campos de estudio. Sus Elementos de Orictognosia
(1795, 1805) fueron la primera obra de este género escrita en América y continuaron utilizandose como libro de texto hasta
mediados del siglo XIX. Otras obras que publicé son las Tablas mineralégicas de Karsten (traducidas y afiadidas del aleman por
del Rio en 1804), y el resumen de la Pasigrafia geognédstica de Humboldt representada en tres laminas. Ver: Del Rio, Andrés
Manuel (1992) Elementos de Orictognosia (1795-1805), SEFI-UNAM, México. Edicién y Estudio introductorio de Raul Rubinovich.

“2 Lavoisier,A. L. (1797) Tratado elemental de chimica, Op.Cit.
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la nueva quimica. Asimismo, durante los primeros afios de la catedra los mejores alumnos se
encargaron de sustentar los Actos publicos de fin de curso y recibieron como premio el Diccionario
de quimica de Macquer y el Diccionario universal de Valmont de Bomare.

En los laboratorios del Real Seminario de Mineria como en los de la Real Casa de Moneda
se realizaron numerosos analisis cualitativos y cuantitativos de los distintos productos del reino
mineral. Entre estos destacan los efectuados por del Rio al plomo pardo de Zimapan, mediante los
cuales descubri6 el eritronio que hoy es conocido como vanadio.

Los registros existentes permiten conocer que de 1797 a 1809 se inscribieron a la catedra
de quimica un total de 68 alumnos, de los cuales 61 cursaron la totalidad de las materias. Esto
quiere decir que en el transcurso de los 18 afios transcurridos desde la apertura del Seminario,
solo 61 estudiantes lograron cubrir las catedras correspondientes al plan de estudios. Para el
periodo de 1810 a 1821 la informacién se encuentra incompleta y la cifra correspondiente es de 75
estudiantes. Sin embargo hay que recordar que regularmente asistieron a la catedra aficionados y
profesionales de otras areas, como era el caso de los médicos y farmacéuticos. A partir de 1798
los primeros alumnos que habian concluido los cursos, se trasladaron a los principales reales
mineros del pais para efectuar dos anos de practicas y una tesis; cumplidos estos requisitos
pudieron examinarse para obtener el titulo correspondiente.*

TRATADO
ELEMENTAL
DE CHIMICA

Dispuesto en un drden nuevo segun los
descubrimientos modernos.

ESCRITO EN FRANCES
POR M. LAVOISIER,

y traducido al Castellano para el uso del Real
Semninario de Miperia de Mixico.

TOMO PRIMERO.

550

CON SUPERIOR PERMISO.
MEXICO: por D. Mariano de Zifiiga y Onliveros
Aiio de 1797,

Figura 7. Portada del Tratado Elemental de Chimica traducido por Vicente Cervantes en
1797.

“* Ramirez, Santiago (1982) Datos para la historia del Colegio de Mineria, SEFI-UNAM, México.
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En visperas de la consumacion de la independencia, la direccion de las distintas catedras
del Seminario de Mineria habia pasado a cargo de ex alumnos del plantel y esta institucién se
habia convertido en el centro cientifico y académico mas importante de la Nueva Espafa.
Consumada la independencia en 1821, Fausto de Elhuyar renuncié a su cargo y regreso a Espafa;
por su parte, Andrés del Rio y Vicente Cervantes permanecieron en el México Independiente y
participaron activamente en la elaboracion de los planes de instruccién publica del naciente Estado
mexicano. Para entonces, las actividades de docencia, investigacion y servicio realizadas por el
personal vinculado al Seminario habian favorecido la vertebracion de una infraestructura y de una
comunidad de profesionales y cientificos en areas diversas. Comunidad que habria de permanecer
y reproducirse en la nueva nacidon mexicana, y se encargaria de proveer cuadros calificados a la
nueva sociedad: cientificos, catedraticos, ministros, diputados, empresarios y aun connotadas
personalidades del mundo artistico.

Comentario final

A lo largo de este articulo se puso en evidencia que en los ultimos afos del siglo XVIIl y los
primeros del siglo XIX, la Nueva Espafia formaba parte de la red internacional de comunicacién
cientifica, lo que favorecio los intercambios (de personas, conocimientos tedrico-practicos, saberes,
publicaciones, técnicas, instrumentos, minerales, vegetales y otras muchas cosas mas) entre este
virreinato y otras regiones y paises. A esta situacién coadyuvaron una gama de factores culturales,
politicos, geograficos, sociales, y econdmicos, tanto de indole local como provenientes del exterior.

En este periodo, el auge cultural y econdmico del virreinato permitié el desarrollo de la
sociedad novohispana y el establecimiento de una compleja organizacion socioecondmica, juridica
y administrativa. Como consecuencia, las élites locales (con un gran porcentaje criollo), elaboraron,
aportaron los recursos materiales y pusieron en marcha una serie de proyectos para garantizar sus
intereses y el desenvolvimiento de la colonia. Por otra parte, las medidas dictadas por la Corona
bajo la forma de las Reformas Borbonicas y la llegada de las expediciones botanica y minera
originaron un escenario en el que hubo puntos de coincidencia, pero también desacuerdos que
provocaron conflictos y enfrentamientos.

Este contexto hizo posible y catalizé el proceso de adopcién y aplicacion de la quimica
moderna en México en ambitos sociales importantes como lo eran la salud y la mineria. Asi, los
trabajos de Lavoisier y sus colaboradores fueron dados a conocer por distintos medios y
publicaciones, casi en forma simultanea a su aparicién en Europa. En lo anterior es necesario tener
en cuenta que durante el periodo virreinal, la quimica se cultivd en la Nueva Espafia en dos areas
que contaban con una antigua tradicion tedrico-practica: la utilizacion de las plantas medicinales
en la terapéutica y el beneficio de los minerales de oro y plata. Estos dos ambitos, al tener una
gran importancia econdmica y social eran fundamentales para el desarrollo de los habitantes de
esta pujante colonia, y formaban parte de los proyectos de sus élites.

En los proyectos del Real Jardin Botanico y del Real Seminario de Mineria coincidieron los
intereses de distintos sectores que pudieron negociar entre si para hacer viables estos
establecimientos. Gracias a ello, dentro de sus catedras se institucionalizé la ensenanza y la
investigacion de las ciencias modernas; y por este medio se asestd un golpe definitivo a las
concepciones aristotélicas y galénicas aun sostenidas en la Real y Pontificia Universidad. En
adelante, los amantes de las ciencias y las artes, pudieron cursar estas catedras y tener acceso a
los ultimos avances del conocimiento.

Si bien la educacion de los jévenes dentro del Real Jardin Botanico y el Real Seminario de
Mineria estuvo encaminada a servir a los designios de la Corona espafiola, ello no impidié que
varios egresados del ultimo, pelearan y aun murieran por la independencia. En los desoérdenes de
1810 y 1811 perdieron la vida cinco de los mas brillantes, los cuales antes de salir a practicar en la
minas compartieron el honor de haber sustentado los actos publicos de la catedra de quimica.
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Resumen

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crénica que primordialmente afecta a los
pulmones y produce profundas alteraciones en el sistema inmunolégico. Aunque la mayoria de
las personas que se infectan con el bacilo tuberculoso no desarrollan la enfermedad (90%),
cuando existen condiciones que producen inmunosupresién como la infeccién con el VIH,
desnutricibn o diabetes, el riesgo de desarrollar tuberculosis activa se incrementa
significativamente. Es interesante que durante el curso de la tuberculosis progresiva, aun en
ausencia de condiciones que produzcan inmunosupresion, existen factores que inducen una
prolongada y profunda disminucion de la respuesta inmunolégica. La mayoria de estos factores
son moléculas con potente actividad antiinflamatoria que son probablemente producidas en gran
cantidad durante la enfermedad avanzada para evitar el dafio tisular, pero la consecuencia es la
supresion de la inmunidad protectora que permite el crecimiento bacteriano contribuyendo a la
progresiéon de la enfermedad. En este trabajo se revisan en particular estos factores que
suprimen la inmunidad protectora. También de forma breve se comenta como su manipulacién
constituye formas racionales de inmunoterapia.

Palabras clave: Tuberculosis, inmunosupresién, modelos experimentales.
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Abstract

Tuberculosis is a chronic infectious disease which essentially affects the Ilungs and
produces profound abnormalities on the immune system. Although most people infected by the
tubercle bacillus (90%) do not develop the disease, when coexisted alterations in the immune
system, such as co-infection with HIV, malnutrition, or diabetes, the risk of developing active
disease increases considerably. Interestingly, during the course of active disease, even in the
absence of immunosuppressive conditions, there is a profound and prolonged suppression of
Mycobacterium tuberculosis-specific protective immune responses. Several immune factors can
contribute to downregulate the protective immunity, permitting disease progression. In general,
many of these factors are potent anti-inflammatory molecules that are probably overproduced
with the intention to protect against tissue damage, but the consequence of this response is a
decline in protective immunity facilitating bacilli growth and disease progression. Here are
reviewed some factors that deregulate protective immunity in TB. Their manipulation as novel
forms of immunotherapy are also briefly commented.

Keywords: Tuberculosis, immunesuppression, experimental models.

Introduccion

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa crénica que principalmente afecta a
los pulmones y produce profundas alteraciones del sistema inmunolégico [1]. La respuesta
inmunolodgica tiene una participacion fundamental en el curso de la infeccién producida por
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), ya que del 90 al 95% de las personas que se infectan por
primera vez no desarrollan la enfermedad. Sin embargo, cuando existen anormalidades del
sistema inmunoldgico que le producen supresion, como sucede en la infeccion con el virus de la
inmunodeficiencia humana, desnutricion o diabetes, el riesgo de desarrollar TB se incrementa
considerablemente.

Es interesante que aun en ausencia de inmunosupresion, hay una profunda y prolongada
disminucion de la respuesta inmunolégica protectora en contra del Mtb durante el curso de la
enfermedad. Diversos factores inmunolégicos pueden contribuir a esta inmunosupresién, lo cual
contribuye con la progresion de la enfermedad. Muchos de estos factores inmunosupresores son
moléculas con actividad anti-inflamatorias potente, que muy probablemente se producen de
forma abundante para protegerse del dafno tisular ocasionado por la inflamacién excesiva, pero
la consecuencia de esto es una acentuada disminucion de la respuesta inmunoldgica protectora,
con lo cual se facilita el crecimiento de la bacteria y el agravamiento de la enfermedad. Es por lo
tanto un objetivo fundamental de los investigadores que trabajan en este campo, la
caracterizacion de los factores inmunolégicos que contribuyen con la proteccion y progresion de
la enfermedad [1]. Tedricamente con esta informacion se podria remplazar la respuesta
inmunopatolégica por la protectora, para posteriormente disefiar cursos cortos de
antibidticoterapia suplementada con inmunoterapia. De ser exitoso, este tratamiento combinado
permitiria acortar el tiempo de tratamiento, contribuyendo asi con el control de esta importante
enfermedad infecciosa.

En el presente trabajo se describiran brevemente los factores inmunoldgicos que
permiten el control del crecimiento bacteriano y sobre todo se describiran aquellos que
contribuyen suprimiendo a la respuesta inmunoldgica protectora.
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Mecanismos inmunolégicos protectores en la tuberculosis

Mtb es una bacteria intracelular facultativa que generalmente infecta a los pulmones por
via aerogénica. En consecuencia, son los macréfagos alveolares y las células epiteliales
bronquiales y alveolares las primeras que confrontan y son infectadas por el agente infeccioso.
De hecho se considera a los macréfagos alveolares como las células mas importantes para
contener inicialmente la infeccion. Las interacciones iniciales de las bacterias con el macréfago
se llevan a cabo por receptores de la membrana celular, tales como los receptores para la
porcién Fc de anticuerpos o para ciertos factores del complemento [2], asi como para azucares
como la manosa [3], proteinas surfactantes [4], CD14 [5] y CD43 [6]. Los resultados de diversos
experimentos in-vitro indican que la respuesta celular dependera del tipo de receptor
participante, por ejemplo la participacion de receptores Fc induce la produccién de radicales
libres de oxigeno y ademas promueve la fusion de la vacuola fagosdmica con los lisosomas, de
esta forma contribuye a la destruccién de la bacteria a través de la accién concertada de
radicales libres de oxigeno y nitrégeno mas enzimas lisosomales. Debido a que el Mtb reside en
compartimentos vesiculares citoplasmicos especificos, antigenos especificos son presentados
por los macréfagos en un contexto de proteinas del complejo principal de histocompatibilidad
clase Il (MHC-.1l) a los linfocitos T CD4+ de clase 1 (Th-1), los cuales tienen una participacion
esencial en la respuesta protectora en contra de Mtb, pues cuando estas no estan presentes no
es posible controlar el crecimiento bacteriano [7,8]. Por lo tanto, los participantes esenciales en el
control del crecimiento bacteriano son los macréfagos activados por la interleucina 12 (IL-12) e
interferon gamma (IFNy) producidas por las células Th-1. Diversos estudios en animales y
humanos han confirmado esto, como lo son reportes de pacientes con mutaciones en los genes
que codifican dichas interleucinas o sus receptores los cuales son muy susceptibles a infectarse
y desarrollar formas graves de TB (9,10,11), o como sucede en las personas con SIDA en las
que el virus destruye preferencialmente a las células Th-1. Las células Th-1 también contribuyen
en la eliminacion de las bacterias a través de la apoptosis de macréfagos infectados por
intermediacién del receptor de FAS y su ligando [12]. Otra importante participacion de los
linfocitos Th-1 es la activacion de los linfocitos CD-8 [13], que son también importantes
protagonistas en la eliminacion de las bacterias, como lo demuestran los estudios realizados en
ratones deficientes de las moléculas CD8, TAP y perforinas que son muy susceptibles a la
infeccion por Mtb [14, 15]. Las células CD-8 eliminan las bacterias por su actividad citolitica y la
produccion de citocinas, pues son capaces de secretar IFNy a través de la activacion de su
receptor de antigenos y por interaccionar con células dendriticas [16]. Los mecanismos citoliticos
de las células CD-8 se asocian con la exocitosis de sus granulos que contienen las proteinicas
liticas perforinas y granzimas [15, 17].

Las respuestas fundamentales de la inmunidad adquirida se dividen en celulares y
humorales, las cuales incluyen respectivamente la activacion de los linfocitos T y producciéon de
citocinas y la maduracion de los linfocitos B y producciéon de anticuerpos, no son respuestas
excluyentes, puesto que los linfocitos CD4 Th-2 producen citocinas que se requieren para la
proliferacion y diferenciacién de los linfocitos B, asi como para el cambio de isotipo de
anticuerpos. Por su parte los linfocitos B son capaces de presentar antigenos especificos a las
células T. Debido a la localizacién intracelular del Mtb, con frecuencia se ha considerado a la
inmunidad humoral como no protectora. Sin embargo, sobre todo al inicio de la infeccién,
anticuerpos solos o con citocinas pueden evitar la infeccion de la mucosa respiratoria. De hecho,
resultados de diversos laboratorios muestran que anticuerpos especificos contra la bacteria
tienen una respuesta protectora importante en diferentes estadios de la enfermedad [18-20], por
ejemplo incrementando la internalizacion vy lisis de bacilos Calmette-Guerin (BCG) por neutréfilos
y monocitos/macréfagos. Mas aun, los bacilos BCG cubiertos por anticuerpos se procesaron y
presentaron con mas eficiencia por las células dendriticas a los linfocitos T CD4+ y CD8+
mejorando asi la respuesta de inmunidad celular. Tanto anticuerpos de clase IgG como IgA
existen en la superficie mucosa de las vias respiratorias inferiores [21] y una nueva forma de
inmunoterapia para la TB es la administracién pasiva en ratones de anticuerpos monoclonales
IgA en contra del antigeno dominante alfa-cristalina [22] y la administracion de IFNy en
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combinacion con la IgA fue aun mas eficiente [23]. Por lo tanto, parece ser que la inmunidad
humoral también participa en la respuesta protectora en contra de Mtb y puede ser utilizada
como una forma nueva de inmunoterapia.

Ademas de los macréfagos alveolares, las células epiteliales son otra poblacion que
interactua tempranamente con Mtb. De hecho, el nimero de células epiteliales triplica al de los
macrofagos y por lo tanto la capacidad que estas células tienen de interaccionar con las
bacterias es muy alta. Una de las primeras evidencias que mostraron esa interaccion fue
derivada de un estudio en el que se determiné la existencia de DNA micobacteriano en autopsias
de individuos muertos por causas ajenas a la TB. En este estudio se demostré la presencia de
DNA del Mtb en fagocitos no profesionales como los neumocitos tipo Il y las células del epitelio
bronquial, asi como en fibroblastos y células endoteliales [24]. Ademas, diversos estudios in-vitro
han demostrado y caracterizado la interaccion entre células epiteliales y Mtb [25]. De hecho, las
células epiteliales son capaces de conformar un ambiente pro-inflamatorio al secretar la
quimiocina IL-8 e inducir la produccion de 6xido nitrico [26].

Un importante grupo de moléculas de la inmunidad innata que producen las células
epiteliales en contra de los microorganismos son las defensinas [27], las cuales son una familia
de péptidos catidnicos constituidos por 30 a 50 aminoacidos que existen en las células mieloides
y epiteliales de todas las especies. Se sabe que estas proteinas tienen actividad antibacteriana
[28], anti-fungica [29] y antiviral [30]. Las defensinas se clasifican como de tipo a, B, 8 de acuerdo
a la posicién del aminoacido cisteina y del nimero de puentes disulfuro que estas tengan [31,
32]. En las células fagociticas, las defensinas representan el componente principal de
destruccion de microorganismos independiente de los radicales de oxigeno [33, 34]. El
mecanismo de accidn de es aparentemente la destruccion de la membrana celular bacteriana y
algunas de ellas pueden penetrar al citoplasma del microorganismos afectando su metabolismo
[35, 36]. Ratones singénicos infectados con Mtb por via intratraqueal sobre-expresan
rapidamente defensinas beta 3 y 4, las cuales se mantienen durante toda la fase temprana de
control del crecimiento bacteriano (primer mes), posteriormente su expresion disminuye
acentuadamente durante la fase progresiva de la enfermedad en coexistencia con un elevado
incremento de la carga bacteriana [37]. En un modelo de infeccién latente existe elevada
expresion de ambas defensinas durante todo el tiempo de observacion experimental en el que la
carga bacteriana se mantiene baja y estable, pero la produccién de defensinas disminuye
significativamente cuando se reactiva experimentalmente y se desarrolla la enfermedad a través
de la administracion de glucocorticoides [37]. La defensina beta 2 humana ha sido identificada en
células epiteliales de la traquea y pulmones [38, 39], la misma defensina ha sido identificada en
lavados bronquiales de pacientes con infeccion pulmonar por las micobacterias atipicas M avium
y M. intracellulare [40]. Los monocitos transfectados con la beta-defensina humana 2 controlan
significativamente mejor el crecimiento bacteriano que los monocitos no transfectados [41]. Las
células epiteliales alveolares neumocitos Il humanas infectadas in-vitro con Mtb expresan beta-
defensina tipo 2 y estudios de inmunolocalizacion muestran gran cantidad de inmunomarcaje
para esta defensina en la pared y citoplasma de bacterias intracelulares lisadas [36].
Experimentalmente, ratones infectados con Mtb y que son tratados con la defensina de
neutréfilos HNP-1 muestran reduccién significativa de la carga bacilar en pulmones, higado y
bazo [42], lo cual sugiere que las defensinas son un componente importante de la inmunidad
innata que contribuye en el control del crecimiento bacteriano y como se mencionara después
puede también ser una nueva forma de inmunoterapia.

Mecanismos inmunolégicos que contribuyen a la progresion de la tuberculosis

Varios son los factores inmunolégicos que contribuyen en la progresion de la TB. La
mayoria de ellos se relacionan con la respuesta natural anti-inflamatoria cuyo objetivo principal
es prevenir el dafio tisular por inflamacion excesiva. En consecuencia, es claro que el balance
entre la respuesta pro y anti-inflamatoria es crucial en la evolucién de esta enfermedad
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infecciosa cronica y es factible que intercediendo en estas respuestas a través de estrategias
diversas, se puedan reactivar los factores protectores o interferir con los factores deletéreos,
permitiendo asi que el sistema inmunolégico pueda eliminar eficientemente a las bacterias.
Algunos de los factores supresores se describen a continuacion.

Mecanismos de evasién de la micobacteria que afectan la funcion macrofagica

Como se describié anteriormente, Mtb interactia con diversos receptores del macréfago
lo cual determina en parte la evolucion temprana de la infeccidon. La interaccion de la bacteria
con el receptor C3 del complemento previene la produccién de radicales libres de oxigeno y
bloquea la maduracion del fagosoma evitando la fusién con los lisosomas [43]. Una vez que las
bacterias son fagocitadas, la mayoria se localizan en los fagosomas [44], los cuales se derivan
de la membrana celular y tienen diversos receptores [45]. En la fagocitosis convencional los
fagosomas se asocian a los lisosomas para degradar su contenido, las micobacterias bloquean
este proceso de fusion, el cual es un evento activo que depende de que las bacterias estén vivas
puesto que bacterias muertas fagocitadas rapidamente ingresan al compartimento lisosomal [44].
Ademas de modificar la morfologia, las vacuolas en donde radican las bacterias retienen
marcadores endosomales tempranos como las GTPasas Rab5 y Rab14 y no expresan los
marcadores tardios como la molécula Rab7, lo cual indica bloqueo de la maduracién endosomal
[46,47]. Otra caracteristica del endosoma micobacteriano es su acidez limitada [48].
Normalmente el material transportado en los lisosomas tiene un medio acido debido a la accién
en el endosoma tardio de la bomba de protones dependiente de ATP (V-ATPasa), se ha
sugerido que esta reduccion de la acidificacion lisosomal es el resultado de una significativa
reduccion de la V-ATPasa en el fagosoma micobacteriano (43). Otra propiedad que tiene el
fagosoma micobacteriano es la incapacidad de asociarse con la sintetasa inducible del 6xido
nitrico (iNOS) [49].

La incapacidad de madurar del fagosoma micobacteriano se le ha atribuido a la retencion
activa de una proteina fagosomal conocida como TACO (proteina de cubierta triptéfano
aspartico) [50]. Es también importante que TACO se asocie a la membrana plasmatica de los
macrofagos a través del colesterol, un proceso que asocia a estas dos moléculas en los
mecanismos de sobrevivencia de la micobacteria [51].

La inhibicion de la maduracion fagosémica por la micobacteria puede ser revertida por
citocinas como el IFNy y TNFa, los cuales también estimulan mecanismos microbicidas como la
produccion de radicales libres de oxigeno y éxido nitrico [52]. El papel protector del éxido nitrico
se ha demostrado en diversos modelos murinos [53, 54] y una funcién similar se ha sugerido en
los humanos [55]. En comparacion, la participacion de los radicales libres de oxigeno no se ha
definido completamente, aunque se sabe que el perdxido de hidrogeno es producido por
macrofagos activados por citocinas y que tiene efecto bactericida. También se ha mostrado que
moléculas del Mtb como el glicolipido fendlico y lipoarabinomanana son atrapadores de radicales
libres de oxigeno [56].

Activacion de la respuesta Th2

En los inicios de la década de los afios 90 del siglo pasado, algunos investigadores
reportaron un incremento de la respuesta Th-2, en particular IL-4, en pacientes con tuberculosis
avanzada [57, 58]. Posteriormente otros autores no hicieron la misma observacion y esto quedo
en controversia [59]. Estudios posteriores indicaron que esta divergencia pudo haber sido
consecuencia de problemas técnicos [60] y actualmente existen evidencias contundentes que
demuestran la existencia de la respuesta Th2 en TB [61-64]. Es interesante que los niveles de IL-
4 tienden a ser mayores en pacientes que viven en la franja ecuatorial, posiblemente por el clima
calido y humedo que favorece el crecimiento de micobacterias saprofitas y la coexistencia de
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infestacion por helmintos, asi como el probable mayor inoculo que estos pacientes reciben como
consecuencia de la existencia de enfermos con formas mas graves de la enfermedad debido a la
menor cobertura y educacién médica de la poblacion [65]. Los pacientes con TB avanzada tienen
varias manifestaciones de alta actividad de IL-4 como un alto nivel de anticuerpos de clase IgE
en contra de antigenos micobacterianos [66], anticuerpos contra cardiolipina [67] y alta expresion
de la molécula de membrana DC-SIGN en células dendriticas [68]. La IL-4 se ha detectado en
las lesiones tuberculosas pulmonares por hibridacion in-situ [69]. EI| RNA mensajero de IL-4 y
células T con IL-4 se encuentran incrementados en la tuberculosis pulmonar humana, lo cual
correlaciona significativamente con los niveles de IgE sérica y la extensién de las lesiones
cavitadas [61, 62, 64]. Se ha demostrado que las células CD8 son también una fuente de IL-4 y
su cantidad correlaciona con la cavitacién pulmonar [62]. La existencia de alta concentracion de
IL-4 en los estadios avanzados de la enfermedad tiene una participacién patogénica directa
debido a que antagoniza a la respuesta protectora Th1 [70].

Anormalidades similares se han observado en los pulmones de ratones Balb/c
experimentalmente infectados con una dosis alta de Mtb cepa H37Rv [71, 72]. En este modelo
existe una fase inicial de resistencia parcial dominada por una respuesta predominante Th1 y
macrofagos activados que producen TNFa y expresan iNOS. La fase progresiva de la
enfermedad inicia un mes después de la infeccion y se caracteriza por una disminucion
acentuada de células que expresan IFNy, IL-2, TNFa e iINOS, en coexistencia con dafo tisular
progresivo (neumonia), fibrosis intersticial extensa, abundantes bacterias y elevada produccién
de IL-4 y otras citocinas inmunosupresoras como el factor de transformacién tumoral beta
(TGFB) el cual es producido por un tipo especial de macréfago con abundantes vacuolas
citoplasmicas (macréfago vacuolado o espumoso) [73]. Es importante destacar que este modelo
experimental se asemeja al tipo de tuberculosis observada en pacientes de paises en vias de
desarrollo la cual es adquirida por un inoculo grande y muestra una tendencia a producir niveles
altos de IL-4 [74]. Por lo tanto, este modelo murino se puede considerar como similar a la
tuberculosis humana progresiva caracterizada por una alta concentracion de IL4 y TGFB. El
sesgo a la respuesta Th2 que se observa en los ratones BALB/c y en menor grado en los
enfermos humanos, no existe en el modelo experimental establecido en ratones C57BI infectado
con dosis bajas en aerosol y que se caracteriza por granulomas grandes con extensa
consolidacion pulmonar y una larga y sostenida respuesta Th1 [75].

Nosotros hemos apoyado la hipdtesis de que la respuesta Th2 presente en la
tuberculosis murina y humana es mas intensa cuando la enfermedad es mas grave. Cuales son
entonces las causas de este desbalance inmunoldgico y cual es la participacion de otros factores
que permiten la progresién de la enfermedad?. Se intentara dar respuesta a estas preguntas en
las secciones siguientes, pero seguramente que existen muchos otros factores participantes que
aun no conocemos y su caracterizacion contribuira significativamente al conocimiento de la
inmunopatologia y eventual control de esta importante enfermedad infecciosa.

Carga antigénica y micobacterias saprofitas ambientales

El aumento de la carga antigénica es claramente un factor participante, como lo muestra
la relaciéon entre el balance Th1/Th2 y la dosis de antigenos particulados como las micobacterias
[72] o leishmania [76]. Cargas antigénicas bajas inducen respuesta Th1, mientras que una alta
concentracion de antigenos activa eficientemente la respuesta Th2. EI modelo experimental en
ratones Balb/c antes descrito recapitula muy bien este concepto, respuestas mixtas Th1/Th2
existen durante la fase avanzada de la enfermedad y contribuye en reducir la inmuno-proteccion
[72]. Mas aun, cuando ratones Balb/c se preinmunizan con una dosis baja de una micobacteria
saprofita muy antigénica (M. vaccae), la infeccién con Mtb H37Rv induce una rapida e intensa
respuesta Th1 que protege parcialmente el desarrollo de enfermedad progresiva. En
comparacion, cuando los animales son preinmunizados con una dosis alta, diez veces mayor del
mismo preparado bacteriano, los animales rapidamente establecen una respuesta mixta Th1/Th2
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que facilita la progresion de la enfermedad y muerte [76]. Por lo tanto, la exposicion a
micobacterias saprofitas puede contribuir a determinar la resistencia o susceptibilidad al
desarrollo de la enfermedad, lo cual parece depender de la cantidad de bacterias ambientales
con las que se confronta el sujeto. La naturaleza, ruta y dosis de la exposicion a las bacterias
saprofitas depende del lugar y la forma de vida del individuo, debido a que las micobacterias
saprofitas no son parte de la flora bacteriana de los seres humanos. Esta inmunizacién natural
con micobacterias saprofitas puede entonces contribuir en la proteccion o susceptibilidad al
desarrollo de la enfermedad y también puede afectar la proteccion conferida por la vacuna BCG
en diferentes partes del mundo [76].

El balance mixto Th1/Th2 parece estar relacionado al dafio tisular producido por la
respuesta inmunoldgica en la tuberculosis. Diversos signos clinicos como fiebre, pérdida de peso
y dafo tisular que expresan los pacientes con TB, recuerdan los efectos del TNFa. Las
evidencias que prueban que estos signos pueden ser producidos por esta citocina han sido
aportadas por estudios en los cuales la talidomida, una droga que acorta el tiempo de vida media
del RNA mensajero de TNFa [77], se administra a pacientes tuberculosos y produce una
significativa reduccién de la sintomatologia con ganancia de peso [78]. Por lo tanto el TNFa tiene
una participacién paraddjica en la inmunopatologia de la tuberculosis, por un lado tiene un papel
fundamental en la proteccién en contra de Mtb y por el otro contribuye al dafio tisular observado
en la enfermedad. Esta discrepancia parece depender del balance citocinico de la inmunidad
celular como se observo en los experimentos antes descritos con M. vaccae, pues si este
preparado bacteriano se administra en una dosis baja a ratones Balb/c y dos meses después se
infecta a los animales con una dosis alta por via intratraqueal con Mtb H37Rv, los animales
producen una gran cantidad de IFNy como consecuencia de la activacion preferencial Th1 en
coexistencia con una elevada respuesta de hipersensibilidad tardia cutanea (DTH) en el cojinete
plantar y si en este sitio 24 h después se administra TNFa recombinante no se produce mas
inflamacion. En comparacion, si los ratones son inmunizados con una dosis 100 veces mayor del
mismo preparado de M. vaccae, se induce una respuesta mixta Th1/Th2 con una alta produccién
de IL4 lo cual abate la DTH y si a estos animales se les inyecta en el cojinete plantar TNFa se
produce inflamacién extensa con necrosis masiva [76]. Parece entonces que el TNFa liberado en
un sitio en donde existe una respuesta predominantemente Th1 actia como inductor de la
activacion macrofagica, pero cuando el TNFa se libera en un sitio con balance mixto Th1/Th2
con una alta concentracion de IL4, el TNFa produce entonces extenso dafo tisular. Esta
respuesta se asemeja al fendmeno de Koch y posteriormente fue confirmada en ratones con
eliminacion de los genes que codifican IL4 (Knockout), los cuales no solo exhibieron menos
carga bacilar que los ratones silvestres, sino que durante la enfermedad avanzada también
mostraron mayor DTH sin toxicidad inducida por el TNFa [79].

Produccion alta de prostaglandinas

Otro factor que afecta importantemente la inmunidad protectora en la TB es la
produccion de prostaglandinas. Las prostaglandinas son potentes mediadores de la inflamacion y
en particular la prostaglandina E2 (PgE-2) en altas concentraciones es inmunosupresor de las
células T [80]. En el modelo de tuberculosis en ratones Balb/c, la concentracion pulmonar de
PGE-2 se mantiene en concentraciones bajas y estables durante la fase temprana y si los
ratones se tratan con &acido niflimico, una droga que bloquea especificamente a la enzima
cicloxigenasa 2 elemento crucial en la sintesis inducida de PG; los pulmones de los animales de
experimentacion muestran mucha inflamacion con elevada expresion de TNFa, IL-1a e IFNy
pero con disminucién acentuada de la expresion de iNOS, lo cual coexiste con elevada carga
bacilar. En comparacién, durante la fase progresiva o avanzada de la enfermedad, los
macrofagos vacuolados de las areas neumédnicas muestran intensa positividad para la PGE-2
por inmunohistoquimica y la concentracion de esta es 4 veces mayor que en la fase temprana y
cuando la produccién de PG se suprime por la administracién de acido nifliumico, se disminuye
significativamente la carga bacilar y el dafo tisular en coexistencia con el desarrollo de
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granulomas mas grandes y mayor expresion de IFNy, TNFa e iNOS. Por lo tanto, PGE-2
participa de manera significativa en la inmunopatologia de la TB de forma ambivalente
dependiendo de sus concentraciones. Durante la fase temprana de la infeccién existe baja
produccion de PGE-2 con lo que contribuye a una alta expresion de iNOS y en consecuencia
control eficiente del crecimiento bacteriano, mientras que en la fase tardia de la enfermedad las
altas concentraciones de PGE-2 suprimen la inmunidad mediada por células, contribuyendo asi
con la progresién de la enfermedad [81].

Produccion elevada de factor de transformacién tumoral beta (TGF-$)

La produccion excesiva de TGFB también participa de manera importante en la
inmunopatologia de la TB humana y experimental. Las células sanguineas mononucleares de
pacientes con TB producen gran cantidad de TGFp y esta citocina se encuentra también en altas
concentraciones en las lesiones pulmonares [82]. Las concentraciones séricas son muy altas en
pacientes con TB avanzada [83]. EIl componente lipidico distintivo de la pared bacteriana
lipoarabinomanana-manosa es un potente inductor de la producciéon de TGFB por macréfagos
[84]. Los macrofagos alveolares y monocitos producen y secretan TGF3 activo como respuesta a
la estimulacién con la micobacteria [85]. Varios reportes indican que el TGFf puede suprimir la
inmunidad protectora en contra del Mtb in-vivo, por ejemplo en un modelo murino TGF@ suprime
la inmunidad protectora y al administrar el péptido asociado a latencia, un modulador natural de
la funcién del TGFp, se disminuye el crecimiento de la bacteria BCG en los pulmones y se
incrementa la produccion de IFNy [86]. Otra evidencia es el incremento significativo en la carga
bacteriana pulmonar cuando a cobayos tuberculosos se les trata con TGFB [87]. En nuestro
modelo experimental en ratones Balb/c , el TGFB se produce en gran cantidad durante la fase
avanzada de la enfermedad y cuando la actividad de este se bloquea con la administracién del
receptor soluble tipo Il o betaglicano se incrementa significativamente la expresién de TNFa,
IFNy e IL-2 y se disminuye la expresion de IL-4 en coexistencia con una disminucion significativa
de la carga bacilar, pero al mismo tiempo se produce mas inflamacion y consolidaciéon pulmonar
[88]. Por lo tanto, el TGFB es un eficiente agente anti-inflamatorio supresor de la inmunidad
celular que previene el dafo tisular por inflamacién excesiva.

La fibrosis es una causa importante de disfuncion pulmonar permanente en la TB
humana, la cual es en buena parte debida al exceso de produccion del TGFB que tiene actividad
profibrogénica y a la respuesta Th-2. Es interesante que la fibrosis pulmonar en la esclerosis
sistémica progresiva se relaciona a una alta producciéon de IL-4 por linfocitos CD8+ [89]. Al
infectar con Mtb ratones con eliminacién de los genes que codifican IL-4 (knockout) se produce
una significativa reduccidon de la produccién de TGFB durante la fase progresiva de la
enfermedad, en coexistencia con menos fibrosis y carga bacteriana pulmonar [79], lo cual
confirma que las citocinas Th-2 contribuyen al desarrollo de la fibrosis probablemente por
induccion en la produccién de TGF( [90].

Activacion del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA)

Los esteroides adrenales pueden también contribuir a la disfuncién de la respuesta
protectora Th-1 en TB. La exposicion al estrés asociado a la desnutricion como sucede con los
refugiados de paises en guerra o el ganado que es hacinado durante largos viajes, son causas
frecuentes de reactivacion de infeccién latente en TB, debido a que en estas circunstancia existe
activacion del eje HHA y en consecuencia elevada secrecion de cortisona [91-93], lo cual reduce
la activacion de macrofagos y células Th-1 [94], al mismo tiempo que sinergiza con algunas
actividades de las células Th2 [95]. Los pacientes tuberculosos pierden el ritmo circadiano en la
produccion de los glucocorticoides, exponiendo a sus linfocitos a niveles constantes y altos de
cortisol [96], mientras que la produccion total del cortisol y andrégenos esta disminuida en los
pacientes tuberculosos [97]. El cortisol se degrada y pierde su actividad al convertirse en
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cortisona, actividad que es mediada por la enzima 11-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa. De
manera interesante, en los pacientes tuberculosos este proceso metabdlico esta disminuido
particularmente en el pulmén, con lo cual los niveles séricos de cortisol en los pacientes es
normal y en el pulmén las concentraciones de esta hormona estan elevadas, lo cual contribuye a
suprimir la inflamacién pero al mismo tiempo la inmunidad protectora Th1, favoreciendo asi la
progresion de la enfermedad [98]. En nuestro modelo murino, la produccién elevada de TNFa
por los macréfagos activados en los granulomas maduros de los pulmones en el dia 21 post-
infeccion, activa a las neuronas del nucleo paraventricular del hipotalamo las cuales en
consecuencia producen el factor liberador de corticotrofina, éste a su vez induce la secrecion de
corticotrofina o ACTH por la pituitaria y esta hormona estimula la corteza suprarrenal provocando
una gran liberacion de cortisol, lo cual es tan intenso que las adrenales duplican su peso y la
corteza adrenal sufre hiperplasia difusa [99]. La elevada produccién de corticosterona,
equivalente al cortisol humano, contribuye a que la respuesta de inmunidad celular sea
preferencialmente de tipo Th2, la cual antagoniza a la respuesta protectora Th-1 contribuyendo
asi a la progresion de la enfermedad. Seguramente que esta intensa activacién del eje HHA es
otro mecanismo que tiene el objetivo de disminuir el exceso de inflamacién que afecta la
estructura y funcién pulmonar, pero al mismo tiempo desactiva a la respuesta pro-inflamatoria
Th-1 que es protectora en TB, con lo cual se facilita el crecimiento bacteriano y la progresién de
la enfermedad. Es interesante que durante la fase avanzada de la enfermedad en nuestro
modelo murino, se produce atrofia adrenal [99], situacion similar a la disminucién de la reserva
adrenal observada en pacientes con TB grave que mueren subitamente durante el tratamiento
sin causa aparente [100, 101]. Experimentos recientes in vitro han mostrado que es el TGFf uno
de los agentes principales que producen muerte por apoptosis a las células de la corteza
suprarrenal, lo cual también explicaria las adrenales atréficas sin tuberculosis que se observan
en algunos sujetos que fallecieron por TB. EI TNFa y la IL-1 son “toxicas” en los ratones
adrenalectomizados [102, 103]. Por lo tanto la atrofia adrenal podria tener alguna participacion
en el fendmeno de Koch experimental que se ha reportado en nuestro modelo murino [99]. Es
importante tener en cuenta que la funcién del cortisol en el tejido linfoide como en los ganglios
linfaticos, es regulado por la produccion local de metabolitos de la hormona
dehidroepiandrosterona sulfatada [95], y que este esteroide androgénico tiene una eficiente
actividad anti-glucocorticoide promoviendo la respuesta Th1 [95]. De hecho la administracién de
este metabolito esteroideo o analogos sintéticos que carecen de actividad androgénica produce
una eficiente actividad promotora Th-1 constituyéndose en una forma nueva eficiente de
inmunoterapia [104].

Apoptosis selectiva de linfocitos Th1 y resistencia a la apoptosis de macréfagos activados

Otro mecanismo que participa en la disminuciéon de la actividad Th1 durante la fase
progresiva de la enfermedad en el modelo de ratén Balb/c es la apoptosis selectiva de las células
Th-1, la cual puede aparentemente ser producida por mediacion del sistema FAS/ligando de Fas
y participacion de macrofagos espumosos [105]. Este tipo de células predominan en la fase
avanzada de la enfermedad, su citoplasma tiene abundantes vacuolas que contienen material
lipido de la bacteria como el lipoarabinomanana. Los macréfagos vacuolados muestran escasa
inmunotincion para los factores protectores TNF e iINOS, pero exhiben intensa inmunotincion
para el TGFB [73, 106] y también para la molécula anti-apoptdsica Bcl-2. Por lo tanto, estas
células tienen una larga vida media lo que permite albergar bacterias por largo plazo, ademas de
que son fuente importante de factores inmunosupresores que contribuyen con la progresién de la
enfermedad. Resultados recientes de nuestro grupo muestran que uno de los factores mas
importantes en la sobreexpresion de la molécula antiapoptésica Bcl-2 es la hipoxia, a través de la
sobreexpresién del factor transcripcional HIF (hipoxia inducer factor). Es interesante que al
bloquear farmacoldégicamente la activacién de este factor se induce extensa apoptosis de los
macrofagos vacuolados con lo cual la carga bacilar disminuye y se restituye la actividad
inmunoldgica protectora (articulo en preparacion).
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Retraso de la activacion de células dendriticas

Las células dendriticas (CD) son reclutadas de la sangre y el tejido pulmonar y
contribuyen a la inmunidad protectora en la infeccion por Mtb dado que estas se incrementan en
las lesiones [107, 108]. Las CD reconocen, capturan y procesan antigenos presentandolos en un
contexto de proteinas de clase Il del MHC y también por el sistema CD1 [109, 110]. Las CD unen
antigenos por el receptor tipo C de lectinas como el DC-SIGN [111, 112] y las CD derivadas de
monocitos expresan receptores tipo Toll TLR-2 y 4 [113, 114]. Una vez que los antigenos han
sido capturados e internalizados, las CD maduran lo cual se manifiesta por un aumento en la
sintesis de proteinas clase | y Il del MHC y por la expresion de moléculas co-estimuladoras como
CD80 y CD86 [115], asi como por la produccién de IL-12 (116). Después de madurar, las CD
emigran a los ganglios linfaticos. Cuando las CD se derivan de monocitos y se infectan con Mtb,
su capacidad de presentar antigenos lipidicos se afecta y la expresion de la molécula CD-1
disminuye [117]. Componentes de la pared bacteriana inhiben la maduracién fenotipica de las
CD inducida por lipopolisacarido. De hecho, cuando se compara con antigenos solubles o con
bacterias no virulentas, Mtb induce un largo retraso en la activacién de las CD en el pulmén y en
los ganglios linfaticos mediastinales (dos semanas después) en nuestro modelo experimental
murino [107, 108]. En el mismo modelo durante la fase progresiva de la enfermedad las CD
disminuyen progresivamente en pulmones y ganglios linfaticos mediastinales.

Participacion de células T reguladoras

Las células T reguladoras naturales del fenotipo CD4+, CD25+, Foxp3 representan el 5-
10% de las células leucocitarias circulantes en el hombre y murinos sanos [118, 119]. Estas
células determinan la magnitud de la respuesta inmunoldgica. El balance entre las diferentes
poblaciones celulares T es controlada por diversos subtipos de células T reguladoras, incluida la
regulacion Th1/Th2. Los pacientes con TB activa tienen una poblacion expandida de células T
regulatorias en la sangre circulante y en el sitio de la infeccién [120, 121], y al parecer estas
células pueden participar en la supresion de las células Th-1 y de esta forma favorecer la
progresion de la enfermedad. En nuestro modelo experimental murino, estas células se
incrementan durante la fase avanzada de la enfermedad, lo mismo que macréfagos productores
de las enzimas hemoxigenasa e indolamina 2-3 desoxigenasa que también tienen actividad
supresora [122].

Incremento en la produccion de proteinas de fase aguda, participacion de la glicoproteina
acida alfa-1

La lesion tisular inducida por trauma o infeccion, desencadena una compleja cascada de
reacciones cuya finalidad es evitar o disminuir la destruccion tisular, aislar y eliminar el agente
agresor, asi como activar el proceso de reparacion tisular [123]. Este complejo proceso es
conocido con el término de inflamacién y una de sus mas tempranas manifestaciones es la
denominada reaccion de fase aguda (RFA). Uno de los componentes mas importantes y
distintivos de la RFA es el cambio en la concentracion de varios reactantes en el plasma,
conocidos en general como proteinas de fase aguda (PFA) [123]. Las PFA son una familia de
aproximadamente 30 proteinas plasmaticas principalmente producidas por el higado después de
la activacién genética inducida por las citocinas proinflamatorias TNFa e IL-6 [124]. Ademas de
destoxificar substancias nocivas, el higado contribuye con factores importantes para proteccion
inmediata del tejido lesionado. Muchos de estos factores son substancias esenciales durante los
estadios criticos del estrés y también contribuyen con la reparacion tisular [123], estas son
justamente algunas de las funciones de las PFA [123, 124]. La glicoproteina acida alfa-1 (GPA)
es una de las principales PFA, su expresion es inducida intensamente en el higado durante el
curso de la enfermedad en nuestro modelo murino de tuberculosis [125]. Es interesante que la
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GPA es también producida en el pulmén en el mismo modelo experimental, siendo los
macrofagos alveolares activados y los neumocitos tipo Il las fuentes celulares de esta proteina
durante la fase temprana de la enfermedad y los macréfagos vacuolados durante la fase tardia,
cuando la concentracidn de esta proteina es diez veces mayor. Cuando la GPA es bloqueada en
su actividad durante la fase tardia en el mismo modelo, se reactiva la expresion de los factores
protectores IFNy, TNFa e iNOS en coexistencia con una disminucion significativa de la carga
bacilar y el dafo tisular. Se concluye que la GPA se produce en el pulmén durante la tuberculosis
pulmonar progresiva en el raton y tiene actividades inmunosupresoras de la inmunidad celular
facilitando asi el crecimiento bacteriano y la progresion de la enfermedad [126].

Disminucion de la produccion de beta-defensinas

Como se menciond anteriormente, un importante componente de la respuesta inmune
innata son las defensinas [35], proteinas de bajo peso molecular con actividad antimicrobiana y
también con actividad quimiotactica y activadora de las células T operando a través del receptor
CCRG6. El epitelio de las vias respiratorias es una fuente importante de defensinas beta, las
cuales son de 4 tipos: la beta 1 es constitutiva, mientras que la beta 2 y 3 son inducibles por IL-1,
TNF y también por el reconocimiento de moléculas de hongos y bacterias por TLRs. En nuestro
modelo murino de tuberculosis, existe una gran expresién de beta-defensinas 3 y 4 en las células
del epitelio bronquial durante la fase temprana, lo cual coexiste con un eficiente control del
crecimiento bacteriano. Posteriormente durante la fase progresiva hay acentuada supresién de
su expresion [37]. Recientemente informamos sobre una exitosa forma de inmunoterapia
consistente en inducir la expresién de beta-defensinas durante la fase avanzada de la
enfermedad con inductores como la isoleucina, tanto en tuberculosis drogo-sensible como drogo-
resistente [127].

Conclusiones

Durante la tuberculosis activa existen diversos factores inmunopatoldgicos que participan
suprimiendo la inmunidad protectora (Tabla 1). Muchos de estos factores son también eficientes
mecanismos antiinflamatorios que estan encaminados a proteger del dafio tisular producido por
inflamacion excesiva, pero al mismo tiempo facilitan el crecimiento bacteriano y la progresion de
la enfermedad (Figura 1). Cuando menos a nivel experimental es posible manipular estos
factores inmunopatolégicos, permitiendo un mejor control de la enfermedad o mejorando la
quimioterapia convencional [128]. Esta es la base racional de la inmunoterapia, la cual puede
contribuir significativamente en el control de esta importante enfermedad infecciosa.

Tabla 1. Factores participantes en la progresion de la tuberculosis pulmonar

Carga antigénica elevada

Emergencia de linfocitos Th-2

Activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal
Hipersecrecion de prostaglandina E2

Elevada produccion de TGF(

Retraso de la activacion de células dendriticas
Resistencia a la apoptosis de macroéfagos infectados
Apoptosis selectiva de linfocitos Th-1

Produccién local elevada de glicoproteina acida alfa-1
Disminucién en la produccion de defensinas beta
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Figura 1. Eventos inmunoldgicos importantes en el control y progresion de la tuberculosis

experimental.

Durante la fase temprana de la infeccion predominan los eventos

protectores, esencialmente representados por macréfagos activados, linfocitos Th-1 y
CD8 cuyas interleucinas como el interferon gama y el factor de necrosis tumoral controlan
el crecimiento bacteriano. Durante la fase progresiva de la enfermedad diversos factores
inmunoldgicos contribuyen a ésta, como lo son la emergencia de linfocitos Th2 y
macréfagos con capacidad de producir moléculas inmunosupresoras como el factor de
transformacion tumoral beta o prostaglandina E2, asi como la induccion de apoptosis
selectiva de células Th-1, todo esto permite la proliferacion bacteriana y dafio tisular

extenso.
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Resumen

La nanotecnologia ha realizado grandes avances en la creaciéon de nuevas superficies,
nuevos materiales y nuevas formas que encuentran aplicaciones en el campo de la biomedicina.
La nanomedicina, especialmente el uso de las particulas virales, se ha visto beneficiada por el
desarrollo de la nanotecnologia en areas como el suministro controlado de medicamentos,
imagen y agentes de contraste, y biosensores. Las capsides virales son usadas como
contenedores proteicos, andamiajes y templados para la produccién de materiales bio-
nanoestructurados, donde moléculas organicas e inorganicas pueden ser incorporadas de
manera precisa y controlada. Los usos potenciales de las particulas virales incluyen: i) Terapia
génica, en donde las particulas virales son usadas para transportar y suministrar el gene
terapéutico en las células blanco. ii) Suministro de controlado de medicamentos para asegurar
que los farmacos ingresen al cuerpo y alcancen el tejido en donde se requiere del efecto
terapéutico. iii) Imagen, en donde se podra, de manera efectiva, visualizar tejidos blandos. Las
particulas virales son acopladas a agentes de contraste y usadas en analisis de ultrasonido, de
resonancia magnética y aun de rayos X convencionales para visualizar exitosamente dentro de
los 6rganos blanco. iv) Finalmente, biosensores para la deteccion de diversos metabolitos o
para la medicién de algunas condiciones fisicoquimicas del tejido blanco. En éste trabajo discute
las aplicaciones potenciales en biomedicina de las particulas pseudovirales.

Palabras clave: Bionanotecnologia, capisides virales, nanotecnologia, nanomedicina, particulas
virales.
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Abstract

Nanotechnology has made great steps forward in the creation of new surfaces, new
materials and new forms which find application in the biomedical field. Nanomedicine, specially
the use of viral particles, started benefiting from the use of nanotechnology in areas such as
controlled release systems, imaging and biosensors. Viruses are used as protein cages,
scaffolds, and templates for the production of bio-nanostructured materials, where organic and
inorganic molecules could be incorporated in a precise and a controlled way. Potential application
of virus patrticles include: i) Gene therapy, in which the virus particle is used as a carrier to deliver
the therapeutic gene to target cells. ii) Drug delivery to ensure that pharmaceuticals get into the
body and reach the tissue where they are needed to achieve a therapeutic effect. iii) Imaging, that
allows to effectively and successfully inspect and image soft tissues. Viral particles are coupled
with an imaging agent and then using ultrasound, magnetic resonance or even traditional X-ray, it
is possible to visualize the inside of the targeted organ. iv) Finally, biosensors for the detection of
diverse analytes or to measure some physicochemical conditions of the target tissue. In this work,
these potential biomedical applications of virus-like particles are discussed.

Keywords: Bionanotechnology, nanotechnology, nanomedicine, virus-like particles, virus
capsids.

Introduccioén

La nanotecnologia es un area de la ciencia que involucra el estudio y la manipulacion de
la materia a escala nanométrica, de 1 a 100 nm en por lo menos alguna de sus dimensiones,
para en Uultima instancia generar una aplicaciéon practica. Dentro de esta escala la materia
presenta propiedades fisicoquimicas particulares, a nivel eléctrico, 6ptico y mecanico por
mencionar algunas, que se derivan del incremento dramatico en la relacién de area superficial a
volumen; asi como al confinamiento de los electrones en un espacio reducido [1].

La bionanotecnologia, una division de la nanotecnologia, se enfoca en la investigacion y
en el desarrollo de nuevos materiales a escala nanométrica basados en biomoléculas, tales
como acidos nucleicos, proteinas y carbohidratos, para fines especificos. Dentro de estos
materiales naturales se encuentran las particulas pseudovirales o VLPs (virus-like particles) que
recientemente han recibido gran atencion debido al alto potencial que presentan dentro de este
campo, en particular en el area de la ciencia de materiales y la nanomedicina [2]. Si bien es
cierto que las particulas virales han sido usadas intensivamente en la produccién de vacunas [3],
nuevas aplicaciones biomédicas se ven en el horizonte tecnoldgico y de esas son las que nos
ocuparemos en este trabajo.

Las VLPs, a diferencia de los virus, no contienen el material genético natural de éstos,
por lo que no son particulas infecciosas al no poder auto propagarse. Estas particulas de origen
viral pueden ser utilizadas como andamiajes basicos para el disefo y fabricacion de materiales
nanoestructurados (Figura 1). Dentro de las caracteristicas importantes de estas nanoparticulas
se encuentran las siguientes [4, 5]:
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i)

Presentan arquitecturas altamente ordenadas de dimensiones nanométricas que tienen
la capacidad de autoensamblaje.

Cuentan con estructuras monodispersas en tamafio y composicion.

Existen en una variedad de formas distintas (icosaedros, tubos, hélices) con
estabilidades diferentes (a pH, fuerza i6nica, temperatura, etc.).

Cuentan con grandes areas superficiales con una gran cantidad y variedad de sitios
reactivos que permiten el acoplamiento de multiples ligandos (polivalencia).

Presentan cavidades huecas que pueden ser utilizadas para encapsular moléculas con
diversos fines.

Tienen la capacidad de internalizacién dentro de las células, y son biocompatibles y
biodegradables.

Bacteriofago MS2 Virus del moteado clorético Virus del mosaico de Virusdel papiloma Virus hepatitis B
(26 nm) de frijol (CCMV) frijol (CPMV) humano humano
(26 nm) (27 nm) (27 nm) (31nm)

Adenovirus5 Poliomavirus murino
(47 nm) (48 nm)

RotavirusA
(70nm)

Bacteriofago M13
(7 nm diametro / 915 nm largo)

Figura 1. Estructura de diversos virus que han sido utilizados en bionanotecnologia con
aplicaciones médicas. Las imagenes de las capsides icosaédricas fueron obtenidas de
VIPERdb. El Bacteriéfago M13 fue reproducido de [6].

Las nanoparticulas virales cuentan con tres interfaces disponibles para ser manipuladas

ya sea quimicamente o genéticamente: la cara externa, la cara interna y la interface entre las
subunidades proteicas (Figura 2). Las distintas superficies pueden ser explotadas para modular
con precisidon la incorporacion de nuevas funciones a estas nanoparticulas para diversas
aplicaciones [7].
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Aplicaciones de las particulas virales en nanomedicina
Terapia génica

Las VLPs han sido ampliamente estudiadas para su uso potencial en la terapia génica,
explotando la capacidad natural de estas particulas para transportar acidos nucleicos e integrar
estos genes al genoma del “hospedero”. Generalmente las nanoparticulas utilizadas provienen
de virus de mamifero debido a la capacidad intrinseca de éstos para poder internalizarse dentro
de células humanas asi como de otros animales modelo [8].

Las nanoparticulas virales mas utilizadas para la terapia génica se derivan de la familia
de los adenovirus, estos son virus de cadena doble de DNA que presentan capsides
icosaédricas. Hasta la fecha el 24% de los ensayos clinicos en terapia génica involucran este
tipo de virus (http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/). Estos vectores virales, de
tercera generacion, tienen una capacidad de carga de hasta 35 kilobases de DNA no viral, lo que
permite la incorporacion de transgenes grandes asi como de elementos de regulacion [9].

Entre las ventajas que poseen estos vectores son la relativa facilidad en la produccién de
altos titulos virales, la habilidad de transducir con alta eficiencia tanto células en division como
células quiescentes, gran estabilidad en el genoma, bajos niveles de integracion del genoma
viral, y buena caracterizacion bioldgica del virus [10].

\nteno ¥

Interface

Figura 2. Representacion esquematica de las tres interfaces en las particulas
pseudovirales que pueden ser modificadas para la incorporacién de nuevas funciones
(Imagen modificada de [7]).

Estas VLPs pueden ser modificadas quimicamente en la superficie con polimeros como
el polietilenglicol (PEG) y poli-N-(2-hidroxipropil) metacrilamida (poli-HPMA), con la finalidad de
disminuir la inmunogenicidad de la particula evitando asi la rapida eliminacion de ésta del
organismo, asi como para re-direccionar la nanoparticula cambiando la especificidad hacia el
receptor que sera utilizado para internalizarse dentro de las células blanco [11].
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Suministro controlado de farmacos

Ademas de poder transportar genes a células blanco para ser utilizados en terapia
génica, se ha investigado la posibilidad de administrar otras moléculas como agentes
terapéuticos por medio de VLPs. La finalidad de utilizar nanoparticulas virales es la de dirigir y
localizar estas moléculas con potencial biomédico al sitio de accién, con el fin de reducir los
efectos secundarios potenciales e incrementar la eficiencia terapéutica. De esta manera se
previenen uniones no especificas de estos farmacos, se evita la degradacion de los mismos y se
aumenta su biocompatibilidad [12].

Existen una variedad de trabajos en donde se ha logrado ya sea encapsular o desplegar
farmacos en la superficie de las VLPs, principalmente de origen quimioterapéutico [13-15]. Un
trabajo interesante es el presentado por Bar et al. [16] en el que un fago filamentoso fue
modificado ya sea quimicamente con el farmaco quimioterapéutico higromicina o genéticamente
con doxorubicina, un medicamento también utilizado para combatir el cancer. La estrategia
utilizada para funcionalizar el fago con la doxorubicina fue mutar por ingenieria genética el
extremo N-terminal de la proteina mayoritaria de la capside, p8, introduciendo un péptido
sensible a la degradacién por la catepsina B, el cual fue conjugado con el farmaco en cuestion.
Con el fin de dirigir las VLPs a los sitios de interés se unieron tres anticuerpos IgG distintos a
proteinas del fago, que reconocen receptores especificos en células cancerigenas. De esta
manera las VLPs funcionalizadas con los agentes quimioterapéuticos fueron dirigidas e
internalizadas a células tumorales in vitro, llevandose a cabo la liberacion controlada de la
doxorubicina al ser proteolizado el péptido por la catepsina B presente en los lisosomas y dando
como resultado final la muerte celular. La multivalencia de este fago filamentoso permitié la unién
de alrededor de 3500 moléculas de farmaco por nanoparticula, lo que incrementd de manera
significativa la eficiencia en la inhibicion del crecimiento tumoral.

Otras moléculas con potencial biomédico son los fotosensibilizadores utilizados en la
terapia fotodinamica dirigida (targeted photodynamic therapy, PDT). Estas moléculas al ser
excitadas a longitudes de onda especificas, generan especies reactivas de oxigeno que son
capaces de matar las células deseadas [17].

Particulas derivadas del virus del moteado clorético del frijol (CCMV) fueron doblemente
funcionalizadas para matar bacterias por medio de PDT [18]. Las nanoparticulas fueron
covalentemente modificadas con complejos de rutenio como fotosensibilizador (Fig. 3), y
después dirigidas por medio de anticuerpos contra bacterias patdgenas de Staphylococcus
aureus formadoras de biopeliculas. Las VLPs funcionalizadas y expuestas a una longitud de
onda especifica (470 nm) liberaron especies reactivas de oxigeno.

Las enzimas también pueden ser utilizadas como agentes terapéuticos, sin embargo, su
potencial hasta la fecha ha sido poco explotado ya que presentan ciertas limitaciones dentro de
las que se encuentran, la susceptibilidad a degradacion por proteasas y la inhabilidad de éstas
para ser dirigidas y entrar a las células deseadas. Estas desventajas pueden ser superadas al
encapsular estos biocatalizadores dentro de VLPs.

La enzima citosina desaminasa de levadura fue encapsulada dentro de VLPs derivadas
del virus de simio 40 (SV40) perteneciente a la familia del poliomavirus. Esta enzima es capaz de
transformar el profarmaco 5-fluorocitosina en el medicamento activo 5-fluorouranilo que induce la
muerte celular. Se encontré que cuando células de simio CV-1 fueron retadas con las VLPs con
citosina desaminasa en su interior, se volvian sensibles a la presencia de 5-fluorocitosina debido
a la transformacién en 5-fluorouranilo. Este es un ejemplo del potencial de las particulas virales
como acarreadoras de una actividad enzimatica hacia un tejido blanco especifico [19].
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(Complejos de Rutenio)

«m%’ Fotosensibilizador
.!‘\ .ﬁ‘

N

>

Cys
(Introducidas por
ingenieria genética)

CCMV

Figura 3. Se muestran las cisteinas introducidas por mutagénesis en la superficie de la
VLP derivada de CCMV, por la cuales se llevd a cabo la conjugacion quimica del
fotosensibilizador (Modificada de [18]).

Visualizacioén in vivo

Los compuestos para la visualizacion in vivo (in vivo imaging) son hoy en dia
ampliamente utilizados en la medicina para el diagnostico y evaluacion de tratamientos
terapéuticos. Las particulas pseudovirales estan siendo utilizadas dentro de este campo ya que
pueden ser funcionalizadas, en el exterior o el interior, con multiples copias de moléculas de
contraste como fluoréforos (incluyendo proteinas fluorescentes), puntos cuanticos (quantum
dots), asi como ciertos metales. Aunado a lo anterior, tienen la capacidad de ser dirigidas y
acumularse en sitios blanco especificos. Ambas caracteristicas incrementan la especificidad,
sensibilidad y biocompatibilidad de las técnicas de visualizacién in vivo [20].

En el caso de la inmovilizacion de fluoréforos en nanoparticulas virales existe una
ventaja importante, ya que a pesar de conjugarse una gran cantidad de estas moléculas, se
puede hacer de manera disefiada en posiciones especificas, evitando la interaccion y agregacion
de estos fluoréforos, disminuyendo en consecuencia el apagamiento o “quenching” de agentes
fluorescentes [21].

Un ejemplo interesante del uso de estas nanoparticulas en biovisualizacion es el
reportado por Hooker, 2007 [22], en donde VLPs derivadas del fago MS2 fueron conjugadas
quimicamente con iones Gd™, un agente de contraste utilizado en la técnica de imagen por
resonancia magnética, la cual es una herramienta no invasiva cada vez mas utilizada en el
diagnostico de multiples enfermedades. En este trabajo se llevé a cabo la funcionalizacion de la
particula viral con el metal, ya sea por la cara exterior o por la cara interior, encontrando que las
nanoparticulas modificadas por la cara interna presentaban ademas de una mayor solubilidad y
estabilidad, un aumento importante en la relajacion de fluorescencia, lo que permitié aumentar la
sensibilidad de la técnica.

Se han generado inclusive VLPs funcionalizadas con proteinas fluorescentes para
elucidar los mecanismos de infeccién y patogénesis de ciertos virus. Se encontrd que la proteina
de capside VP2 del parvovirus B19 humano conjugado en la superficie externa con la proteina
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verde fluorescente mejorada (EGFP) fue capaz de internalizarse en células cancerigenas y por
medio de la red de microtubulos llegar hasta el nucleo (Fig. 4) [23]. Estas nanoparticulas
fluorescentes ademas de ser utilies para entender la biologia de infeccion de los virus, pueden
ser rastreadas para comprender el comportamiento de las VLPs in vivo.

Diagnéstico in vitro

Otra aplicacion interesante en donde las VLPs estdan ganando terreno es en la de
biosensores para la deteccion de, por ejemplo, DNA, toxinas de organismos patdégenos, o
proteinas de marcaje de enfermedades (protein disease markers). En este caso las
nanoparticulas virales sirven como andamiajes en donde pueden ser adheridas una variedad de
moléculas de reconocimiento asi como una gran cantidad de moléculas reporteras, con el fin de
generar sensores con una alta especificidad y sensibilidad para el diagndstico in vitro [24]. Estas
VLPs se han utilizado principalmente para dos técnicas distintas, microarreglos e
inmunoensayos.

anti-VP2

EGFP-VP2 anti-tubulin

Figura 4. Imagen confocal de células Hep G2 incubadas con la VLP EGFP-VP2. A)
Inmunotincién con anti-VP2 visualizado con Alexa-633 anti-ratén a las 6 h de incubacion,
la EGFP fue visualizada directamente. Se observa la colocalizacién de VP2 con EGFP
corroborando la integridad de la nanoparticula. B) Inmunotinciéon con anti-a tubulina
visualizado con Alexa-546 anti-raton a las 4 h de incubaciéon. Se observa en amarillo la
colocalizacion de la VLP EGFP-VP2 con los microtubulos (Imagen modificada de [23]).

Con el propdsito de aumentar la sensibilidad en microarreglos de baja densidad, en
donde la concentracién de DNA es pequefa, las VLPs derivadas del virus del mosaico del frijol
(CPMV) fueron funcionalizadas con 42 fluoréforos de carbocianina (Cy5) y una molécula que
reconoce biotina, llamada NeutrAvidina (NA) por VLP, por medio de la conjugacion con cisteinas
en la superficie introducidas por ingenieria genética. La nanoparticula NA-Cy5-CPMV fue
utilizada para detectar genes de la bacteria patégena Vibrio cholerae 0139 por medio de un
microarreglo. Se encontré que la nanoparticula se une especificamente a DNA biotinilado,
gracias al reconocimiento por la NA (Fig. 5). Debido a la gran cantidad de fluorescencia emitida
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por las moléculas de Cy5 se pudo detectar un porcentaje importante de genes a bajas
concentraciones de DNA templado, en el orden de 1 a 10 copias del genoma [25].

9 »
{k

Sonda-DNA 1 Sonda-DNA 2

Sonda-DNA 1 Sonda-DNA 2

Figura 5. Esquema comparativo utilizando el método de deteccion por NA-Cy5-CPMV
con el ahora utilizado estreptavidina-Cy5 (Imagen modificada de [25]).

Para incrementar la eficiencia de los inmunoensayos para el diagndstico de ciertas
enfermedades es necesario contar con un sistema altamente sensible. Para ello la capside del
virus de hepatitis B ha sido modificada genéticamente para expresar un fragmento de la proteina
A de estafilococo (SPAg) en su superficie. Este fragmento cuenta con una afinidad especifica
contra el dominio Fc de las inmunoglobulinas G (IgG). De esta forma se logré orientar a los
anticuerpos con los dominios variables antigeno especificos totalmente accesibles para
reconocer proteinas de marcaje, tales como la troponina, proteina que se encuentra presente en
el suero de pacientes con dafio en el musculo cardiaco y que presentan una alta propension a
ataques cardiacos. La utilizacion de estas VLPs junto con placas funcionalizadas, ya sea con
membranas de PVDF o nanoestructuras de niquel, se logré6 aumentar la sensibilidad de la
técnica a nivel attomolar (10'18 M), de seis a siete érdenes de magnitud mayor que lo logrado con
las ensayos de ELISA actualmente utilizados [26].

Desafios para la aplicaciéon de particulas virales

A pesar de las distintas ventajas que ofrecen las particulas pseudovirales dentro del area
biomédica se deben superar ciertos inconvenientes para ser utilizadas de manera practica, los
cuales estan principalmente relacionados con la interaccién de estas nanoparticulas con el
sistema inmune. Diversas estrategias han sido propuestas para evadir el reconocimiento por el
sistema inmune que incluyen el recubrimiento con polimeros o la ingenieria de proteinas
mutando los epitopes mas inmunogénicos [13]. La toxicidad de estas nanoparticulas también
debera ser evaluada poniendo énfasis en comprender el destino de estas particulas asi como
efectos secundarios potenciales que pudieran tener en el organismo [27].

Otro problema que debera solucionarse para expandir el uso de las VLPs es la obtencién
de éstas en grandes cantidades ya que, aunque algunas capsides virales pueden ser obtenidas
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en grandes cantidades, otras son dificiles de expresar y purificar por lo que se debera hacer un
esfuerzo importante para generar sistemas de expresion heterdloga eficientes [28].

Finalmente se ha probado que las VLPs son excelentes sistemas in vitro para diversas

aplicaciones en el area biomédica, que incluyen el suministro controlado de genes y farmacos,
visualizacion y biosensores. Estas nanoparticulas de origen viral resultan candidatas
prometedoras para el tratamiento y diagnéstico de enfermedades en el futuro préximo.
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Resumen

La duplicacién génica constituye una de las principales fuentes de variacién y por tanto,
Jjuega un papel crucial en la generacién de diversidad biolégica. Se ha determinado que tras los
procesos de duplicacion y fijacion de genes, ocurre una diversificaciéon funcional que tiene su
origen en los cambios diferenciales en la expresion de cada una de las copias y en cambios de la
region codificante, que influyen en las propiedades cinéticas y estructurales de las proteinas
paralogas, esto ha llevado a proponer que la duplicacion génica es y ha sido la principal fuente
de innovacion y diversificaciéon bioquimica de genes y funciones asociadas a sus productos.
Después de la secuenciacion de S. cerevisiae se concluyé que el 28.6% de sus genes se
encontraban duplicados, también se determind, que estos paralogos procedian de eventos
independientes de duplicaciéon a nivel de genes, asi como de una duplicacién total del genoma,
la cual contribuy6 a la adquisiciéon del metabolismo facultativo caracteristico de esta levadura.
Por lo tanto, S. cerevisiae constituye un excelente modelo de estudio para entender las
implicaciones bioquimicas, fisiolégicas y evolutivas de la duplicacién génica.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, duplicacién génica, versatilidad funcional,
metabolismo facultativo.

27



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXXV (2011)
]

Abstract

Gene duplication constitutes one of the main sources of variation, it plays a crucial role in
the generation of biological diversity. It has been determined that after the processes of gene
duplication and fixation, functional diversification occurs due to changes in the coding regions and
expression patterns which affect the kinetic and structural characteristics of paralogous proteins.
This has led to the theory that gene duplication is the principal source of innovation and
biochemical diversification of genes and functions associated to their products. The genome of S.
cerevisiae revealed that 28.6% of its genes are duplicates. These paralogues were generated by
both independent duplication events as well as a whole genome duplication, which contributed to
the acquisition of facultative metabolism characteristic of this yeast. Therefore, S. cerevisiae
constitutes an excellent model to understand the biochemical, physiological and evolutionary
implications of gene duplication and diversification.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, gene duplication, functional versatility, facultative
metabolism.

Introduccioén

Charles Darwin en “Sobre el origen de las especies” propuso que la variabilidad era la
materia prima de la evolucion, sin embargo, no desestimé que la modificacién de ciertos
érganos a través del tiempo tuviera su génesis sobre elementos primordiales muchas veces
repetidos, los cuales cambiarian continuamente hasta constituir nuevos érganos y sistemas [1].
Esta primera aproximacion sobre la multiplicidad de estructuras divergiendo a través del tiempo,
sirvi6 de precedente en la concepcion de la duplicacién génica. En 1918, Calvin postula que
pueden existir diversos elementos redundantes en los cromosomas, los cuales a su vez, podrian
mutar y realizar funciones distintas de las que alguna vez llevaron a cabo. Los experimentos de
Mdller [2] consistieron en insertar parte del cromosoma X en el cromosoma 2 de Drosophila
melanogaster, generandose una duplicacion de algunos de los genes presentes en el
cromosoma X, dado que las moscas en las que se llevd a cabo la insercion no perdieron
viabilidad, Mdller confirmé la propuesta de Calvin indicando que la duplicaciéon génica podria
generar a la postre, genes que en la actualidad serian dificiles de identificar como homologos,
aun cuando provinieran del mismo ancestro [3]. Estas observaciones iniciales, sirvieron de
arquetipo en las concepciones posteriores que planteaban la pregunta sobre el origen y
evolucién de genes y genomas, constituyendo un argumento para explicar los cambios
macroevolutivos en términos de pasos microevolutivos.

Los postulados y las diversas teorias que se gestaron alrededor de la duplicacién génica
fueron un precedente en las hipétesis que trataban de explicar el surgimiento y evolucion de las
vias metabdlicas. Una de las primeras hipétesis fue desarrollada por Horowitz [4] y se denomind
“stepwise” o0 “evolucion retrograda” y establece que la evolucién de las primeras moléculas
enzimaticas fue precedida por una serie de pasos en orden inverso a la generaciéon de su
producto final, de tal manera, que el ultimo paso en la sintesis de biomoléculas fue el primero en
ser adquirido en el curso de la evolucion, mientras que el penultimo fue el segundo y asi
sucesivamente [4]. EI modelo de evolucion retrograda, supone que el reclutamiento fortuito de
enzimas capaces de catalizar diversas reacciones fue un factor determinante en la sobrevivencia
y adaptacion de diferentes organismos.
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Con el fin de explicar la evolucion y el surgimiento de las vias metabdlicas, en 1976
Jensen propuso la “Hipodtesis del mosaisismo” (Patchwork) [5]. Segun esta propuesta, células
ancestrales que contenian un niamero pequefo de genes, y por ende un repertorio limitado de
proteinas, poseian enzimas “primitivas” con una amplia especificidad en la captacion de
sustratos, es decir, la formacién fortuita de metabolitos ofrecié a esas células ancestrales una
gran flexibilidad bioquimica con un minimo contenido de genes, estas enzimas eran altamente
inespecificas y tenian una gran capacidad para catalizar reacciones quimicas similares en
diferentes vias metabdlicas.
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Figura 1. Esquemas que ilustran la importancia de la duplicaciéon génica en el origen de
las vias metabdlicas. A) Modelo propuesto por Horowitz de evolucién retrégrada, la
enzima que cataliza el ultimo paso dentro de una via metabdlica, es la primera en surgir
y por medio de duplicacion se generan nuevas enzimas que catalizaran reacciones
subsecuentes dentro de la ruta. B) Modelo de Jensen; enzimas ancestrales que poseian
ambigliedad por sustratos, mediante duplicacion cada una de las nuevas enzimas se
especializara para realizar funciones especificas.

Independientemente del modelo utilizado para explicar el origen del metabolismo
primigenio, tanto Horowitz como Jensen, coinciden en que la duplicacién génica tuvo un papel
imprescindible en la posterior especializacion y formacion de nuevas enzimas con capacidades
cataliticas y estructurales peculiares (Figura 1).

Duplicaciéon de genes y evoluciéon de nuevas funciones

La duplicacién génica constituye una de las principales fuentes de variacién genética y
por tanto juega un papel crucial en la generacién de diversidad bioldgica. A partir de la
duplicacion de un gen determinado se produce un estado de redundancia funcional que conlleva
una disminucién de la presion selectiva, lo que permite que ambas copias acumulen un mayor
numero de mutaciones, dando como resultado nuevas combinaciones a nivel regulatorio y de
secuencia, lo cual conduce a la adquisicién de productos génicos con propiedades cataliticas,
estructurales y de reconocimiento distintas a las establecidas por un primer homélogo. A
continuacion se presenta el posible destino de los genes paralogos tras su duplicacién:

Pseudogenizacién: una de las copias se pierde, ya sea porque acumulé mutaciones
sobre su regién regulatoria que impiden la expresién del gen, o bien, por mutaciones en la region
codificante que imposibilitan la generacién de un producto funcional. Los procesos de
pseudogenizacién son los que ocurren con mayor frecuencia tras una duplicacién génica.
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Subfuncionalizacién: ambos genes resultan ser necesarios para llevar a cabo la funcion
original debido a que han acumulado mutaciones, sobre su region codificante y/o regulatoria, o
presentan un patron de expresion diferencial que depende del contexto metabdlico en el cual se
encuentra el organismo en cuestion [6, 7, 8].

Neofuncionalizacién: mutaciones a lo largo de la regién regulatoria y/o codificante,
inciden directamente sobre patrones de expresion y de secuencia y propician la adquisicion de
nuevas funciones en los productos de genes paralogos (Figura 2). Los procesos de
neofuncionalizacién incluyen el surgimiento de nuevos sitios de unién al DNA que puedan ser
reconocidos por nuevos factores de transcripcion, la modificacion de residuos que alteren la
especificidad, afinidad o cinética de las enzimas, asi como la ganancia nuevos interactores por
cambios en la secuencia codificante o por procesos de relocalizacion subcelular [9].

Neofuncionalizacion Subfuncionalizacion y subneofuncionalizacion

®l
OB OIONO

WO 2O

seudo- eofuncionalizacié eofuncionalizacié seudo- ub - ubneo-
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Figura 2. Representacion esquematica los procesos subsecuentes a la duplicacion
génica (adaptado de Lieberles et al., 2010).

Saccharomyces cerevisiae: vida con 6 mil genes

La existencia de genes duplicados es una caracteristica presente en la mayoria de
especies hasta ahora secuenciadas [10, 11]. Después de la secuenciacion de Saccharomyces
cerevisiae se concluyd que existia una gran cantidad de elementos repetidos sobre su genoma,
el cual esta compuesto por 12,068 kilobases; la cantidad de genes que potencialmente codifican
para diversas proteinas asciende a casi 6000 [12]. Analisis posteriores llevaron a considerar que
genes paralogos en S. cerevisiae habian sido resultado de una duplicacién total de su genoma,
asi como de eventos independientes de duplicacion. Wolfe y Shields [13] analizando regiones
duplicadas sobre esta levadura encontraron que existe un 16% de genes duplicados a lo largo de
su genoma y que provienen de una duplicacion total ocurrida hace 100 millones de afios. La
importancia bioquimica, fisiolégica y evolutiva de tal diploidia sugiere una posible adaptacion de
S. cerevisiae para sobrevivir en condiciones respiratorias y fermentativas. El evento de
duplicacion total del genoma coincidié con el surgimiento una gran variedad de plantas con fruto,
de tal forma que existieron una gran cantidad de sustratos fermentables que estuvieron a
disposicion de comunidades microbianas, las cuales explotaron la capacidad para producir y
consumir etanol, como ocurrié en la comunidad de S. cerevisiae [14, 15].
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Hetero-oligomerizacion de monémeros codificados por genes paralogos en S. cerevisiae:
implicaciones bioquimicas

Un aspecto notable relacionado con la organizacion de proteinas oligoméricas lo
constituye el estudio de la transicion de estructuras homomeéricas (oligémeros de la misma
proteina) a heteroméricas (oligdmeros formados por proteinas paralogas) y el analisis de la
importancia de esta transicidon en la aparicion de nuevas funciones. Esta versatilidad funcional
puede implicar una mayor estabilidad de los complejos, la adquisiciéon de propiedades cinéticas
diferentes o modificaciones en la redes de interaccion con otras proteinas [16]. En este sentido,
el estudio de la organizacion oligomérica de los productos de genes paralogos representa un
modelo Unico, ya que en estos casos pueden coexistir formas homoméricas y heteroméricas. En
principio, el heterémero no presentaria una ventaja sobre el homémero, a menos que el primero
hubiese adquirido propiedades funcionales especificas en comparacion al homémero. Un
ejemplo que ilustra lo anterior son las proteinas paralogas Pfk1 y Pfk2 (fosfofructocinasas) de S.
cerevisiae. Pfk1 y Pfk2 son enzimas claves en la glucolisis y su funcion esta asociada a la
formacién de fructosa 1,6-bifosfato a partir de fructosa 6 fosfato y ATP, ambas enzimas
conforman un complejo hetero-octamérico compuesto por cuatro subunidades a y cuatro
subunidades [, las cuales, a su vez son codificadas por PFK1 y PFK2. Los mondmeros
correspondientes comparten un 55% de identidad a nivel de aminoacidos y aunque se ha
propuesto que Pfk2 contiene los sitios de union para el sustrato y determina la actividad catalitica
del octamero, estudios previos muestran que la composicidon heterémerica entre los monémeros
juega un papel crucial tanto para la estabilidad de la enzima como para que esta lleve a cabo su
funcion enzimatica [17,18]. Este escenario es sumamente interesante ya que representa un
mecanismo de oligomerizacién entre productos de genes paralogos, donde so6lo mediante la
formacién de complejos hibridos pueden estructurarse enzimas funcionales ya que como se
menciond anteriormente versiones homomeéricas de las Pfk son inestables. Sin embargo, en
bacterias y mamiferos las enzimas funcionales de las Pfks estan compuestas por homo-
tetrameros y en algunos hongos que no presentan dos copias de PFK como en el caso de
Saccharomyces pombe el producto oligémerico esta constituido de homo-octameros. Los
trabajos centrados en la formacién de complejos oligoméricos de estas enzimas, indican que la
adquisicion de mutaciones en cada uno de los miembros de un par de paralogos puede resultar
en la division de funciones (subfuncionalizaciéon) a través de la organizacion alternativa en
formas homo o hetero-oligoméricas.

La formacion de heterémeros permite también la conformacién de proteinas en las que la
capacidad catalitica y regulatoria residen en monémeros diferentes. El caso de las enzimas
paralogas Idh1 e Idh2 (isocitrato deshidrogenasa) ilustran este punto en particular ya que ambas
subunidades constituyen un octamero funcional. Las subunidades codificadas por IDH2
constituyen el dominio catalitico, en tanto que las codificadas por IDH1 constituyen el dominio
regulatorio [19].

Las enzimas Lys20/Lys21 (homocitrato sintasa) Gdh1/Gdh3 (glutamato deshidrogenasa)
son productos de genes duplicados en S. cerevisiae, que provienen de la duplicacion total del
genoma y han sido ampliamente estudiadas por nuestro grupo de trabajo. Lys20 y Lys21
intervienen en el primer paso de la biosintesis de lisina, tienen un 88% de identidad en
nucledtidos y 92% en aminoéacidos; catalizan la condensacion de a-cetoglutarato y acetil
coenzima A para formar homocitrato, ambos sustratos son intermediarios en el metabolismo
central de carbono y tienen un papel importante en las vias de generacion de energia durante el
metabolismo aerobio, pero no durante el fermentativo. Las propiedades cinéticas de las
isoenzimas son muy diferentes y presentan una inhibicion alostérica diferencial por lisina con Ki’'s
de 1mM para Lys20 y 0.15mM para Lys21 [20]. Otra caracteristica de Lys21 es que presenta
cooperatividad para la union de a-cetoglutarato en presencia de lisina, lo cual no ocurre con la
proteina Lys20. Ambas isoenzimas constituidas posiblemente por dimeros, coexisten en
condiciones fermentativas; sin embargo, Lys21 es la isoforma predominante. La regulacion de
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las cantidades relativas de isoformas permite el uso balanceado de sustratos debido a las
diferentes propiedades cinéticas de las proteinas Lys20 y Lys21 [21].

Quezada et al (2008) proponen la posible formacién de hetero-oligémeros entre Lys20 y
Lys21. Esta propuesta se apoya en las siguientes observaciones: i) La proteina Lys20 se
degrada mas rapido en ausencia de Lys21. ii) La proteina Lys21 es insuficiente para producir
niveles silvestres de lisina, por lo que se ha postulado que Lys21 protege de la degradacion a
Lys20 y este mismo heterocomplejo favorece una tasa de produccién 6ptima de homocitrato y
por ende de lisina, en condiciones fermento-respiratorias, donde los sustratos abundan mas que
durante el metabolismo respiratorio (Figura 3).

Por otra parte, dado que la retroinhibicién por lisina no puede por si sola controlar la
actividad de Lys20, evoluciond un mecanismo de inactivacion que limita la actividad de esta
isoforma en etanol, propiciando que el consumo de a-cetoglutarato y acetil coA no se dirija
Unicamente a la biosintesis de lisina, sino que pueda ser canalizado, hacia vias de vital
importancia en respiracion como la de los acidos tricarboxilicos (Figura 5) [7, 21]. En estas
condiciones, la biosintesis de lisina depende mayoritariamente de la accion de Lys21.

Homodimero Lys21 Homodimero Lys20 Heterodimero Lys21/Lys20
Estable con Inestable con Estable con una éptima
poca capacidad catalitica alta capacidad catalitica capacidad catalitica

Figura 3. La formacion de diferentes dimeros Lys20 y Lys21 presentan distintas
propiedades cataliticas y de estabilidad.

Las enzimas codificadas por los paralogos GDH1 y GDH3 (Gdh1 y Gdh3) juegan un
papel muy importante en el metabolismo de S. cerevisiae, los genes poseen un 76% de
identidad en nucledtidos y los productos un 86% en aminoacidos, son dependientes de NADP”,
intervienen en la asimilacion de amonio para producir glutamato, el cual, es un metabolito central
en la biosintesis no s6lo de aminoacidos, sino también de purinas y pirimidinas. Ambas
enzimas -como en el caso de las homocitrato sintasa- difieren en cuanto su cinética, su
regulacion alostérica y su afinidad por los sustratos [7]. Experimentos previos sefalan que la
expresion de GDH1 es independiente de la fuente de carbono, mientras que la de GDH3 se
induce 70 veces en condiciones respiratorias, en presencia de etanol como Unica fuente de
carbono [22].

Los resultados de DelLuna [7] mostraron que las enzimas codificadas por el par de genes
duplicados GDH1 y GDH3 de S. cerevisiae, han subfuncionalizado de suerte que la sintesis de
glutamato en condiciones fermentativas depende exclusivamente de la accion de Gdh1, en tanto
que en condiciones respiratorias se requiere de la presencia y funcién de Gdh1 y Gdh3. Un
resultado relevante de este trabajo, fue encontrar que se pueden formar heterémeros
compuestos por diferentes subunidades de Gdh1p y Gdh3p, la formacion de estos hexameros
hibridos, resulta en una distribucion equilibrada del a-cetoglutarato para la biosintesis de
glutamato y también para la produccion de energia cuando la funcidén respiratoria de S.
cerevisiae aumenta en presencia de fuentes no fermentables de carbono (Figura 4), todo ello sin
comprometer la produccion de energia durante la respiracion (Figura 5) [7].
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Consumo de a-cetoglutarato
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Figura 4. Las enzimas hibridas Gdh1 y Gdh3 estdn compuestas de hexdmeros que
poseen propiedades cinéticas distintas a las de los homohexameros, la alta afinidad de
Gdh1 por el a-cetoglutarato la hace una enzima ideal en condiciones fermento
respiratorias, sin embargo, durante la respiracion donde el a-cetoglutarato es importante
como intermediario del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, hay una expresion de Gdh3 la
cual tiene una afinidad menor por este sustrato, la formacion de los heterémeros
Gdh1/Gdh3 confiere a S. cerevisiae un uso equilibrado de los sustratos acorde al
contexto metabdlico.

Algo sumamente interesante relacionado con las Gdh en Arabidopsis thaliana, fue
descubrir que existian enzimas hibridas compuestas de diferentes asociaciones monoméricas
que cubrian todas las combinaciones posibles entre estas isoformas [23].

En resumen, la oligomerizacién de proteinas es un fendmeno universal que determina la
capacidad de las proteinas para participar en una gran variedad de procesos celulares, tales
como el aumento en la estabilidad de complejos, la modulacion de la actividad enzimatica, la
transduccion de sefales y el transporte de iones y moléculas a través de la membrana celular,
entre otras. El papel esencial que juega la oligomerizacién sugiere que existe una fuerte presion
selectiva para mantener interfases de interaccion en todas las macromoléculas biologicas [24].

Relocalizaciéon subcelular de proteinas paralogas: su papel en la diversidad funcional
La localizaciéon subcelular de las proteinas juega un papel clave en su funcién [25], a tal
punto, que se han reportado familias génicas en las que la diversificacién funcional de sus

productos basicamente lleva a una distribucién diferencial de los mismos en compartimentos
subcelulares [26].

33



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXXV (2011)

GLUCOSA
py}uv ato acetyl-CoA «—— ETANOL
aceTI-CoA
T oendn |
Lys20 v | Lys21p
Citrato L§:21; I Citrato I Lys20p JI
\ TCA
cycle )

aKG ———»Homocitrato aKG Homocitrato

: Gdh1p l

-- - = dh1p
Glutamico Lisina Gdh3p Glutamico Lisina

Funcién respiratoria

Figura 5. Papel de las enzimas paralogas Lys20, Lys21 y Gdh1, Gdh3 en el metabolismo
facultativo de S. cerevisiae. Dependiendo del aumento en la funcion respiratoria, hay una
modificacion en la formacion de hetero-oligdmeros. Heterémeros Lys20/Lys21 prevalecen
en condiciones fermento-respiratorias, mientras que en la funcién respiratoria solo se
encuentran hetero-hexameros Gdh1/Gdh3. Los cuadros con lineas gruesas ilustran la
formacion de complejos hibridos y las lineas punteadas las isoformas predominantes
(adaptado de Quezada et al., 2008).

Posterior a los procesos de duplicacion, las proteinas paralogas pueden presentar una
localizacion subcelular distinta de la observada en la proteina “tipo ancestral”, esta relocalizacion
contribuye a su diversificacion funcional, ya que pueden encontrar nuevos interactores,
concentraciones diferentes de sustratos y condiciones fisicoquimicas distintas en el nuevo
compartimento [27]. Se ha demostrado que los péptidos que dirigen a las proteinas hacia nuevos
compartimentos, evolucionan de dos a cinco veces mas rapido que el resto de la region
codificante, lo cual puede alterar la localizacién subcelular de una proteina duplicada con mayor
facilidad y con ello facilitar la adquisicién de nuevos interactores que modifiquen su funcién
bioquimica en un tiempo relativamente corto. Un ejemplo donde la funcién que lleva a cabo una
proteina esta altamente influenciada por su localizacién subcelular, lo presenta la
aminopeptidasa de zinc IDE, la cual degrada insulina y se expresa preferencialmente en el
citosol; se ha demostrado que la adquisicion de un péptido sefal en la region N-terminal de IDE
la dirige hacia mitocondria en donde tiene nuevos substratos [28].

Existen una serie de estudios que indican que la localizacién mitocondrial de las
proteinas que hoy en dia conocemos, no refleja su origen evolutivo y que por tanto, la
relocalizacion de vias metabdlicas entre compartimentos subcelulares ha sido un tema
recurrente en la evolucion de los eucariontes. Un caso interesante lo representa la relocalizaciéon
de la citrato sintasa de la mitocondria a los peroxisomas en la levadura Saccharomyces
cerevisiae. La reconstruccién del metabolismo proto-mitocondrial ha demostrado que la mayoria
de las proteinas que se derivaron del ancestro de la mitocondria no presentan una localizacion
mitocondrial en las especies actuales [29].
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La propension de los genes duplicados a presentar patrones de localizacion diferencial
depende en gran medida de la funcion bioldgica de los genes progenitores. Proteinas codificadas
por genes de evolucion lenta implicadas en tareas de mantenimiento (housekeeping), con altos
niveles de expresion y proteinas involucradas en procesos biosintéticos, tienden a mantener el
patron de localizacion ancestral; en tanto que, proteinas del catabolismo y aquellas que
participan en procesos que se pueden llevar a cabo en distintos compartimentos, presentan una
mayor tendencia a relocalizarse. Una vez que las proteinas se encuentran en nuevos
compartimentos, se adaptan a su nuevo ambiente adquiriendo nuevos papeles fisioldgicos,
cambiando sus propiedades fisicoquimicas, niveles de expresién y parejas de interaccion (Figura

6) [30].

Proteinas —

@ pardlogas
| — +

e
Figura 6. Relocalizacion de proteinas paralogas. Posterior a la duplicacion pueden existir
diversos escenarios: i) las proteinas pueden permanecer en el mismo compartimento de
su antecesora, ii) alguna de ellas puede ganar una nueva localizacion, a través de la
acumulacion de mutaciones puntuales o por la adquisicion o pérdida de una
presecuencia, iii) que las dos tengan una nueva localizacion y iv) una de ellas permanece
en el mismo lugar que la original, mientras que la segunda puede presentar dos
localizaciones simultdneamente.

Existen una serie de eventos posteriores a la adquisicion de nuevos sitios de
localizacion, entre los que destacan:

1) Que no haya un efecto sobre la adecuacién, 2) Que se tenga un efecto negativo en la
adecuacion y 3) que haya un efecto positivo en la adecuacion del organismo.

En el primero el resultado puede ser que el gen duplicado se fije en la poblacion.
Alternativamente mutaciones subsecuentes en el péptido senal, pueden resultar en una segunda
relocalizacion, dando una nueva oportunidad para que esta proteina pueda adquirir una nueva
funcion. En el segundo escenario, el efecto negativo producido por la relocalizaciéon del
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duplicado, puede resultar en su eliminaciéon por seleccion purificadora. Y en el ultimo caso, la
proteina podria adquirir una nueva funcién bioquimica como resultado de esta localizacion; la
seleccién purificadora actuaria previniendo mutaciones que puedan abolir o minimizar su funcién.

Subfuncionalizacion y relocalizacion subcelular

Un ejemplo sobre las implicaciones bioquimicas, fisioldgicas y evolutivas que conlleva la
relocalizacion de proteinas paralogas en levadura puede ilustrarse mediante el analisis
comparativo de especies que presentan singletones (genes de una sola copia) vs especies que
tiene genes duplicados y que han atravesado por procesos de relocalizacion.

En S. cerevisiae el Ultimo paso en la biosintesis y el primero en el catabolismo de
aminoacidos de cadena ramificada, son llevados a cabo por las enzimas paralogas Bat1 y Bat2
las cuales se originaron a partir del evento de duplicacion total del genoma descrito con
anterioridad. Kluyveromyces lactis pertenece a un linaje de levadura que se separ6é de S.
cerevisiae antes de la duplicacion total del genoma; K. lactis posee solo un ortélogo copia de
transaminasa de aminoacidos de cadena ramificada denominada KiBat1; experimentos llevados
a cabo por nuestro grupo de trabajo demostraron que KI/Bat1 es una enzima bifuncional que
participa en la biosintesis y catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada y que ese papel
dual se ha repartido entre las enzimas paralogas Bat1 y Bat2. Bat1 es altamente expresada en
condiciones biosintéticas, mientras que Bat2 se expresa en condiciones catabdlicas.

Algo que resulta interesante, es que la relocalizacion diferencial de estas enzimas ha
favorecido su funcion bioquimica y fisiolégica dado que la localizacién de precursores esta
compartimentalizada diferencialmente. Los precursores biosintéticos abundan en la mitocondria,
lugar donde se encuentra Bat1 y los sustratos para el catabolismo se encuentran
preferencialmente en el citoplasma, justo donde se ha determinado la localizacién subcelular de
Bat2. Las conclusiones de estos estudios demuestran que Bat1 y Bat2 tienen diferentes patrones
de expresion y localizacion como resultado de la distribucion biosintética y catabdlica alguna vez
presente en una Bat ancestral, optimizando de esta manera el metabolismo de aminoacidos de
cadena ramificada [31].

Conclusiones

La redundancia génica es una caracteristica comun de todos los seres vivos. La
duplicacion de genes constituye una fuente de funciones nuevas o especializadas de las
proteinas que codifican. Aquellos genes duplicados que se retienen pueden proveer una mayor
dosis del mismo producto, o bien atravesar por un proceso de subfuncionalizacion, durante el
cual ambas copias pierden algunas de las propiedades ancestrales adquiriendo nuevas
caracteristicas. La manipulacion genética, molecular y gendmica de la levadura S. cerevisiae, y
la abundancia de genes paralogos que contiene su genoma, la convierten en un modelo ideal
para el estudio de los procesos implicados en la diversificacién de genes y productos paralogos.

Este trabajo muestra ejemplos de enzimas paralogas que se han subfuncionalizado a
través de: i) la diversificacion de los patrones de expresion de cada uno de los genes, ii) los
cambios en la secuencia de la regidn codificante que resultan en modificaciones de las
propiedades fisicoquimicas de las enzimas codificadas iii) en la capacidad de organizarse en
homo y hetero-oligémeros vy iv) la localizacion subcelular de las mismas. Tales casos, ponen de
manifiesto la importancia de cada uno de estos mecanismos en la adquisicion de nuevas
propiedades que llevan a la subfuncionalizacion y a una mayor versatilidad enzimatica.
Asimismo, resaltan el hecho de que no todos los escenarios implican necesariamente la
ocurrencia de expresion diferencial, modificacion de propiedades cinéticas, hetero-
oligomerizacion y relocalizacion. Por ejemplo, para el caso de productos en los que la hetero-
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oligomerizacion juega un papel crucial, ambas proteinas tendran que estar localizadas en el
mismo compartimiento. En un futuro sera indispensable determinar la contribucion de cada una
de las instancias implicadas en el mantenimiento y la diversificacion funcional de los genes
duplicados y sus productos de sintesis.
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ENERGIA A LA VIDA: LA F1Fo,-ATP SINTASA

STRUCTURE AND FUNCTION OF THE NANOMOTOR THAT ENERGIZES
LIFE: THE F1F,-ATP SYNTHASE
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Resumen

La F,Fy ATP sintasa es un nanomotor molecular ubicuo que produce la mayoria de la
energia quimica necesaria para todas las formas de vida. Se trata mas que de una simple
enzima, del factor de acoplamiento bioenergético mas importante para la vida. Se conforma de
dos nanomotores acoplados conformacionalmente; uno de ellos es el sector catalitico (F;) que
produce ATP a partir ADP y Pi, el otro sector es un canal transmembranal (F,) que produce un
flujo de protones (o iones sodio) a través de las membranas transductoras de energia
(membranas plasmaticas bacterianas, membrana interna mitocondrial y membrana tilacoidal de
los cloroplastos). EI mecanismo basico de acoplamiento entre ambos nanomotores se conserva
en todas las formas de vida, es un mecanismo rotacional donde el flujo de protones a través del
canal F, impulsa el giro del rotor central conectando F; con F,. Un estator periférico conecta
ambos nanomotores para fijarlos entre ellos mientras el rotor central gira y al mismo tiempo
alterna a los tres sitios cataliticos del sector F, en tres conformaciones, una que une ADP y Pi,
otra que los condensa, y otra que libera al ATP de la F; todo esto ocurre simultaneamente
dirigido por el giro del rotor. Este nanomotor trabaja con una eficiencia de acoplamiento cercana
al 100%, dado que practicamente toda la energia que absorbe de los gradientes electroquimicos
se transforma en ATP; por lo tanto es la maquina molecular mas cercana a la perfeccion
termodinamica en toda la naturaleza. Esto conlleva un funcionamiento reversible pues sintetiza
ATP mientras el rotor central gira en contra de las manecillas del reloj (visto desde Fo hacia F;),
y lo hidroliza cuando el rotor gira en el sentido contrario. Las preguntas centrales para descifrar
el mecanismo de acoplamiento del nanomotor son las siguientes: ;Cual es la fuente de energia
que impulsa el giro reverso del rotor en el nanomotor F;?, ;Cémo se regula el giro del rotor
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central para favorecer la sintesis de ATP y prevenir su hidrélisis en las diferentes formas de
vida?, ;Coémo se estructura el nanomotor en las diferentes membranas transductoras de energia
para producir suficiente ATP e impulsar la vida diaria en todas sus formas?. En nuestro
laboratorio hemos contribuido a responder todas estas preguntas estudiando la cinética y
energética de la rotacion, asi como la estructura y oligomerizacién del nanomotor en sus formas
bacterianas y mitocondriales. Descubrimos no solo la energia que impulsa la rotacion de la F;,
sino el mecanismo de regulacién de esta rotacion en mitocondrias, asi como la estructura
dimérica del nanomotor que promueve la formacion de las crestas mitocondriales; recientemente

también descubrimos una nueva proteina inhibitoria (subunidad C) presente en el nanomotor de
todas las a-proteobacterias, lo cual abre un nuevo y fascinante mecanismo molecular de
regulacion del nanomotor bacteriano. El alto impacto de estos hallazgos abre nuevas preguntas y
lineas de investigacion con implicaciones importantes en la mecanica de los nanomotores, en la
biogénesis mitocondrial y en la evolucién del nanomotor mas importante para la vida.

Palabras clave: ATP sintasa, nanomotor, rotacion, a-proteobacterias, dimerizacion.

Abstract

The F.Fy ATP synthase is a ubiquitous nanomotor that produces most of the chemical
energy required by all forms of life. More than a simple enzyme, it is the most important
bioenergetic coupling factor of life. It is conformed by two conformationally-coupled nanomotors;
one of them is the catalytic sector (F;) that produces ATP from ADP and Pi, the other one is a
transmembranous channel (F,) that produces a proton flow (or sodium flow) through the energy
transducing membranes (bacterial plasma membranes, mitochondrial inner membranes and
thylacoidal chloroplast membranes). The basic coupling mechanism between both nanomotors is
conserved in all forms of life, it is a rotational mechanism where the proton flow through F, drives
gyration of the central rotor connecting F; with Fy. A peripheric stator connects both nanomotors
to fix them with one another while the central rotor spins and simultaneously alternates the three
catalytic sites of F; in three different conformations, one that binds ADP and Pi, another that
condenses them, and a third one that releases ATP from F;, all of this takes place simultaneously
driven by the gyration of the central rotor. This nanomotor works with a coupling efficiency near to
100%, since it transforms essentially all the energy that absorbs from electrochemical gradients
into ATP; therefore it is the molecular machine closest to thermodynamic perfection in all nature.
This also implies a reversible functioning since it synthesizes ATP while the central rotor spins
counterclockwise (viewed from F, to F;), and it hydrolyzes it when the rotor rotates in the
clockwise direction. The key questions to resolve the coupling mechanism of the rotor are the
following: ¢ Which is the energy source that drives the counterclockwise spinning of F;?, ;How is
the gyration regulated at the central rotor to favor ATP synthesis over its hydrolysis in all forms of
life?, ;How is the nanomotor structured in the different energy transducing membranes to
produce enough ATP thus driving daily life in all its forms? In our laboratory we have contributed
to answer all these questions by studying the kinetics and energetics of rotation, and the structure
and oligomerization of the nanomotor in its bacterial and mitochondrial forms. We discovered not
only the driving energy of F; rotation, but also the mechanism that controls this rotation in
mitochondria, together with the dimeric structure of the nanomotor that promotes formation of the

mitochondrial cristae; more recently we also discovered a novel inhibitory protein (Z: subunit)
present in the nanomotor of all a-proteobacteria unveiling a new and fascinating molecular
regulatory mechanism of the bacterial nanomotor. The high impact of these findings opens new
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questions and research lines with important implications in the mechanics of nanomotors, in
mitochondrial biogenesis, and in the evolution of the most important nanomotor of life.

Keywords: ATP synthase, nanomotor, rotation, a-proteobacteria, dimerization.

Introduccioén

La ATP sintasa es el nanomotor ubicuo que sostiene bioenergéticamente a todas las
formas de vida al proporcionar la mayoria del ATP necesario para impulsar todas las reacciones
endergonicas necesarias para la vida. Dado que la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi, es una
reaccion termodinamicamente desfavorable o endergodnica, la FiFy ATP sintasa de todos los
organismos acopla esta sintesis que ocurre en su parte catalitica F, al transporte de protones por
su canal Fqy impulsado por el gradiente electroquimico de protones (Auy:). Este ultimo es
mantenido por las cadenas respiratorias o fotosintéticas de las membranas transductoras de
energia mencionadas arriba. Esta enzima es entonces ubicua y esencial para la vida en todas
sus formas, es el motor molecular mas pequefio de la naturaleza que funciona con un
mecanismo rotacional cuya eficiencia de acoplamiento energético es cercano al 100% [1]. De
acuerdo a la teoria quimiosmoética este acoplamiento se describe por la siguiente ecuacion:

AG = nAupy+ + AGatp [1]

donde n es el coeficiente estequiométrico H/ATP o el nimero protones transportados por Fq por

cada ATP sintetizado en F4. Auy. es la diferencia de potencial electroquimico de protones a
través de la membrana:

At = FAY - 2.3 RTApH 2]

En donde F es la constante de Faraday, AY y ApH son, respectivamente, las diferencias
de potencial eléctrico y de pH a través de las membranas transductoras de energia, y AGatp €S
el cambio de energia libre asociada a la sintesis del ATP. En la situacion ideal de un
acoplamiento al 100% (es decir con una membrana impermeable a los protones y el total de las
F1Fo-ATP sintasas bien acopladas entre sus sectores F, y Fp), el AG de acoplamiento de la Ec. 1
es cero, dado que toda la energia del Auy. lo usa el complejo F1Fo para sintetizar ATP. Dado
que con esta premisa se han obtenido los valores de n descritos en la Fig.1, esto implica que el
nanomotor es casi 100% eficiente.

Cuando los protones atraviesan la membrana a través de Fy, hacen girar un barril de 8-
15 copias (variable entre especies) de la subunidad protonable (denominada “c” en bacterias, “lII”
en cloroplastos o “9” en mitocondrias). Este barril de subunidades protonables esta unido a un
cuello central giratorio que induce los cambios conformacionales alternantes de los 3 sitios
cataliticos en las interfases o/f de la F; que a su vez impulsan la liberacién del ATP recién
sintetizado de la enzima. Dado que este motor molecular tiene una eficiencia de
aproximadamente 100% en su acoplamiento energético, el valor de n fluctua entre 2.7 y 4.7 (8-
15 Sub. c¢/3 sitios cataliticos), lo cual en general concuerda con los valores determinados
experimentalmente (Fig. 1).
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Figura 1. Estructura de la FiFo-ATP sintasa mitocondrial de corazén de bovino y
oligébmero de subunidades ¢ en varias especies. La figura del lado izquierdo muestra el
rotor central con el anillo de 8 subunidades ¢ unido al cuello central de la enzima. El
estator lo conforma las subunidades o/f del sector F1 (en gris claro y oscuro alternadas)
unidas al cuello lateral de la enzima (gris intermedio). Los protones se transportan de
acuerdo a su gradiente electroquimico por la interfase al/cs.15 y hacen girar al rotor para
impulsar la liberacion del ATP sintetizado de los tres sitios cataliticos de la F1. La sombra
gris es la superficie de la molécula observada por microscopia electrénica. A la derecha,
varios canales de protones con 8-14 subunidades c por oligémero: A) cs en bovino; B) c1o
en levadura; C) c11 en llyobacter tartaricus; D) cis en Spinacea oleracea). Estas

variaciones cambian la estequiometria H'/ATP (n) entre 2.7 y 4.7. Modificado de Watt y
cols., 2010 [2].

El ahora premio Nobel Paul D. Boyer [3] fue el primero en proponer que la alternancia de
los tres sitios cataliticos de la F; se explicaba por medio de la rotacién de alguna(s) de las
subunidades no cataliticas (y, & y/o €), respecto a las tres copias de heterodimeros o/Bque
comprenden la parte simétrica de la Fq (ver Fig. 1). Por lo tanto, en un sentido de la rotacién se
produciria la sintesis de ATP y en el otro sentido, su hidrdlisis. La primera evidencia fuerte a
favor de esta hipotesis provino de la resoluciéon atémica de las dos a-hélices N- y C-terminales
de la subunidad v, las cuales forman una trenza antiparalela que se extiende como un eje central
entre el hetero-hexamero o3B3 de la F1-ATPasa. Posterior a esto, la rotacion de las subunidades
del cuello central de la F1 se demostré por medio de disefio e ingenieria de puentes disulfuro
rotor-estator que bloquearon por supuesto la actividad de la enzima, asi como por la pérdida de
la anisotropia de la fluorescencia después del fotoblanqueo de sondas fluorescentes unidas
covalentemente a la subunidad y (revisado en la ref. 3). Sin embargo, la evidencia mas
contundente de esta rotacion provino de la observacion directa de esta rotacion por medio del
marcaje de la subunidad y con un filamento fluorescente de actina susceptible de observarse y
video grabarse en un microscopio de fluorescencia de alta resolucién. Las moléculas individuales
de la Fy inmovilizadas “de cabeza” en una placa de niquel por medio de extensiones de
histidinas en los extremos N-terminales de las subunidades o o B, permitieron observar una
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rotacion continua de la subunidad y inducida por la hidrélisis del ATP que ocurre siempre en el
sentido opuesto a las manecillas del reloj [1]. Después de estos experimentos pioneros, han
surgido muchos otros que han completado el cuadro demostrando que las subunidades que
giran son las del cuello central (y,e y ¢ en la enzima bacteriana). No sélo eso, sino que se ha
demostrado que este giro ocurre en 3 etapas de 120° las cuales a su vez se subdividen en dos
movimientos angulares de 90° y 30° asociados a la unién del nucleotido y a la liberacion del Pi,
respectivamente [1,4]. Durante la rotacién en el sentido opuesto (de acuerdo a las manecillas del
reloj visto desde Fy hacia F4) la enzima es capaz de sintetizar ATP de manera impulsada por el
flujo de protones por Fq y por la energia de unién del ADP y del Pi [4]. En este sentido, es clave
el movimiento rotacional del anillo de subunidades c, el cual forma una interfase con la
subunidad a por la cual se transportan los protones. El modelo mas aproximado de este proceso
es como sigue (revisado en [5]). Cada protén entra por un hemi-canal de la subunidad a, luego
protona a un carboxilo esencial de una subunidad ¢, el cual da toda la vuelta de casi 360°
conforme el flujo de protones impulsa al anillo de subunidades c, hasta salir por otro hemi-canal
de la subunidad a hacia el otro lado de la membrana. La demostracién de esta rotacion del cuello
central, hizo necesario buscar la existencia de otro cuello periférico que funcionara como ancla
de la de la F4 a la membrana y asi permitir que el giro del cuello central induzca la alternancia de
los tres sitios cataliticos. Experimentos de microscopia electrénica de alta resolucién resolvieron
la presencia de este segundo cuello lateral el cual se conecta a la F4 por medio de la subunidad
d de E. coli o también llamada OSCP en la enzima de bovino (revisado en [5]). Aunque la
resolucién de la estructura de la base del estator de Fy espera a estudios de mayor resolucion, el
mecanismo rotacional F{Fy-ATP sintasa esta bien establecido y conforma uno de los factores de
acoplamiento mejor disefiados en toda la naturaleza.

Regulacién de la rotacion intrinseca de enzima para prevenir la actividad de F,Fy,-ATPasa
in vivo

Como todo motor molecular, el complejo F1Fg es reversible, es decir, funciona tanto en el
sentido de la sintesis como en el de la hidrdlisis del ATP. Cuando el Auy. se colapsa parcial o
totalmente, la energia libre disponible para impulsar la sintesis de ATP disminuye (ver Ec. 1), por
lo tanto se favorece la actividad de F4Fy,-ATPasa la cual tiende a restablecer el Auy. al bombear
protones en el sentido reverso. El colapso del Auy. ocurre por ejemplo durante la anoxia (durante
periodos isquémicos en los tejidos de eucariontes complejos, o en ambientes con bajas
presiones parciales de oxigeno en el caso de bacterias o eucariontes simples) o durante la
oscuridad en los cloroplastos y bacterias fotosintéticas. En estas condiciones, se favorece
termodinamicamente el giro del rotor en el sentido de la hidrdlisis del ATP lo cual consume al
ATP de las células. Por lo tanto, la naturaleza ha disefiado o modificado a algunas subunidades
de la enzima para inhibir a la actividad de F,Fo-ATPasa y permitir o favorecer la de F,F,-ATP
sintasa. En general, al disminuir el Auys, algunas subunidades o dominios inhibitorios se
estructuran de tal manera dentro del rotor de la enzima que impiden el giro del cuello central
impulsado por la union del ATP (revisado en [5]). En bacterias, esta funcién inhibitoria la lleva a
cabo la subunidad € que funciona como un trinquete, es decir, una estructura que favorece el giro
del cuello central de la F4 en el sentido de la sintesis, pero lo inhibe en el de la hidrdlisis. Por otro
lado, en los cloroplastos la oxidacién de un puente disulfuro de la subunidad y en condiciones
oscuridad inhibe su rotacion y la reduccién del mismo puente durante la iluminacién incrementa
la velocidad de rotacion del cuello central de la F4, restableciéndose asi la fotofosforilacion
(revisado en [5]).

Una de las preguntas importantes en cuanto a la evolucion de los sistemas de regulaciéon
de la ATP sintasa, es como ha sido la transicion evolutiva de las subunidades inhibitorias desde
bacterias hasta mitocondrias, dado que a diferencia de la subunidad € de la ATP sintasa
bacteriana, otra subunidad diferente o proteina inhibidora (IF;, ver mas adelante) previene la
actividad de hidrolisis del complejo F4Fo mitocondrial. Para tratar de resolver como ha sido esta
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transicion en el control de la ATP sintasa, hemos estudiado la cinética y estructura de la ATP
sintasa de la o-proteobacteria Paracoccus denitrificans, la cual esta relacionada
filogenéticamente con el protoendosimbionte que dio origen a las mitocondrias [6,7]. Ademas, P.
denitrificans se ha utilizado como modelo para aislar y estudiar a los demas complejos
respiratorios debido a su relativa simplicidad comparado con los complejos mitocondriales.
Adicionalmente, la ATP sintasa de P. denitrificans tiene la peculiaridad de ser la ATP sintasa mas
rapida que se ha descrito, y la ATPasa mas lenta o latente, esto se refleja en su cociente de
actividades ATP sintasa/ATPasa que es de entre 20-60 [8-10], mientras que el mismo cociente
de las enzimas de eubacteria o de mitocondria (o cloroplasto) es menor o cercano a la unidad; es
decir, el resto de las ATP sintasas sintetizan o hidrolizan al ATP a una velocidad similar mientras
que la enzima de P. denitrificans es practicamente una ATP sintasa unidireccional. Debido a
esto, nuestro grupo ha estado interesado en responder la incégnita de como es el mecanismo de
regulacion de esta ATP sintasa de P. denitrificans que le permite sintetizar al ATP a gran
velocidad, y a su vez bloquea en su actividad hidrolitica.

Después de aislar por primera vez a los complejos F1y F4Fq de P. denitrificans, (PdF,y
PdF,Fo) descubrimos una sexta subunidad de 11 kDa asociada a la PdF; adicional a las 5
subunidades candnicas de las F4-ATPasas bacterianas (o, 3,7,9, y €). Esta proteina se encontré
también asociada al complejo PdFFy, el cual se purifica con un método diferente al usado para
aislar a la PdF4, lo cual indicé que esta sexta subunidad de la PdF4 es una subunidad estructural
del complejo PdF,F,. Casualmente esta proteina co-migra en geles desnaturalizantes con la
proteina inhibidora (IF4) de la ATP sintasa mitocondrial [10], y dado el alto grado de control de la
ATP sintasa de P. denitrificans que favorece su actividad sintética sobre la hidrolitica,
hipotetizamos que esta sexta subunidad de la PdF; podria ser una proteina inhibidora propia de
esta ATP sintasa bacteriana. Dado su peso molecular y migracién en geles desnaturalizantes,
denominamos a esta proteina como subunidad { en orden decreciente al peso molecular
respecto a la subunidad e. Después de clonarla y obtener a la proteina recombinante,
ensayamos el efecto de esta proteina en la actividad de ATPasa de la PdF.F, ATPasa de
particulas sub-bacterianas (PSB, vesiculas invertidas de la membrana plasmatica de las
bacterias, donde la parte catalitica F4; queda expuesta al medio acuoso), y también en la PdF;-
ATPasa soluble aislada, ambas preparaciones activadas con sulfito. De acuerdo a nuestra
hipétesis regulatoria para esta subunidad &, corroboramos tanto en la PdF,-ATPasa como en el
complejo PdFF, de las PSB que esta proteina es un potente inhibidor de la actividad de ATPasa
de la enzima de P. denitrificans incluso en condiciones de fuerte activacion de la enzima en
presencia del oxianion sulfito [10].

De manera interesante, encontramos también que la subunidad &€ no ejerce funcion
inhibitoria en la PdF,-ATPasa o en la PdF,Fo-ATPasa, lo cual sugiere fuertemente que en P.
denitrificans existe un mecanismo de regulacién de la ATP sintasa diferente al de la subunidad e,
y que esta ultima no participa de manera esencial en la inhibicion de la PdF-ATPasa. Es
entonces muy probable que la subunidad { que encontramos represente un mecanismo de
control del nanomotor bacteriano totalmente diferente al mecanismo de trinquete que se ha
propuesto para la subunidad € en eubacterias. De manera relevante, también encontramos que
el gen para esta proteina existe como marco de lectura abierto en todas las a-proteobacteias
ademas de P. denitrificans, y verificamos que la misma subunidad { se expresa unida a la ATP
sintasa de otra a-proteobacteria como lo es Rhodobacter sphaeroides [10]. Esto implica que este
nuevo mecanismo de control con la subunidad £ no es exclusivo de P. denitrificans y existe como
tal en toda la familia de las a-proteobacterias. Adicionalmente, secuenciamos tanto a la proteina
correspondiente a la subunidad { recombinante como al ADN del gen amplificado a partir de
ADN gendmico de P. denitrificans, y encontramos que esta subunidad no tiene similitud
significativa con otras subunidades regulatorias como lo son & en eubacterias o la IFy4
mitocondrial, con la excepcion del extremo N-terminal de { que es similar al dominio inhibitorio de
la IF; mitocondrial, pero esta ultima similitud parece ser de baja significancia. Esto sugiere
fuertemente que la subunidad { de la ATP sintasa de o-proteobacterias no es un predecesor
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evolutivo de la IF4 mitocondrial, aunque no descarta del todo esta posibilidad. Este hallazgo abre
una linea nueva de investigacién para resolver el mecanismo intrinseco del nanomotor ATP
sintasa en la amplia familia de o-proteobacterias, y permitira conocer en un futuro cémo han ido
evolucionando los mecanismos de control de la ATP sintasa desde bacterias hasta las
mitocondrias.
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Figura 2. Una nueva proteina inhibidora o subunidad { en la ATP sintasa de P.
denitrificans y el resto de las o-proteobacterias. Geles desnaturalizantes mostrando a la
nueva subunidad { en la PdF{Fo y PdF4-ATPasas. A) Los carriles muestran de izquierda
a derecha, a la PdF4, PdFFo, el complejo F1-IF1 de corazon de bovino (BtF4l) y la F4-
ATPasa de Escherichia coli (EcF1), mostrando que la nueva proteina inhibidora £ esta
asociada tanto a la PdF1 como a la holoenzima de P. denitrficans (PdF1Fo), y comigra con
la IF1 mitocondrial. B) El gel separa en forma desnaturalizante una preparacién de la
PdF-ATPasa mostrando la posicion de la subunidad £ respecto a las cinco subunidades
candnicas observadas en todas las Fi-ATPasas (o,(,v,6, y €). Modificado de Morales-
Rios y cols., 2010 [10].

Recientemente, encontramos por dicroismo circular que la estructura secundaria de la
subunidad { es 100% o-hélice (Zarco-Zavala, Morales-Rios, Ramirez-Silva, Mendoza-
Hernandez, y Garcia-Trejo, en preparacion); sin embargo necesitabamos otros métodos para
resolver la estructura terciaria de esta proteina. Alineando algunos segmentos por amplificar del
gen de esta proteina encontramos en linea una estructura en 3D resuelta para esta misma
proteina pero proveniente de otra a-proteobacteria por medio de resonancia magnética nuclear
(NMR), con lo cual pudimos construir un modelo en 3D de la subunidad { de P. denitrificans el
cual sirve como modelo estructural de trabajo. Por ejemplo, podemos interpretar mejor los sitios
expuestos de esta proteina a protedlisis limitada y esto nos ha permitido encontrar que en
condiciones de activacion de la F-ATPasa de P. denitrificans con sulfito, la subunidad € se oculta
mientras que la subunidad { se expone mas a esta protedlisis; ademas, la protedlisis preferencial
de  en presencia de sulfito incrementa la actividad de PdF;-ATPasa, lo cual corrobora que la
subunidad { es la subunidad inhibitoria principal de la FiFo-ATPasa de P. denitrificans y muy
probablemente en el resto de las a-proteobacterias, sugiriendo que { substituye a € como
proteina inhibidora de la F1Fo-ATPasa en esta familia de bacterias.
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Experimentos de entrecruzamiento sugieren que durante la activacion de la PdF;-
ATPasa con sulfito, la subunidad { se mueve de una posicion cercana a las subunidades
cataliticas (o/p) del estator, hacia otra posicién probablemente cercana al rotor. Esto, también
sugiere que { es probablemente otra proteina regulatoria que interfiere directamente con la
rotacién intrinseca de la F4Fo-ATPasa en o-proteobacterias. En resumen, descubrimos un nuevo
mecanismo de control del nanomotor ATP sintasa en la familia de las a-proteobacterias.
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Figura 3. Inhibicién de la actividad de ATPasa ejercida por la subunidad { en la PdF-
ATPasa y estructura de la subunidad {. Curso temporal de actividad de PdF1ATPasa Se
reconstituyé a las subunidades € y { recombinantes de P. denitrificans en la PdF;-
ATPasa. Se afiadié un exceso de ¢ y las concentraciones indicadas de la subunidad . La
subunidad € no inhibié la actividad basal de la PdF{-ATPasa, sino que la incrementé
ligeramente (el punto a la concentracion de {=0). Concentraciones crecientes de {
inhibieron a la PdF4-ATPasa con una cinética de inhibidor no competitivo total lo cual se
verificd por el ajuste no lineal mostrado por la linea roja. Insertos: modelo estructural de la
subunidad C resuelto por alineamiento estructural a partir de la proteina homologa aislada
de la o-proteobacteria Jannaschia sp., estructura resuelta en solucién por resonancia
magnética nuclear. A) Vista frontal de los extremos C-terminal (o-hélice roja) y N-terminal
(a-hélice azul) con el dominio globular intermedio hacia atras. B) Vista lateral de ambas
hélices N y C terminales mostrando el dominio globular intermedio a la izquierda con su
estructura de toda a-hélice.

Por otro lado, en mitocondrias también existe una subunidad inhibidora (IF) que durante
el colapso del Auy. impide la actividad de la F1Fo-ATPasa. Esta subunidad de 10 kDa se une a la
F1 con una estequiometria de 1:1 a distancia de entrecruzamiento del dominio C-terminal de la
subunidad B y también con la subunidad o de la F4 (revisado en [5]). Esto sugiri6 por muchos
afos que el mecanismo de accion de esta proteina era el de bloquear los cambios
conformacionales de la subunidad B que son necesarios para la catalisis, uniéndose a través de
su dominio N-terminal inhibitorio en alguna interfase o/ (11). Sin embargo, nosotros
demostramos que la IF; también entrecruza a una distancia < 12A con las subunidades del rotor
vy € tanto en la F4 soluble como en la F{Fo-ATP sintasa completa [12]. Esto implicé que la IF,
podria interferir no sélo con los cambios conformacionales de las subunidades B, sino también
con el giro del rotor o cuello central de la enzima [12]. Aunque esto lo confirmé posteriormente el
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grupo del premio Nobel John E. Walker al observar que el dominio N-terminal de la IF, interactia
directamente con la subunidad y en el cuello central del complejo F4-l de bovino en su estructura
cristalina[13], la pregunta que permanece abierta, es jcomo se mueve la proteina inhibidora en
condiciones de sintesis de ATP, es decir en presencia del Auy., ADP y Pi, para permitir el giro
del cuello central?. Algunos grupos sostienen que la IF, se disocia de la ATP sintasa en estas
condiciones de sintesis de ATP; sin embargo, otros grupos han mostrado que la IF; se mantiene
unida a la F1Fo-ATP sintasa en una posicion no inhibitoria en presencia del Auy. (revisado en
[5]). En algunos experimentos no publicados aun, hemos confirmado que la IF; se mueve dentro
de la enzima en una posicién que podria permitir el giro del rotor, sin disociarse de la parte F, de
la enzima.

Por otro lado, el extremo C-terminal de la IF; que no es esencial para la inhibicion,
contiene dominios de dimerizaciéon e induce la formacion de homodimeros a través de sus o-
hélices antiparalelas que a su vez inducen dimerizaciéon de la F,-ATPasa soluble [14]. Estos
resultados abrieron la pauta para investigar si esta dimerizacién se extendia o no a la ATP
sintasa completa, es decir si existia una especie dimérica de la F4F,-ATP sintasa en las
mitocondrias y si ésta se formaba o no en respuesta a la asociacion de la IF;.

La F4F,-ATP sintasa se homo-dimeriza y esto contribuye a la formacion de las crestas de
la membrana interna mitocondrial

Por medio de electroforesis en geles azules nativos en presencia de detergentes suaves
y su resolucién en dos dimensiones, recientemente se ha descrito la existencia de agregacion
homodloga y heterdloga de varios complejos mitocondriales, incluyendo a los complejos |, Il y IV
ademas de un dimero complejo V que corresponde a la ATP sintasa [15]. Muy probablemente la
dimerizacién de la F1Fy ATP sintasa le confiere mayor estabilidad estructural y mayor eficiencia a
su mecanismo rotacional si la interfase del dimero la forman los estatores o cuellos laterales de
cada monémero. Este arreglo debe ayudar a resistir la inercia rotacional del cuello central sin
impedir su giro (Ver Fig. 1). Sin embargo, la evidencia funcional y estructural que corrobore estas
posibles ventajas funcionales y estructurales para le enzima apenas comienzan a surgir.

Para determinar si la IF4 participa en la dimerizacién de la F1Fo-ATP sintasa completa,
varios grupos se dieron a la tarea de remover fisica o genéticamente a la IF; y ver el efecto en la
dimerizacién de la enzima. Aparentemente, se encontré en la enzima de Saccharomyces
cerevisiae que a pesar de que se haya removido a la IF, la enzima completa mantenia su
capacidad de dimerizarse. Sin embargo, la remocién de otras subunidades de Fy denominadas e
y g, eliminaron casi por completo la dimerizacion de la enzima [16, [17] y sorpresivamente en
paralelo se perdieron las crestas mitocondriales [18]. Esto se reprodujo con varias mutantes que
estan alteradas en la dimerizacion o tetramerizacién de la ATP sintasa [19]. En conjunto, estos
resultados implican que el dimero de la enzima completa se forma primordialmente a través de
interacciones entre los canales Fy de protones por medio de subunidades como e y g, y ademas
que la polimerizacion de la enzima a partir de sus dimeros, controla e induce la formacion de las
crestas mitocondriales.

¢, Cémo ocurre este proceso? La respuesta se encuentra probablemente en un modelo
inicial de Allen [20], quien al observar a polimeros de la ATPasa en las crestas mitocondrias de
Paramecium propuso la forma “cénica” de un dimero hipotético de la F;Fy,-ATPasa induce la
curvatura de la membrana al polimerizarse. Asi, un primer brote se transforma en una cresta
tubular cuando la cadena de dimeros de la ATP sintasa se enreda en forma helicoidal alrededor
de las crestas [20] (ver Fig. 3B). Este modelo se ha reforzado con los estudios recientes con la
ATP sintasa de levadura en donde se ha encontrado que las subunidades dimerizantes del canal
Fo (e, g y b) forman dos interfases que le dan forma a la cadena de dimeros de la ATP sintasa en
las crestas [18,19]. Sin embargo, estas hipdtesis no tenian una base estructural hasta que no se
resolviera la estructura general del dimero de la F1Fo-ATP sintasa.
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Estructura del dimero de la ATP sintasa: la base estructural que le da forma a las crestas
mitocondriales

La primera estructura del dimero de la ATP sintasa, la resolvimos en colaboracion con el
Dr. Stephan Wilkens entonces en la University of California at Riverside, USA, al obtener una
preparacion soluble del dimero de la enzima de corazén de bovino en presencia de digitonina
con lo cual logramos alinear y promediar una gran cantidad de imagenes obtenidas (aprox. 1100
imagenes individuales) por microscopia electrénica de la vista “lateral” del dimero. Este analisis
dio como resultado una estructura promedio que mostré6 a dos mondmeros en contacto muy
cercano uno del otro en sus sectores Fq [21], como se esperaba de los resultados bioquimicos.

En el dimero de la ATP sintasa, ambos canales Fy hacen los contactos mas fuertes de la
interfase dimerizante. En el otro extremo, las porciones F4 se separan al menos unos 10 A, de tal
manera que los dos ejes mas largos que atraviesan longitudinalmente a cada mondmero se
inclinan con un angulo de 40° entre si [21]. Esto da como resultado una geometria “cénica” con
la parte mas angosta del lado de la membrana, y la parte mas abierta del lado de las porciones
F4 (Fig. 4). La gran implicacién es que si este dimero se polimeriza, esto promueve una mayor
curvatura en la membrana acorde con el arreglo angular de este polimero (que por el momento
se desconoce). En otras palabras, como propuso Allen [20], el dimero “cénico” de la ATP sintasa
es la base estructural a partir de la cual se genera la curvatura de las crestas mitocondriales.

Figura 4. Estructura del dimero de la ATP sintasa de corazon de bovino. A la izquierda se
muestra la vista “lateral” del dimero de la ATP sintasa de mitocondrias de bovino resuelto
por microscopia electrénica y analisis promedio de imagenes individuales. Las flechas del
lado izquierdo indican los puentes Fi-F1 y Fo-Fo que estabilizan al dimero. Ambos
mondémeros se inclinan 40° como se muestra en las lineas negras sobre las porciones Fo.
El modelo de la derecha es similar a la Fig. 1 pero enfatiza la curvatura de la membrana
que impone esta estructura angular, donde los rotores de cada mondédmero (verde) con
sus respectivos estatores y subunidades dimerizantes (naranja) y en azul las partes F;.
Se propone que la IF4 forma parte de la interfase dimerizante F4-F1. Modificado de la
referencia [21].

Ademas de esto, observamos dos puentes proteicos que conectan por un lado a los
sectores F; del lado de la matriz mitocondrial, y por otro a los sectores Fy del lado del espacio
intermembranal. El puente F4-F podria estar formado por una estructura cruzada del dimero de
la IF4 (Fig. 4) y/o por subunidades de los cuellos laterales de la enzima. Por otro lado, el puente
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colgante entre los sectores Fy puede formarse por las subunidades dimerizantes e y/o g cuyos
sectores intra y extramembranales contienen dominios dimerizantes. Experimentos de
reconstitucion [22] y sobre-expresién de la IF, de higado de rata [23] de nuestro laboratorio han
mostrado que la IF, estabiliza o induce la formacién del dimero de la F1Fo-ATP sintasa. Esto
indica que IF; podria estabilizar la estructura dimérica de la ATP sintasa al formar parte del
puente Fq-F; de este dimero. Esto concuerda con resultados previos de desnaturalizaciéon por
presién en donde se ha observado que la IF4 estabiliza a la enzima [24].

Figura 5. Estructura 3D del dimero de la ATP sintasa mitocondrial y modelo en 3D del
oligébmero de la ATP sintasa que forma las crestas mitocondriales. Del lado izquierdo se
muestra la estructura obtenida por reconstruccion en 3D del dimero de la ATP sintasa de
levadura (superficie color gris claro semi-transparente). La estructura tiene un angulo
similar (= 45°) a la obtenida en 2D para el dimero de la enzima de corazén de bovino (Fig.
4), y muestra la posicidn abierta de los dos cuellos laterales en la interfase del dimero. La
estructura tiene una simetria dual (eje de simetria central en linea discontinua) y acomoda
muy bien a la estructura atémica de la ATP sintasa de levadura incluyendo a la mayoria
de las subunidades de la ATP sintasa incluyendo las de F1, Fo, y las de los cuellos
laterales. Del lado derecho se muestra el primer modelo en 3D del oligdmero de la ATP
sintasa que forma las crestas mitocondriales, el cual se propone se forma por
interacciones de los cuellos laterales en las interfases dimero-dimero, y los canales de
protones. La estructura debe ser flexible y abrirse o cerrarse de forma similar a un
acordedn en las interfases dimero-dimero para darle la curvatura a las crestas
mitocondriales. Modificado de Couoh-Cardel y cols., 2010 [25].

Recientemente, en colaboracion con el Dr. Stephan Wilkens, ahora en la SUNY Upstate
Medical School de NY, USA, hemos logrado obtener la estructura en 3D del dimero de la ATP
sintasa mitocondrial aislada a partir de la levadura Saccharomyces cerevisiae. La ventaja de esta
preparacion es que contiene una mayor proporcion de dimero respecto al mondémero al
compararla con la preparacion que obtuvimos previamente de corazén de bovino [21] (Fig. 4).
Otros grupos habian logrado posteriormente obtener al dimero de levadura o de algunas
especies de algas y aunque han encontrado estructuras similares y distintas a las que hemos
encontrado en nuestro laboratorio, no habian obtenido un modelo en 3D de la estructura
dimérica, la cual es esencial para comprender estructuralmente cémo se forman las crestas
mitocondriales en tres dimensiones, asi como resolver la posicién de las subunidades
dimerizantes en la interfase del dimero. Con la preparacion dimérica que obtuvimos de levadura,
se capturaron alrededor de 10,000 imagenes individuales del dimero, las cuales se depositaron
en varias orientaciones en las rejillas del miroscopio electrénico, de tal manera que pudimos
obtener por alineamientos, promedios y reconstruccion en 3D de las imagenes la estructura
completa del dimero de la ATP sintasa [25]. Simultaneamente pudimos construir un modelo
atémico del dimero conteniendo la mayoria de las estructuras atémicas de las subunidades de la
F1 y del canal Fy, asi como del cuello periférico (Fig. 5). El modelo 3D resulté muy robusto y
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acomoddé muy bien a todas las estructuras atdmicas tanto de F; como de Fy, y del cuello
periférico, confirmandose que el angulo mayoritario entre los ejes mayores de cada mondémero
es aproximadamente de 45°, similar al que observamos en el dimero de bovino [21] (Figs. 4 y 5).
Esta estructura dimérica es entonces la mas estable termodinamicamente al ser aislada de la
mitocondria y contrario a las sugerencias de otros grupos [26-28], es muy probable que
represente la base estructural que le da su forma a las crestas mitocondriales. Rasgos
importantes de la estructura en 3D del dimero son principalmente, el eje central de simetria dual
que atraviesa la interfase del dimero (Fig. 5), y que los cuellos laterales no forman contactos
entre si en esta interfase dimerizante, sino que se abren hacia la superficie externa del dimero
muy probablemente para formar otra interfase oligomerizante que finalmente le dara forma a las
crestas mitocondriales (Fig. 5). Asi mismo, observamos la posiciéon de algunas subunidades del
canal de protones como son los anillos del decamero de subunidades ¢ (c4) y la subunidad a,
que forman la interfase transportadora de protones para la sintesis del ATP. Otros detalles
importantes se describen en la publicacion respectiva (Couoh-Cardel y cols., 2010, [25]) pero
cabe senalar que nuestra estructura descarta otros modelos lineales del oligémero de la ATP
sintasa mitocondrial, y forma la base para el primer modelo en 3D del dimero y el oligdmero de
la enzima que forma las crestas mitocondriales.

En conclusiéon de estos ultimos resultados, nuestra estructura dimérica de la F1Fo-ATP
sintasa mitocondrial abre una nueva faceta en el estudio de la geometria de las subunidades de
la enzima en el dimero, y cdmo se estructuran los dimeros para producir los polimeros que dan
forma a las crestas mitocondriales. La F1Fy-ATP sintasa mitocondrial no sélo funciona como el
motor molecular mas eficiente que sintetiza al ATP, sino que al dimerizarse y polimerizarse
aumenta la superficie membranal disponible para la fosforilaciéon oxidativa. Asi mismo, la futura
resolucién del arreglo de los demas super-complejos respiratorios y otras proteinas esenciales
para la formacion de las crestas mitocondriales nos daran una nueva visiéon de la estructura
mitocondrial y los microdominios que gobiernan el acoplamiento quimiosmoético global o
localizado que ocurre en las mitocondrias.
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Resumen

El paisaje conformacional de una proteina describe todas sus estructuras posibles. En
general, el estado de minima energia libre corresponde al estado nativo. Sin embargo, bajo
condiciones desestabilizantes es posible que se formen agregados ordenados (fibras amiloides)
o desordenados, dando lugar a enfermedades de plegamiento como la amiloidosis de cadena
ligera. En esta enfermedad, un exceso de dominios variables de cadena ligera de
inmunoglobulina se agrega en multiples érganos. Buscando el mecanismo que rige la conversion
de la forma globular soluble a la conformacién amiloide de dominio, realizamos simulaciones por
dinamica molecular de una coleccion de variantes con diversas estabilidades y facilidades para
formar fibras. Partiendo de la estructura cristalografica de un monémero, perturbamos al estado
nativo mediante mutacién y temperatura. Exploramos el paisaje conformacional para determinar
la existencia y propiedades de intermediarios que pudieran promover la formacion de fibras.

Palabras clave: Plegamiento, intermediarios, amiloides, simulaciones.

Abstract

The conformational landscape of a protein describes all its possible structures. In
general, the native state corresponds to the state with the lowest overall free energy.
Nonetheless, under destabilizing conditions the protein can form ordered (amyloid) or disordered

53



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXXV (2011)
_____________________________________________________________________________________________________________________________|]
aggregates, leading to misfolding diseases such as light chain amyloidosis. In this particular case,
an excess of light chain immunoglobulin domains aggregates in multiple organs. Searching for
the mechanism that underlies the conversion from a soluble globular conformation to amyloid
fibers for these domains, we carry out molecular dynamics simulations of a collection of variants
with diverse stabilities and ease of fiber formation. Starting from the crystallographic structure of
monomers, we perturb the native state via mutations and temperature. We explore the
conformational landscape in order to determine the existence and properties of folding
intermediates that may promote fiber formation.

Keywords: Folding, intermediates, amyloid, simulations.

Introduccioén

El proceso de plegamiento de las proteinas es un tema fascinante por muchas razones.
Desde el punto de vista biolégico, permite la transformacion de un cédigo unidimensional (la
secuencia de aminoacidos) en estructuras tridimensionales con funcién bioldgica, sujeta a
presién evolutiva y por lo tanto a seleccién. Desde el punto de vista quimico, las proteinas son
polimeros lineales atacticos (es decir, con sustituyentes distribuidos de manera aleatoria a lo
largo de la cadena), con veinte cadenas laterales diferentes en cuanto a tamafo, polaridad y
carga. Cuando este polimero es inmerso en un solvente con el cual no es del todo compatible,
como el agua, ocurre una segregacion de cadenas laterales: las que si son compatibles con el
solvente quedan expuestas, y las demas se esconden en el interior de un glébulo compacto,
dando lugar al estado nativo. Por supuesto, si se cambia el solvente, modificando la temperatura,
o la concentracion de solutos, entonces la segregacién de cadenas laterales resultara en otra
estructura o estructuras, las cuales podran variar desde glébulos parcialmente compactos, hasta
estados hidratados y poco compactos en el estado desnaturalizado. Desde el punto de vista
fisico, el plegamiento es una transicion entre el desorden del ensamble desnaturalizado al orden
del estado nativo; mientras la cadena polipeptidica se ordena, ganando interacciones
intramoleculares, el solvente se desordena, pagando de sobra el costo entropico. Hay una
compensacion casi completa de la ganancia entalpica intramolecular con la pérdida entrépica de
la cadena y la ganancia entropica del solvente, de tal manera que la barrera energética para el
plegamiento no es muy grande, y el proceso puede darse en escalas de tiempo biolégicamente
relevantes [1]. Ademas, gracias a los experimentos de Anfinsen en los afos 70 del siglo pasado,
sabemos que el estado nativo corresponde en general al minimo termodinamico de la superficie
de energia libre que describe el paisaje conformacional de la proteina [2].

En el caso mas sencillo, el plegamiento de proteinas se modela como un proceso de dos
estados: el nativo y el desnaturalizado. En este tipo de modelo, el mas sencillo de todos, se
asume que conforme uno avanza a lo largo de una coordenada de reaccion, lo Unico que ocurre
es que cambian las poblaciones relativas de estos dos estados. Si bien este es un modelo util, es
obvio que a nivel molecular existen todos los intermediarios conformacionales necesarios para
conectar de manera suave a los estados inicial y final del proceso (el nativo y el
desnaturalizado). El detalle importante es que la poblacién de cada uno de estos intermediarios
depende de la energia libre relativa al estado mas estable, via la ecuacion de Boltzmann.
Mientras menos estable sea el estado, menos poblado estara. El esquema de dos estados es
bueno para reproducir datos experimentales ya que los intermediarios son de mayor energia que
los estados basales en sus respectivas condiciones, esto es, el estado nativo es el mas estable
en condiciones “fisiolégicas” y el estado desnaturalizado en condiciones extremas de
temperatura, pH o en presencia de solventes caotrépicos.
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Para entender como ocurre el proceso de plegamiento a nivel molecular se necesitan
métodos experimentales que puedan caracterizar la estructura y dinamica de todos los estados
intermedios del proceso. Esto se ha empezado a hacer con resonancia magnética nuclear, pero
solo se pueden estudiar estados conformacionalmente compactos, cercanos al estado nativo [3].
Comenzando desde el ensamble desnaturalizado, los estudios de correlacion de fluorescencia
han dado informacion interesante sobre los primeros contactos que se hacen en una cadena
desordenada [4]. En los ultimos afios se han desarrollado un gran nimero de metodologias que
permiten escudrifiar con detalle los pormenores dinamicos de las proteinas [5], sin embargo,
algunas de las metodologias mas poderosas para estudiar el estado de transiciéon, como la
ingenieria de proteinas, fueron desarrolladas hace casi 30 anos [6]. En este enfoque, también
llamado analisis de valores phi, se hacen mutaciones puntuales que eliminan grupos metilo de
las cadenas laterales, y se evalla el efecto de estas mutaciones sobre |la estabilidad del estado
nativo y sobre la cinética de plegamiento. Todos estos métodos son relativamente indirectos, y
requieren de modelos cinéticos y termodinamicos para su interpretacion, porque no hay un
microscopio que tenga resolucion molecular. Aqui es donde las simulaciones por dinamica
molecular se convierten en una herramienta cada vez mas utilizada en el estudio del plegamiento
de proteinas, no soélo para explicar los datos experimentales generados por los enfoques ya
descritos, sino como una fuente de predicciones para futuros experimentos.

¢ Por qué nos interesa tanto saber como se pliegan las proteinas? Desde hace un par de
décadas hemos caido en la cuenta de que practicamente todas las proteinas pueden adquirir
una conformacién no nativa llamada fibra amiloide [7], la cual esta formada principalmente por
hebras beta apiladas una sobre otra, formando un sandwich muy delgado (de unos ocho
aminoacidos de grosor) y muy largo (micras de longitud, sin ramificaciones). Al parecer, estas
fibras son mas estables que el estado nativo funcional, y representan un estado primitivo de las
proteinas [8]. Recientemente se han descrito fibras amiloides funcionales en bacterias, hongos,
insectos, invertebrados y mamiferos cuya funcién es estructural, regulatoria, de almacenamiento
o0 como portadoras de informacion [9]. Sin embargo, en la mayoria de los casos, la presencia de
fibras esta relacionada con las llamadas “enfermedades de plegamiento”, una muy diversa lista
de patologias que incluye a la diabetes tipo Il, la formacién de cataratas y un gran nimero
patologias del sistema nervioso central, como las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y la de
las vacas locas [8]. La formacion de fibras representa un problema por dos razones: por un lado,
implica una pérdida de funcion, ya que al no estar en su conformacion nativa, la proteina no
puede llevar a cabo su tarea particular; por otro lado, en el proceso de formacién de fibras se
generan oligdbmeros que parecen ser toxicos para la célula [10]. Las enfermedades de
plegamiento aparecen tipicamente en individuos viejos, en los cuales todas las enzimas
encargadas del control de calidad del plegamiento empiezan a fallar, y la poblacion mundial
envejece globalmente a grandes pasos. Por lo tanto, estas enfermedades aumentan en
prevalencia, sin que a la fecha exista un tratamiento eficaz para detenerlas. Un primer paso en
esta direccidon es entender qué puede pasarle a una cadena polipeptidica mientras navega por
su paisaje conformacional.

A nosotros nos interesa una enfermedad de plegamiento llamada amiloidosis de cadena
ligera o AL. En este caso en particular, una clona de células B produce un exceso de cadena
ligera de anticuerpos maduros [11]. Normalmente, estas células son las encargadas de producir
anticuerpos, los cuales estan formados por dos cadenas pesadas idénticas, y dos cadenas
ligeras también idénticas. Tenemos cinco tipos de cadena pesada (mu, delta, gamma, alfa y
epsilon) y dos de cadena ligera (kappa y lambda). Los anticuerpos tienen dos tipos basicos de
dominios: los constantes y los variables. Ambos son sandwiches beta, y la diferencia entre ellos
es el nUmero de hebras que componen a cada cara del sandwich (3 + 4 para los constantes, 5 +
4 para los variables). Un dominio variable de una cadena pesada y uno de una ligera forman un
sitio de union para antigeno; los sitios de union presentan las regiones mas variables en la
secuencia del anticuerpo. De hecho, estos dominios variables se construyen mediante
recombinacién combinatoria de fragmentos V y J para la cadena ligera, y V, D y J para la cadena
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pesada, seguido de un proceso de hipermutacién somatica. El resultado de este proceso es que
ante un mismo reto inmunoldgico, cada individuo produce un conjunto diferente de anticuerpos
para contender con él [12]. En la sangre de un individuo sano se encuentran mas cadenas kappa
que lambda, y éstas siempre estan asociadas a cadenas pesadas, formando parte de
anticuerpos funcionales. En los pacientes con AL son mas comunes las cadenas lambda (en
particular, de las familias 6a y 3r [13]); la cadena ligera se expresa sola, y en gran cantidad,
depositandose en forma de fibras amiloides de forma sistémica, es decir, en todo el cuerpo. Es
una enfermedad letal, ya que tiende a depositar fibras principalmente en el corazén y en los
rinones [14]. Las fibras suelen contener el dominio variable de la cadena ligera, la cual ya vimos
que es hipervariable en secuencia. Esto quiere decir que cada paciente tiene una proteina
diferente en las fibras, lo cual complica notablemente el analisis de la etiologia de la enfermedad
[11].

La incidencia de AL es baja, lo cual indica que no todas las cadenas ligeras tienen la
combinacion de mutaciones perdedora. Cada mutaciéon puede tener al menos dos efectos:
aumentar la propensién para formar fibras del segmento en el que se encuentra, y/o
desestabilizar al estado nativo, permitiendo que la proteina pueble eficientemente intermediarios
de plegamiento que sean proclives a asociarse entre si. A este respecto, los Richardson
describieron una serie de mecanismos de seguridad que tienen los dominios de inmunoglobulina
para evitar agregarse [15], ya que se trata de proteinas compuestas casi exclusivamente por
hebras beta, y por lo tanto, su conversién a una fibra amiloide se antoja sencilla. Basicamente los
mecanismos de seguridad implican el bloqueo de los bordes del sandwich, mediante la
colocacién estratégica de prolinas, y con un lazo que conecta a las hebras C y D. Respecto a la
propension para formar fibras, se han propuesto varios algoritmos para predecir a partir de la
estructura primaria de las proteinas si estas formaran fibras o no. Hace aproximadamente un
afo, el grupo de Eisenberg publicé un algoritmo llamado ZipperDB, el cual toma segmentos de
seis aminoacidos y los modela como una seccién de fibra amiloide de cinco monémeros. Para
esta estructura evalla la energia de todos los segmentos de seis aminoacidos posibles para una
proteina, y regresa un perfil de propension de formacion de fibras [16]. Curiosamente,
encontraron que en cada una de las proteinas codificadas por el genoma humano hay al menos
una zona con alto potencial para formar fibras, a pesar de esto, no todas las proteinas forman
fibras, ya que en general las interacciones propias del estado nativo no le dan libertad
conformacional a ese segmento. Con este programa analizamos un conjunto de ~30 secuencias
de cadenas lambda VI de pacientes con AL, y los comparamos con secuencias de individuos
sanos o con mieloma multiple (en esta condicidon también se produce una gran cantidad de
proteina, pero no se forman fibras), reportadas en [17]. Comparando los perfiles de formacion de
fibras de estos dos grupos, encontramos tres zonas de la proteina que son consistentemente
pro-formadoras de fibras en los pacientes, y no en individuos sin AL (Figura 1).

lambda VI
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Figura 1. Zonas estéricamente compatibles con la formacion de fibras en proteinas
derivada de pacientes (cuadro superior) y en individuos sanos (cuadro inferior). A la
derecha se muestran, sobre la estructura de 2WOK, las cadenas laterales de los
aminoacidos implicados en la formacién de fibras en pacientes.
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Estas zonas corresponden al CDR1; la hebra D; el amino terminal de la hebra E y el
carboxilo terminal de la hebra G. La hebra D esta protegida por el asa C'-C”, y la hebra G esta
asociada con la hebra A; estas dos interacciones forman parte de los de los mecanismos
antiagregacion de los dominios de inmunoglobulina. Por lo tanto, podemos suponer que
mutaciones que desestabilicen estas zonas estaran involucradas en la formacién de fibras
amiloides: “se estarian juntando las ganas de hacer fibras con la disponibilidad de esa regién”.

., Cémo saber si este escenario es posible? Escogimos un grupo de proteinas
pertenecientes al grupo lambda VI, por su prevalencia en la clinica, y porque contamos con
informacion estructural, de la termodinamica y cinética de plegamiento, y de la cinética de
formacién de fibras amiloides in vitro [18-22]. En el grupo se encuentran JTO y WIL, dos
proteinas derivadas de pacientes con mieloma multiple sin AL, y con AL, respectivamente. Como
modelos de las propiedades de linea germinal, tenemos a R24 y G24, los dos alotipos mas
frecuentes en la poblacion (75% y 24%, respectivamente), que soélo difieren en una posicion en la
secuencia pero tienen propiedades termodinamicas y de formacion de fibras muy diferentes:

Tabla I. Estabilidad y fibrilogénesis de proteinas Ag.

AGhz0 (kcal/mol)? tiag ()
R24 52+0.2 14.0+0.5
JTO 43+1.0 55+0.3
G24 3.7£0.2 2.0+0.3
WIL 22+0.9 34+1.0

®El AGhyo corresponde a la diferencia de energia entre el estado nativo y el desnaturalizado, y el tag al
tiempo de retardo en la cinética de formacion de fibras.

De esta tabla puede observarse que parece haber una correlacién, al aumentar la
estabilidad termodinamica de la proteina es mas dificil que forme fibras. La idea basica es que el
estado nativo debe ser perturbado para permitir la formaciéon de los contactos intermoleculares
que producen fibras. Esta puede ser una perturbacion local, en la que solamente se
desnaturaliza una seccion de la proteina, o algo mas drastico que la lleve al ensamble
desnaturalizado [23]. Lo notable es que no se conoce la estructura de ninguno de estos
precursores, en buena medida debido a que son especies con una energia libre mayor que el
estado nativo y por lo tanto, poco pobladas. Nuestro trabajo es justamente proponer como son
estos intermediarios, y para esto, usamos simulaciones por dinamica molecular.

Dinamica molecular

La dinamica molecular es una técnica de mecanica estadistica, que conecta el
comportamiento de un grupo pequefio de particulas (decenas de miles) con el mundo
macroscopico (con un numero de Avogadro de particulas). En una simulacioén clasica, lo que
suponemos es que los atomos son esferas blandas con carga, unidas entre si por resortes
armonicos que representan los enlaces [24]. Las interacciones entre estos atomos estan
descritas por funciones con derivadas analiticas, de manera que se puedan calcular rapida y
eficientemente las fuerzas que operan entre cada pareja de atomos en el sistema. Estas
funciones son llamadas campos de fuerza, y los mas comunes para la simulacién de proteinas
son CHARMM, AMBER y GROMOS [25-27]. Partiendo de un conjunto de coordenadas para
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cada uno de los atomos que se van a simular (en este caso, la proteina rodeada de moléculas de
agua y iones de potasio y cloro en una concentracion 0.1 M), una simulacién transcurre de esta
manera: me ubico en el primer atomo, y calculo la suma vectorial de las fuerzas con las que el
resto de los atomos lo jalan o repelen. Con esa fuerza resultante calculo la aceleracién que le
imprime al atomo, usando la segunda ley de Newton: F = ma, donde m es la masa del atomo.
Ahora, uso esa aceleracion para cambiar la cantidad y direccion de movimiento que tenia el
atomo, usando una versién computacionalmente eficiente de una ecuacion de cinematica que
aprendimos en la secundaria: x = x, + vt + (atz)/2. Lo unico que no hemos definido hasta ahora
es de donde salen las velocidades iniciales. De acuerdo a la ecuacion de Maxwell-Boltzmann,
sabemos que hay una relacién directa entre la velocidad a la que se mueven las particulas (mas
estrictamente hablando, su momento, que no es otra cosa que su velocidad multiplicada por su
masa) y la temperatura del sistema. Cuando decidimos a que temperatura queremos hacer la
simulacién, lo que hacemos es asignar aleatoriamente un conjunto de velocidades de acuerdo a
la distribucion de Maxwell-Boltzmann para esa temperatura. Ahora si, lo Unico que resta es
repetir este procedimiento de calcular fuerzas para obtener aceleraciones y modificar asi la
posicion de los atomos, un pasito a la vez. Ese paso es en realidad pequeno, del orden de
femtosegundos. ;Por qué? La segunda ley de Newton supone que la fuerza es constante, y esto
s6lo es cierto para intervalos de tiempo muy cortos si el atomo que se estd moviendo esta
inmerso en un medio condensado, densamente empacado: pequefos desplazamientos del
atomo pueden cambiar drasticamente su entorno, y por lo tanto, las fuerzas que actian sobre él.
Por lo tanto, una simulacién requiere miles de millones de pasos, de manera que uno pueda
llegar a tiempos biolégicamente razonables. En el caso particular del plegamiento de proteinas,
el record de velocidad lo tienen proteinas muy pequefas, del orden de 40 aminoacidos, que son
capaces de plegarse en poco menos de un microsegundo [28]. Para poder simular esto,
necesitamos hacer 1 x 10° pasos al menos.

¢ Qué tanto nos podemos creer de lo que se obtiene de una simulacion? Lo que
muestran varias revisiones recientes es que cada vez son mas fidedignas, gracias a avances
tanto en el software (programas de uso general como NAMD [29] y GROMACS [30], o algunos
hechos en casa), el hardware (que permite simular tiempos mas largos, usando trucos muy
interesantes como el computo distribuido) y en la descripcidén de las interacciones entre los
atomos [31]. Por supuesto, son modelos, y como tales, siempre habran detalles que no incluyen.
Lo que hemos platicado hasta ahora no permite tratar reacciones quimicas, proceso para el cual
la descripciéon de atomos como esferas blandas con carga es claramente insuficiente. Sin
embargo, para describir procesos en los cuales no cambia ni la cantidad ni la calidad de los
enlaces entre los atomos, es adecuada y suficiente. Véase por ejemplo el caso de Anton, una
supercomputadora dedicada exclusivamente a estudiar plegamiento, y su éxito reciente
describiendo no solo el plegamiento sino también la variedad estructural del estado nativo de
proteinas pequefas [32].

Dinamica molecular de dominios de inmunoglobulina

Hacemos dos tipos de simulaciones. Para estudiar qué tan rugoso es el minimo de la
superficie de energia libre que corresponde al estado nativo, simulamos a los cuatro dominios
(JTO, WIL, R24 y G24) en condiciones que favorecen al estado nativo (298K). Estas son
simulaciones de un estado de equilibrio, y eso nos permite decir que lo que vemos en escalas de
tiempo de decenas de nanosegundos sera comparable con medidas macroscopicas que se
hacen en tiempos de minutos u horas. Recordemos que la definicion de un sistema en equilibrio
implica que aquello que estamos midiendo no cambia con el tiempo.

Nos encantaria poder estudiar el plegamiento de estos dominios de Ig con dinamica
molecular, pero son demasiado grandes incluso para Anton [32], o para el cédmputo distribuido de
Vijay Pande [33]. En lugar de esto, vamos a usar el principio de reversibilidad microscépica, y a
suponer que las rutas de desplegamiento de la proteina son las mismas que las de plegamiento,
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pero vistas en reversa [34]. Vamos a tomar al estado nativo que conocemos, y lo vamos a
perturbar aumentando la temperatura, para hacer mas eficiente el salto de las barreras de
activacion que lo separan del ensamble de intermediarios de plegamiento y el desnaturalizado.
Las temperaturas que usamos no son fisiolégicas (398 y 498K), y su Unica intencion es acelerar
el proceso. Hay otras técnicas posibles para hacer esto, como la metadinamica [35], la dinamica
acelerada [36] y el intercambio de réplicas [37] por ejemplo, pero el grupo de Valerie Daggett ha
mostrado que este es un método eficiente y que da resultados comparables con los
experimentos [38]. Este tipo de simulaciones no es de estados de equilibrio, sino de procesos, y
por lo tanto, se necesita hacer varias réplicas de la simulacion. ;Cuantas son suficientes?
Usando computo distribuido [33] se pueden correr decenas de miles de simulaciones, y luego
juntar toda esta informacion para reconstruir tanto la termodinamica como la cinética del proceso,
pero esto esta fuera de nuestro alcance, tanto técnicamente como por el tamano de las proteinas
que nos interesan. Afortunadamente, Daggett et al. mostraron que se puede obtener informacion
razonablemente precisa con diez réplicas, comparandolas con la obtenida de cien [39]. Cada
réplica comienza con las mismas coordenadas iniciales, y difiere solamente en las velocidades
asignadas. Esto es suficiente para mandar al sistema en direcciones diferentes en la superficie
de energia libre y hacer un muestreo mas eficiente de posibles rutas.

¢ Qué tan largas deben ser las simulaciones? En el caso de simulaciones de equilibrio, el
estandar actual va entre las decenas de nanosegundos hasta los microsegundos. Mientras mas
largas sean, mas oportunidad habra de ver eventos poco probables (pero no por ello menos
importantes). Nosotros hacemos cinco réplicas de 50 ns cada una, para un tiempo total de
muestreo de 250 ns. Para las simulaciones fuera del equilibrio, uno debe al menos simular el
tiempo suficiente para que ocurra el proceso que se quiere ver. Encontramos que podemos
desnaturalizar a la proteina por completo a 498K con 100 ns, y hacemos diez réplicas de esa
duracion. Las simulaciones a 398K también son de 100 ns, pero en este caso no logramos
desnaturalizar por completo a la proteina. En este caso, consideramos que seguimos
muestreando lo que ocurre en la cuenca nativa de la proteina.

Topografia de la cuenca nativa

Supongamos lo siguiente: las proteinas mas estables son aquellas que estan
minimamente frustradas, es decir, aquellas que en su estado nativo presentan interacciones que
son todas congruentes entre si [40]. En este caso, la proteina fluctia de forma armodnica
alrededor de un solo minimo de energia libre, y por lo tanto, su cuenca nativa es lisa. Si por el
contrario la proteina tiene interacciones no perfectamente compatibles entre si, entonces oscilara
entre las soluciones suboptimas que encuentre. Cada una de estas soluciones suboptimas sera
una conformacién ligeramente diferente, manteniendo la topologia del estado nativo, y
correspondera a un minimo local dentro de la cuenca nativa, la cual es rugosa. Lo interesante en
este caso es que quizas uno de estos estados puede ser competente para formar fibras.

La hipotesis de trabajo entonces, es que mientras menos estable es la proteina, mas
rugosa sera su cuenca nativa. Para ver si esto es cierto, tomamos las estructuras generadas
durante 250 ns de simulacién para cada una de las proteinas, y preguntamos qué tan similares
son en estructura entre si, con un corte en 2 Angstroms como limite superior de diferencia: dos
estructuras pertenecen a un mismo grupo si su diferencia estructural es inferior a este corte.
Encontramos que R24 (el dominio mas estable) se puede describir con un solo grupo, es decir,
su cuenca nativa es lisa. En contraste, G24 presenta tres minimos, lo cual va bien con la
hipétesis planteada. JTO también presenta tres minimos, pero WIL s6lo tiene un grupo, a pesar
de ser la menos estable de las cuatro (Figura 2).
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Figura 2. Superposicion de las estructuras nativas encontradas en las simulaciones a
temperatura ambiente para cada una de las proteinas.

Esto nos indica que la rugosidad de la cuenca nativa no esta relacionada ni con la
estabilidad de la proteina ni con su propensioén para formar fibras, o que nuestras simulaciones
no son suficientemente largas. Para ver si estamos hablando de un problema de muestreo,
hicimos las simulaciones a 398K y repetimos el analisis. En este caso, logramos una
desnaturalizacion parcial de todas las proteinas.

Caracterizar estructuralmente estados nativos es relativamente facil, ya que se limitan a
oscilar alrededor de una estructura estable. La descripcion de estructuras labiles es mucho mas
complicada. Una medida comunmente utilizada es la pérdida de contactos nativos entre
carbonos alfa. En nuestro caso, definimos un contacto nativo como un par de carbonos alfa que
estuvieron a una distancia menor o igual a 6 Angstroms, al menos durante la mitad del tiempo de
simulacion a 298K. Con esta lista de contactos, preguntamos en las simulaciones a 398K
cuantos se habian perdido, y los marcamos sobre las estructuras de las proteinas (Figura 3).

Figura 3. Cadenas laterales de los residuos que pierden interacciones al elevar de 298K
a 398K la temperatura de simulacion.
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Vemos que aunque cada proteina pierde un grupo diferente de contactos, tienen cosas
en comun: todas debilitan los contactos entre el asa C’-C” (mostrada en verde a la derecha de
cada una) con el resto de la proteina, y todas menos JTO debilitan el contacto entre el amino
terminal y las hebras adyacentes. Recordemos que estas dos zonas son parte de los
mecanismos de proteccion contra la agregacion.

Un ejemplo de los grupos poblados a 398K para WIL se muestra en la Figura 4.

0.2% 6.2% 0.3% 0.1%

Figura 4. Estructuras pobladas por WIL a 398K. La hebra D se muestra en verde aqua,
en el borde derecho de cada estructura.

Podemos conectar estos estados porque tenemos la trayectoria en el tiempo de las cinco
simulaciones. Si cada simulaciéon hubiera hecho algo distinto, tendriamos cinco ramas. El
numero a la derecha de cada estructura es el niumero del grupo al que pertenece (estan
ordenados por el nimero de conférmeros asignados a ese grupo), y el numero inferior indica el
porcentaje de conformaciones que cada grupo tiene, referido al total de estructuras analizadas.
Vemos que WIL permanece casi todo el tiempo en un estado practicamente nativo, pero que
puede poblar varios intermediarios cuya caracteristica principal es la desproteccion de la hebra
D. Esto es potencialmente peligroso, ya que esta hebra es de las zonas mas amiloidogénicas de
la proteina (aminoacidos 62 al 67, panel superior de la Figura 1).

Escape de la cuenca nativa

Al simular a 498K por fin logramos la desnaturalizacion completa de la proteina. Una
coordenada de reaccion muy utilizada por los que hacemos simulaciones de (des)plegamiento es
la cantidad de contactos nativos, ya sea como el niumero real de contactos o como el porcentaje
de contactos respecto al estado nativo (Q). Las siguientes dos graficas muestran el
comportamiento de diez trayectorias de desnaturalizacion para JTO y para WIL (Figura 5).
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Figura 5. Cinética de pérdida de contactos nativos para diez simulaciones a 498K. JTO
en el panel derecho, y WIL en el panel izquierdo. Cada simulacion esta marcada con un
color diferente.

Hay varias cosas que saltan a la vista: para empezar, cada trayectoria es diferente,
sugiriendo que hay mas de una manera de salir de la cuenca nativa. Otra cosa notable es que
los decaimientos no son exponenciales, sino que hay mesetas. Esto quiere decir que la proteina
se queda “atorada” en conformaciones con un numero relativamente estable de contactos
nativos, por tiempos que pueden llegar a ser de varios nanosegundos. Estas conformaciones
corresponden a minimos locales en la superficie de energia libre por la que viaja la proteina, y
por lo tanto, pueden ser considerados intermediarios de desplegamiento. También llama la
atencién el hecho de que varias simulaciones se detienen en los mismos puntos; una analogia
geografica podria ser una carretera local, que pasa por muchos pueblitos. Habran viajeros que
no se detengan en ninguno (JTOBS, por ejemplo), pero hay otros que aprovechan para conocer
varios pueblitos (WILHS, por ejemplo).

Desafortunadamente, no hay una medida experimental directa de la cantidad de
contactos nativos que tiene una proteina conforme se desnaturaliza (a menos que uno haga
experimentos de resonancia magnética nuclear con carbono 13, y mida acoplamientos dipolares
entre estos nucleos). En el caso de estas cuatro proteinas, el desplegamiento inducido por urea
se midi6 [19-21] siguiendo la emision de fluorescencia del Unico triptofano de la proteina. En el
estado nativo, este triptofano casi no emite fluorescencia, porque esta muy cerca del Unico
puente disulfuro, el cual apaga la fluorescencia. Ademas, esta en un ambiente anhidro. Al
desnaturalizarse la proteina, el triptofano se separa del puente disulfuro, y ademas se expone al
solvente, resultando en un aumento notable en la eficiencia de la emisién de fluorescencia, y en
un corrimiento del centro espectral hacia el rojo. Todos estos eventos son cuanticos, y por lo
tanto, no se pueden calcular directamente de las simulaciones clasicas que hemos hecho. Lo
que si podemos hacer es calcular la distancia entre el indol del triptofano y uno de los azufres del
puente disulfuro. Encontramos, mediante inspeccién visual de varias conformaciones de la
proteina, que a distancias mayores de 8 Angstroms el indol ya esta suficientemente lejos del
puente disulfuro como para no tener ninguna interaccion con él. Usando esa distancia de corte,
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preguntamos cuantas estructuras generadas en las simulaciones tienen distancias W — disulfuro
mayores de 8 Angstroms, y las graficamos contra el porcentaje de contactos nativos. A
continuacion se muestran los datos para JTO y para WIL en la Figura 6.
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Figura 6. Probabilidad de encontrar al indol del triptéfano a 8 A o mas del puente
disulfuro, en funcién de la fraccidon de contactos nativos (Q) de la proteina. El estado
nativo corresponde a Q cercano a 1, y el estado desnaturalizado a Q cercano a 0.

Es claro que de acuerdo a las simulaciones, s6lo son capaces de emitir las proteinas que
han perdido casi todos los contactos nativos, lo cual podria explicar por qué se pueden ajustar
con un modelo de dos estados, a pesar de atorarse en multiples etapas intermedias.

Otra medida experimental usada para seguir la desnaturalizacion es medir el radio de

Stokes de las proteinas en columnas de exclusion molecular. El analogo directo en las
simulaciones es el radio de giro. Los datos para JTO y WIL se presentan en la Figura 7.
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Figura 7. Radio de giro en funcién de la fracciéon de contactos nativos (Q).
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Esta grafica muestra claramente el embudo de plegamiento: cuando hay pocos
contactos nativos, el radio de giro es grande y con alta variabilidad, mientras que al acercarse al
estado nativo la proteina se compacta. Si comparamos el comportamiento de JTO con el de WIL,
WIL tiene una poblacion importante de conformaciones extendidas con una Q ~0.4, que no
existe en JTO. En un espiritu especulativo y optimista, se podria proponer que en este grupo de
estructuras se encuentran aquellas que hicieron que WIL muriera de amiliodosis, pero JTO no.

Agrupando las conformaciones visitadas por todas las simulaciones, y sabiendo de qué
simulacion y de qué tiempo provienen, podemos empezar a armar rutas de desnaturalizacion. A
continuacion (Figura 8) mostramos los estados iniciales de desnaturalizacion para G24.
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Figura 8. A la izquierda, cinética de pérdida de contactos nativos para cinco simulaciones
a 498K de G24. En rojo se indican los numeros de las estructuras representativas con
esa fracciéon de contactos nativos. La conexion temporal entre estas estructuras se
muestra a la derecha; el color de las flechas corresponde con la simulacion de la que
provienen. La estructura marcada como “D 0.4” proviene de la simulacién G24DS, y tiene
una fraccién de contactos nativos de 0.4, de la regién marcada como “muy diverso”.

En este caso, hemos podido identificar al menos cuatro rutas. A partir de Q ~0.4, las
conformaciones son tan diferentes entre si que es imposible encontrar grupos con mas de tres
miembros. Todavia nos falta encontrar monitores u(tiles para seguir estas rutas de
desnaturalizacion, pero podemos ver que todas empiezan igual: desprotegen a la hebra D, e
incluso llegan a deshacer su estructura secundaria (como en el grupo de la estructura 13).

Conclusién

Esperamos haber mostrado como se pueden utilizar simulaciones de dinamica molecular
clasica para estudiar la variabilidad conformacional en el estado nativo y también las rutas de
desplegamiento. Como en todo proceso de modelado, es muy importante estar consciente de las
aproximaciones hechas, y de las limitaciones inherentes del modelo. Aun mas importante, es
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esencial regresar del mundo de la simulacién al mundo real, calculando propiedades que sean lo
mas directamente comparables con datos experimentales. De esta manera, se establece un ciclo
virtuoso de experimentos que motivan simulaciones que motivan a su vez mas experimentos.
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Resumen

Las plantas con flores hermafroditas tienen un sistema de incompatibilidad sexual que
promueve la polinizacién cruzada, lo que repercute en un aumento de la diversidad genética de
las generaciones futuras. La autoincompatibilidad (Al) permite reconocer y rechazar el polen

propio y aceptar aquel de plantas genéticamente

relacionadas. La Al se controla genéticamente

por el locus multialélico S, el cual codifica las determinantes masculina —expresada en el polen- y
la femenina —expresada en el pistilo-, especifican la reaccion del reconocimiento y rechazo del
polen. Ademas de las determinantes de especificidad, otros genes fuera del locus S, conocidos

como genes modificadores (GM), completan la

via genética. En esta revisiéon describimos los

avances en el campo de la Al y analizamos los mecanismos genéticos y bioquimicos que regulan

la via del rechazo del polen en sistemas basa
Rosaceae y Plantaginaceae.

dos en S-RNasa en las familias Solanaceae,

Palabras clave: Incompatibilidad gametofitica, rechazo del polen, locus S, S-RNasa, SLF.
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Abstract

Several plant families with hermaphrodite flowers have a sexual incompatibility system,
which encourage them to cross-pollination to increase genetic diversity in future generations.
Self-incompatibility (Sl) allows recognizing and rejecting the self-pollen and accepting that coming
from genetically related plants. The Sl is genetically controlled by the highly polymorphic S-locus,
which encodes the male —pollen expressed- and female determinants —pistil expressed- and
defines the pollen rejection specificity. In addition to the specificity determinants, genes unlinked
to the S-locus, called modifier genes are also essentials to properly complete the genetic
pathway. In this review, we analyze the genetic and biochemical mechanisms that regulate the
pollen rejection response in S-RNase based systems in families such as Solanaceae, Rosaceae
y Plantaginaceae.

Keywords: Gametophytic incompatibility, pollen rejection, S-locus, S-RNase. SLF.

Introduccioén

De acuerdo al World Conservation Monitoring Center se conocen cerca de 250,000
plantas con flores (angiospermas) en la tierra. Su asombrosa distribucién es consecuencia de su
gran capacidad de diversificacion y especiacion.

El éxito evolutivo de las angiospermas va de la mano con su adaptacion reproductiva
sexual, la flor. La mayoria de estas plantas incluyen el érgano femenino (pistilo) y el masculino
(estambres) en la misma flor. La proximidad de estas estructuras aumenta la probabilidad de la
autofecundacion, lo que de repetirse de manera reiterada, provocara en generaciones futuras
una depresion genética de la especie por endogamia.

¢, Coémo evitan las plantas con flores bisexuales la autofecundacion? Esta pregunta ha
estado en la mente de muchos cientificos desde los tiempos de Darwin, quien observé que las
angiospermas habian desarrollado mecanismos que evitaban la autopolinizacién para disminuir
la probabilidad de la autofecundacion. En este sentido Darwin describié el fendbmeno como...

“Dificilmente  existe algo mas maraviloso en la naturaleza que Ia
sensibilidad de los elementos sexuales a las influencias  externas,
y la delicadeza de sus afinidades... Podemos ver la sensibilidad de los elementos
sexuales de estas plantas, las cuales son completamente estériles con su propio polen,
pero son fértiles con cualquier otro individuo de la misma especie” (Darwin, 1878; p 467)

[1].

Hoy en dia se sabe que muchas familias de angiospermas han tratado de evitar de
varias maneras este problema de compatibilidad sexual y han evolucionado entre otros, un
mecanismo genético-bioquimico que les permite reconocer y eliminar su propio polen para
promover la polinizacién cruzada. Este hecho les permite a las plantas aumentar la capacidad de
sobrevivencia y reproduccion para contribuir a la diversidad genética de la siguiente generacién.
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Sistemas de incompatibilidad

La incompatibilidad sexual se define como la incapacidad de una planta hermafrodita
fértil para producir semillas después de la autopolinizacion [2, 3].

La fecundacién es un proceso muy dinamico derivado de una serie de interacciones
entre el gametofito masculino (grano de polen) y el érgano femenino, el gineceo o pistilo. El
gineceo esta compuesto de una superficie receptora de polen, el estigma, una estructura que
conduce a los tubos polinicos el estilo y del 6rgano que porta los 6vulos, el ovario. De esta
manera, el pistilo se encarga de reconocer y rechazar los granos de polen que produce la misma
planta, pero acepta aquellos granos de polen genéticamente relacionados, germinen y sus tubos
polinicos alcancen el ovario para que ocurra la fecundacion de sus o6vulos. Este proceso le
permite a las siguientes generaciones aumentar su diversidad genética.

En varias familias el reconocimiento y rechazo del polen esta controlado genéticamente
por un solo locus altamente polimérfico, conocido como el locus S. En él, se alojan dos genes
fuertemente ligados, una unidad transcripcional codifica la determinante masculina con expresién
especifica en el polen y la otra, a la determinante femenina que se expresa exclusivamente en el
pistilo. El reconocimiento S-especifico de estos dos factores conducen a la discriminacion e
inhibicion de la germinacion del polen o del tubo polinico en crecimiento, producido por la misma
planta o de aquel genéticamente muy relacionado.

Sistema de incompatibilidad gametofitico dependiente de S-RNasa

Los sistemas de incompatibilidad gametofiticos (SIG) se han estudiado intensamente en
familias de importancia agricola como Solanaceae y Rosaceae. En este caso, la respuesta del
rechazo del polen se lleva acabo en el primer tercio del estilo, donde sus células secretan una
serie de factores determinantes para nutrir y guiar al tubo polinico (TP) hacia el ovario. Sin
embargo, en estas familias también el estilo produce las moléculas citotéxicas que ingresan al
TP inhibiendo su crecimiento si la cruza es incompatible [4, 5].

La S-RNasa es la determinante femenina

Anderson et al. (1986) identificaron el gen de la determinante femenina en Nicotiana
alata, una solanacea. Este gen codifica una glicoproteina con actividad de ribonucleasa,
conocida como S-RNasa. Las ribonucleasas S son proteinas altamente polimoérficas y su
porcentaje de similitud oscila entre el 35 y 96%. La S-RNasa es una proteina que se expresa
especificamente en las células del tejido de transmision estilar y en el ovario. Su localizacion final
es en el espacio extracelular del tejido de transmision, que es el lugar por donde los TPs crecen
hacia el ovario [4, 6, 7, 8, 9]. El maximo pico de expresion de las S-RNasas en el pistilo
(alrededor del 10% de la proteina total estilar) es en la madurez, justo cuando la flor abre [10]. En
el estilo, las S-RNasas se concentran principalmente en el primer tercio de los estilos, lo que
coincide con el sitio en el que el rechazo del polen tiene lugar en Nicotiana y Petunia [11]. Los
experimentos de ganancia y pérdida de funcién en plantas transgénicas de Nicotiana y Petunia
demostraron que las S-RNasas son necesarias y suficientes para que el pistilo reconozca y
rechace el polen propio [12, 13]. Por ejemplo, plantas transgénicas de P. inflata con genotipo
S1S, que expresan el transgen de la Sz-RNasa, adquieren la capacidad de rechazar el polen S;.
Por otro lado, lineas transgénicas de Petunia con genotipo S,S; y transformadas con el transgen
en antisentido de la S;-RNasa, perdieron la capacidad de rechazar el polen S, pero mantuvieron
la capacidad de reconocer y rechazar el polen S, [12]. Estos datos permitieron establecer de
manera contundente que la S-RNasa es la determinante femenina en especies Al de las
solanéaceas.
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La accion de la S-RNasa en el rechazo del polen es mediante su actividad citotéxica de
degradacion del RNA del TP [4]. Las S-RNasas son glicoproteinas basicas de 30kD [4], la
fraccion de hidratos de carbono que las componen no se requiere para su actividad de RNasas
ni tampoco para su funcién de reconocimiento alelo S-especifico. Las estructuras cristalograficas
de las S-RNasas de N. alata y de Pyrus pyrifolia son muy similares a la RNasa fungica T2 [14].
Huang et al. (1994) demostraron por mutagénesis dirigida, que las S-RNasas se comportan
como agentes citotoxicos. Este grupo reemplazé una de las dos histidinas conservadas en el
sitio activo de la S3-RNasa de Petunia Inflata y la uso para transformar plantas de P. Inflata. Los
pistilos de las plantas transgénicas resultantes fueron incapaces de rechazar el polen S; debido
a la incapacidad de la S;-RNasa para degradar el RNA del TP. Un dato que refuerza este hecho,
fue el obtenido de un cultivar compatible del jitomate silvestre -Lycopersicon peruvianum-, el cual
codifica y expresa S-RNasas inactivas debido a una mutaciéon en una de las histidinas del sitio
activo [15, 16], corroborando que las S-RNasas funcionan como citotoxinas en el TP.

Comparando las secuencias de diferentes S-RNasas de solanaceas, se revela que estas
proteinas presentan cinco regiones conservadas nombradas de la C1 a la C5 y dos regiones
hipervariables HVa y HVb [17]. La estructura tridimensional de una S-RNasa de N. alata indica
que las HVa y HVb se localizan en la superficie de la molécula, sugiriendo que son estas las
regiones involucradas en la interaccion alelo S especifica con la determinante masculina [18]. Sin
embargo, experimentos de intercambio de dominios en P. inflata y en N. alata demuestran que
estas regiones hipervariables son necesarias pero no suficientes para determinar la especificidad
alélica de las S-RNasas [5, 19], por lo que todavia es desconocido qué aminoacidos de la S-
RNasa estan implicados en el reconocimiento alelo S-especifico.

SLF es una proteina con caja F y la determinante masculina

Después de identificar a la determinante femenina (S-RNasa), 18 afios después se cloné
el gen que codifica para la determinante masculina en los sistemas de incompatibilidad basados
en S-RNasa. Su identificacion, partié de la secuenciacion genémica del locus S, en Anthirrhinum
(Plantaginaceae) [20], en Rosaceae [21, 22] y en Petunia inflata, una especie de la familia
Solanaceae [23]. En estas plantas se realizé6 una caminata genémica desde el locus del gen S,.
RNasa. Notablemente, un gen localizado 161 kb rio abajo de este, con un marco de lectura
abierto para una proteina con homologia a aquellas con caja F llamé mucho su atencién, su
transcrito presentd una acumulacion especifica en el polen maduro y en los tubos polinicos, una
caracteristica deseada para cualquier candidato a ser la determinante masculina [23]. Este gen
fue denominado PiSLF (P. inflata S-Locus F-box protein), a la cual nos referiremos como SLF.

La evidencia experimental que demostrd que el gen SLF era la determinante masculina
fue aportada por Sijacic et al. (2004) [24]. Los experimentos realizados se basaron en el modelo
de la interaccién competitiva [25]. Este fendmeno ocurre en plantas de N. alata mutantes que
codifican y expresan en el polen dos alelos S diferentes. Esta situacion se registré después de
que plantas irradiadas duplicaron la region del locus S, pero solo la que codifica la determinante
masculina, o en plantas tetraploides. De esta manera, los granos de polen producidos por estas
plantas mutantes segregaron con genotipos heteroalélicos u homoalélicos. Si los granos de
polen son heteroalélicos son aceptados por un pistilo donde coincida su haplotipo, pero si son
homoalélicos son rechazados. De acuerdo con lo anterior, Sijacic et al. (2004) transformaron
plantas incompatibles de P. inflata S1S1, $1S2, ¥ S2Ss con el transgen SLF-, fusionado a un
promotor especifico de polen, las plantas transgénicas resultantes produjeron un polen
homoalélico (SLF, + S;) 6 heteroalélico (SLF, + S; 6 SLF, + S3). Los resultados mostraron que
so6lo el polen heteroalélico fue aceptado por interaccion competitiva, pero no aquél proveniente
de las plantas que produjeron polen homoalélico. Por lo tanto, estos datos demostraron
fehacientemente que SLF es la determinante masculina en los sistemas de incompatibilidad
basados en S-RNasa. Otros resultados que confirmaron que SLF es la determinante masculina
son los brindados por Lai et al. (2002) [20] y Qiao et al. (2004) [26] en Antirrhinum hispanicum,
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un miembro de la familia Plantaginaceae. En esta especie, el gen AhSLF, se clond y expreso en
el polen de plantas incompatibles del homécigo de P. hybrida S3S3. Las plantas transgénicas que
expresaron a AhSLF, y produjeron polen heteroalélico S;AhSLF,, fueron incapaces de rechazar
el polen S,. De esta manera, se concluyé6 que el gen AhSLF, estaba implicado en la
incompatibilidad en esta especie.

La proteina SLF incluye en su extremo N-terminal un dominio con caja F. La mayoria de
las proteinas con caja F funcionan como proteinas E3 ligasas, las cuales forman parte del
complejo SCF (Skp1-Cullin-F-Box). Este complejo, junto con la enzima E1 que une a la ubiquitina
y la enzima de conjugacién E2, median la poliubiquitinacion de proteinas blanco para su
degradacion en el proteosoma 26S [27, 28, 29, 30]. En este sistema de degradacién de
proteinas, se propone que la proteina E3 ligasa que transfiere a la ubiquitina seria SLF.

Factores no ligados al locus S

Por definicion la interaccion S-especifica entre la S-RNasa y SLF definen y
desencadenan la Al; sin embargo, estas no son suficiente para completar la respuesta del
rechazo del polen, porque la evidencia genética y bioquimica sefialan que se requieren factores
adicionales no ligados al locus S, conocidos como genes modificadores (GM).

Los esfuerzos para identificar GM en sistemas basados en S-RNasa han descansado en
estrategias bioquimicas y genéticas.

Proteinas que interactuan fisicamente con la S-RNasa
Proteinas estilares

Mediante ensayos de interaccidon proteina-proteina, utilizando como anzuelo a la S-
RNasa Cruz-Garcia et al. (2003; 2005) [31, 32] identificaron proteinas estilares que forman
complejos con las S-RNasas. Estas fueron tres arabinogalactoproteinas: 1) PELPIIl (Pistil
extensin-like protein 1ll), 2) TTS (transmitting tract specific glycoprotein) y 3) 120K [33, 34, 35,
36]. Finalmente, se identificd una cuarta proteina nombrada p11, la cual tienen similitud con una
quimiocianina con actividad quimioatrayente de tubos polinicos de Lilum longiflorum [37].

La proteina de N. alata, NaTTS funciona directamente en la guia y en la nutricién del TP
por el estilo [36, 38], aunque su funcion en la Al no se ha evaluado. La funcién de la proteina
PELP parece estar ligada en el crecimiento del TP al integrarse a la pared de callosa de éste
[33].

Por su parte, Nap11 (N. alata p11) es una proteina que se expresa abundantemente en
estilo y ovario, posee un dominio de unién a cobre y su funcién en la Al es aun desconocida.
Aunque se ha descrito que en Arabidopsis thaliana y Lilum longiflorum posee propiedades
quimioatractoras [37, 39], sugiriendo que en estas especies su funcién podria estar asociada a la
guia del TP hacia el saco embrionario. La Unica proteina que se sabe que participa directamente
en la incompatibilidad en Nicotiana es 120K [40].

Notablemente, experimentos de pérdida de funcidon demuestran que 120K es una
proteina esencial en la respuesta del rechazo del polen en Nicotiana [40]. La proteina 120K se
asocia a vacuolas del TP, ya que experimentos de inmunolocalizacién indican que colocaliza con
una pirofosfatasa vacuolar [41]. Ademas, ensayos interaccion proteina-proteina por medio del
doble hibrido en levaduras, sefialan que el extremo C-terminal de 120K interactia con una
proteina especifica de polen nombrada NaPCCP (Pollen C2 domain-containing proteins) [42].
Esta proteina une a PI3P lo que la asocia a la membrana plasmatica y a las vesiculas del TP,
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inclusive experimentos de localizacion de NaPCCP:GFP indican su presencia en el sistema
endosomal [42, 43].

Proteinas del polen

La proteina del polen SBP (S-RNase binding protein), se encontré en un ensayo de
doble hibrido en levaduras, utilizando el extremo C-terminal de la S-RNasa como anzuelo. Esta
proteina incluye una region rica en cisteinas que con un dominio RING-HC, el cual esta presente
en cierto tipo de ligasas E3 [44]. La proteina SBP Interacciona in vitro con proteinas como cullin
1 y proteinas de conjugacion E2 que, junto con las ligasas E3, son parte del complejo SCF de
marcaje por ubiquitinacion de proteinas que seran degradadas por el proteosoma 26S [26].
Aunque su funcion no es clara en la Al, se propone que SBP funciona como un factor importante
durante la respuesta del rechazo del polen [45, 46]. Notablemente, Huang et al. (2007) [47] y
Zhao et al. (2003) [48] encontraron que en P. inflata una proteina parecida a SBP, PiSBP, es
parte de un complejo SCF no convencional, ya que SLF interactia con una proteina cullin
(PiCUL1-G) y una proteina RING-HC, PiSBP1 (P. inflata S-RNase Binding Protein 1), pero no se
han observado que interaccione con proteinas tipo Skp1 o Rbx1 [44].

Factores que se expresan diferencialmente entre plantas incompatibles y compatibles de
Nicotiana

NaTrxh

El transcrito de NaTrxh se encontré mediante ensayos de cDNA-AFLP, como un RNAm
con mayor presencia en plantas con entorno genético de Al como el de N. alata BT que en
plantas compatibles de N. plumbaginifolia. Estos experimentos permitieron detectar que tanto el
RNAmM como la proteina NaTrxh se acumula mayoritariamente en N. alata (Cruz-Garcia, no
publicado).

Las tiorredoxinas son proteinas que ayudan a regulan el estado redox de la célula
reduciendo los puentes disulfuro de sus proteinas blanco. Juarez-Diaz et al. (2006) [49]
encontraron que la NaTrxh se secreta a la matriz extracelular del tejido de transmision del estilo,
sin tener un péptido sefal y que ademas interacciona fisicamente con la S-RNasa, reduciendo
sus puentes disulfuro. Actualmente se estan llevando experimentos de pérdida de funcion para
determinar el papel de NaTrxh en la Al en Nicotiana.

HT-B

La proteina HT-B es de 8.6 kDa y presenta un dominio (ND) rico en asparagina y acido
aspartico en su extremo C-terminal [50]. El transcrito y la proteina HT-B son especificos de
estilos maduros de plantas de Nicotiana y de Petunia Solanum.[50, 51, 52, 53, 54].

Cuando se suprimié la expresion de HT-B por antisentido y RNAi en Nicotiana, Solanum
y Petunia se encontré que HT-B es esencial en la Al, dado que las plantas, con HT-B suprimida,
no fueron capaces de reconocer y rechazar su propio polen [50, 54].

La proteina HT-B, al igual que 120K, son proteinas asociadas al sistema
endomembranoso del TP. Por su parte, HT-B se encuentra en la fraccion microsomal de un
fraccionamiento subcelular de TPs, su asociacién podria ocurrir por una modificacion lipidica en
su dominio ND, ya que este esta flanqueado por dos motivos de cisteinas CAACKC y CQTVCC
que se presumen como motivos susceptibles de palmitoilacion [41, 55].
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HT-B es una proteina que se integra a los TPs. Interesantemente, si la polinizacion es
compatible HT-B se degrada, una situacién que no ocurre en una cruza incompatible [41].

NaStEP

En la busqueda de genes fuera del locus S y con alto potencial de estar involucrados en
la Al en Nicotiana, se identific6 a NaStEP (N. alata Stigma Expressed Protein). La proteina
NaStEP es acida y se expresa abundantemente en estigmas Al de Nicotiana. Ademas, tiene
homologia con inhibidores de proteasas tipo Kunitz.

Un analisis de la secuencia de aminoacidos de NaStEP indica que tienen una sefial de
destino vacuolar (NPIVL) en su extremo N-terminal. Su localizaciéon subcelular se corroboré
mediante ensayos de inmunohistoquimica. Estos estudios arrojaron datos que indican que en
efecto, NaStEP se localiza en las vacuolas de las células del estigma. Aunque después de la
polinizacion NaStEP se libera al exudado del estigma. Ademas, un inmunoanalisis indica que
NaStEP se acumula abundantemente en estigmas de plantas con entornos genéticos de Al
como N. forgetiana, N. alata, y N. bonarensis, pero no es detectable en especies compatibles
como: N. tabacum, N. plumbaginifolia, N. benthamiana, N. longiflora 'y N. glauca. Este dato es
interesante ya que NaStEP puede participar directamente en la respuesta del rechazo del polen
en Nicotiana [56]. Nuestros estudios estan dirigidos por el momento en determinar si la supresion
de NaStEP abate la capacidad de rechazar el polen en una manera S-especifica en Nicotiana.

Modelo del SIG basado en S-RNasas
Modelo de la degradaciéon de las S-RNasas

Para describir este modelo supondremos que un estilo S1S, es polinizado con polen S;.
En este ejemplo, tanto la Sy como la S,-RNasa producidas por el estilo son transportadas al
interior del TP. En este caso la determinante masculina en el TP es SLF4, la cual mediara
especificamente la ubiquitinacion y la degradacién de la S,-RNasa por el proteosoma 26S, pero
no de la Si-RNasa, permitiendo que esta ribonucleasa ejerza su efecto citotdxico e inhiba el
crecimiento del TP S;. En este modelo se sugiere que la interaccién S-inespecifica entre SLF y la
S-RNasa es mas fuerte que la interaccién SLF con la S-RNasa S-especifica. Lo anterior se
cumple muy bien en una cruza compatible. Por ejemplo, si la polinizacién ocurre entre un estilo
S1S, y el polen S;, se formaran en el interior del TP complejos estables S;-RNasa-SLF;y So-
RNasa-SLFj3, lo que provocaria la degradacion de ambas S-RNasas y la estabilidad del RNA del
TP no se vera afectada, permitiéndole al TP alcanzar el ovario (Fig. 1).

Modelo para la compartamentalizacion de las S-RNasas

Un modelo alternativo para explicar el rechazo del polen en sistemas basados en S-
RNasa fue propuesto por Goldraij et al. (2006) [41]. El modelo propone que las S-RNasas
ingresan a los TPs por endocitosis no importando su haplotipo S. Este modelo ademas de la S-
RNasa y SLF incluye a los GM estilares 120K y HT-B, como componentes de un sistema
selectivo del rechazo del polen secretado a la matriz extracelular del estilo.
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Figura 1. Modelo mixto del rechazo del polen. (A) Polinizacion Compatible. Las S1y S»-
RNasas se almacenan en una vacuola. Se libera una pequefa porcion de las S-RNasas
al citoplasma del TP, donde interacciona de manera S-inespecifica con SLFs. El complejo
SCF-SLF3 poliubiquitina a la S1 y S,-RNasa para su degradacién por el proteosoma 26S.
Ademas, se propone que la degradacion de HT-B es crucial para que la vacuola que
contiene el TP ocurre porque es blanco del complejo SCF-SLF3. Alternativamente, HT-B
podria ser degradada por una via no descrita. Como quiera que ocurra, la degradacién de
HT-B es esencial para que la vacuola que contiene a las S-RNasas permanezca intacta y
el TP continde su crecimiento al ovario. (B) Polinizacion Incompatible. Las S1 y S»
RNasas también se almacenan en una vacuola. Se libera una porcion de ellas al
citoplasma del TP y se forman dos tipos de complejos con SLF: uno S-inespecifico y otro
S-especifico. La interaccion S-inespecifico conduce a la degradacién de la S-RNasa
(como en la cruza compatible). En cambio la interaccion S-especifica, tienen menor
afinidad y conlleva a la monoubiquitinacion de la Si-RNasa; la cual es una sefal para
transportar a la Sp-RNasa a la vacuola. Por otro lado, la proteina HT-B no es degradada y
provoca la ruptura y la liberacion masiva de las S-RNasas que afectan la sintesis de

proteinas y con ello el crecimiento del TP.
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Por ejemplo, bajo este modelo un tubo polinico proveniente de un grano de polen S;
creciendo en un pistilo heterocigoto S,S3, evita ser rechazado porque tanto las S,-RNasas como
las S;-RNasas permaneceran secuestradas en una vacuola del TP, como consecuencia de la
degradacion de HT-B. Por otro lado, en el caso de un polen S; o S3, cuyos tubos polinicos se
desarrollen en un estilo S,S3 la proteina HT-B que ha ingresado al tubo polinico se estabilizara y
la vacuola sera degradada liberando a la S,-RNasa y a la S3-RNasa al citoplasma del TP, en
donde ejerceran su efecto citotdxico para inhibir el crecimiento del TP [41].

La interaccion SLF-Si-RNasa debe ser dominante sobre la interaccion SLF;-S,-RNasa.
De esta forma, si la interaccién SLF,-S;-RNasa en una cruza incompatible ocurre, HT-B se
estabilizara evitando su degradacién. En el caso de una cruza compatible los complejos seran
SLF-S,-RNasa, lo que provocara la degradacién de HT-B. El mecanismo mediante el cual esto
ocurre es desconocido y el efecto podria ser indirecto. Por ejemplo, HT-B podria ser degradada o
estabilizada por una proteina hipotética del polen.

Aunque el modelo de la degradacion de la S-RNasa no involucra a las proteinas estilares
HT-B y 120K, ambos modelos sostienen que la Al depende de la interaccion especifica de SLF
con la S-RNasa. Quizas parte de la discrepancia entre ambos se deba a que se desconocen
todos los factores estilares y del polen que son parte de la via del rechazo del polen. De hecho,
el unico factor polinico que se conoce es SLF en Antirrhinum, Petunia y en algunas rosaceas.

Modelo mixto de rechazo del polen

Los avances cientificos se resumen en los modelos descritos anteriormente. Sin
embargo, han causado una gran controversia, porque en principio son contradictorios, ya que el
modelo de la degradacién de las S-RNasas propone que la interaccion S-especifica entre SLF y
la S-RNasa es muy débil y que el equilibrio favorece la forma libre de a S-RNasa, que destruira
el RNA del TP. Sin embargo, el modelo de la compartamentalizacién argumenta que la
interaccidon S-especifica entre SLF y la S-RNasa solo dispara la cascada de Al y que la ruptura
de la vacuola que contiene a las S-RNasas es lo que provoca la degradacion masiva del RNA en
el TP. Un dato que apoya este modelo es que en las plantas transgénicas donde se encuentran
silenciadas HT-B y 120K, la interaccion S-especifica entre SLF y la S-RNasa también ocurre y si
la S-RNasa quedara libre como lo proponen Hua y Kao, (2008) [58] entonces habria rechazo del
polen. Sin embargo, no sucede asi. No obstante, nosotros consideramos que ambos modelos
pueden integrarse en uno solo al que llamamos modelo mixto de rechazo del polen (Jiménez-
Duran y Cruz-Garcia, en prensa).

En este modelo sugerimos que en una cruza compatible, cuando un estilo heterocigoto
§1S; es polinizado con polen S;, la S1-RNasa y la S,-RNasa, formaran complejos S-inespecificos
con SLF; y seran degradadas por el proteosoma 26S, de acuerdo con Hua y Kao, (2008) [58].
Esta interaccion S-inespecifica podria ademas provocar que el complejo SCF con SLF;
ubiquitinara a la proteina HT-B para su degradacion también por el proteosoma 26S, o estimular
su degradacion por otra via desconocida. Lo importante aqui seria la degradacion de HT-B y la
consecuente estabilizacién de las vacuolas para contener la actividad citotdéxica de las S-
RNasas. Por el contario, en una cruza Al los complejos SLF,; con la S,-RNasa sera S-
inespecificos y seguira la ruta de degradacion del proteosoma 26S. Sin embargo, el complejo
SCF-SLF; se unira con menor afinidad a la S;-RNasa, desplazando el equilibrio hacia formas
libres de SLF4 y de la S;-RNasa. Bajo este escenario, la S-RNasa libre podria atacar el RNA del
TP. No obstante, los datos apuntan a que no lo hace, porque en ausencia de HT-B o 120K en
plantas silenciadas [40, 50], el TP incompatible continua creciendo hacia el ovario. Una posible
explicacion de porque no ocurre la degradacion del RNA, es porque el complejo SCF-SLF; en el
corto tiempo que se une a la S;-RNasa podria monoubiquitinarla y confinarla al sistema
endomembranoso del TP para contener su actividad. Hay un dato que sustenta esta hipétesis y

75



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXXV (2011)

fue el brindado por el trabajo de Meng et al. (2010) [59], quienes sobreexpresaron S-RNasas en
TPs y observaron que estas ribonucleasas no degradan el RNA, si no por el contrario, son
secuestradas en un compartimento del sistema endomembranoso del TP. En cualquier caso la
proteina HT-B en el TP juega un papel crucial para mediar la ruptura de la vacuola que contiene
a las S-RNasas liberandolas al citoplasma del TP donde atacaran al RNA e inhibiran el
crecimiento del TP.
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Resumen

Los neuromoduladores son substancias que son liberadas por neuronas para regular la
actividad neuronal a nivel sinaptico o endoécrino. Sus acciones pueden ser mediadas por
receptores acoplados a proteinas G (GPCR). Los mecanismos clasicos de accion se han
asociado a la activacion de proteinas G que a través de su subunidad a interactua con enzimas
productores de segundos mensajeros, como el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y el inositol
trifosfato (IP3), o por accién de las subunidades yB interactuando con canales iénicos. Pero,
ademas de estas vias clasicas los GPCRs pueden interactuar con otros GPCRs sensibles al
mismo o diferente agonista para regular la funcién fisiolégica. Finalmente, se ha encontrado
interaccién de neuromoduladores (agonistas de GPCRs) con canales iénicos activados por
ligando o voltaje para modular Ia fisiologia celular.

Palabras clave: Neurotransmisores, neuromoduladores, receptores metabotrépicos, GPCR,
neuromodulacién.
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Abstract

Neuromodulators are compounds that are released by neurons to regulate its activity at
synaptic and endocrine level. Its actions can be mediated by G protein coupled receptors
(GPCR). The classical mechanisms has been associated to the action of the a subunit interacting
with enzymes that produce cyclic adenosine monophosphate (cCAMP) or inositol triphosfate (IP3),
also can be due to the action of By subunits interacting with ionic channels. Moreover the GPCRs
can interact with other GPCRs sensitive to the same or different agonist to modulate the
physiological function. Finally, it has been found that neuromodulators can interact directly with
ionic channels ligand or voltage gated to modulate cell physiology.

Keywords: Neurotransmitters, neuromodulators, metabotropic  receptors, GPCR,
neuromodulation.

Introduccion

La comunicacidon sinaptica ha sido definida por la accién de 2 mecanismos, la
transmision sinaptica eléctrica y la transmisidn sinaptica quimica. La actividad de tipo eléctrico es
generada por la comunicacion directa entre células a través de la uniones comunicantes o gap
junctions. La comunicacion quimica es definida por las moléculas que son liberadas desde una
terminal o proceso neuronal, conocida como presinapsis, y la accion de este agente quimico es
en la regién conocida como post sinapsis, el agente quimico o neurotransmisor tiene que
atravesar un espacio denominado espacio sinaptico. Para poder ser definido como
neurotransmisor el agente quimico tiene que cumplir con 5 criterios: 1) Ser sintetizado y liberado
por neuronas. 2) Debe ser liberado desde terminales nerviosas en una forma quimicamente
identificable, podra ser aislado y caracterizado estructuralmente. 3) El neurotransmisor debera
reproducir en la neurona postsinaptica los mismos eventos generados por la neurona
presinaptica. 4) Los efectos producidos por el neurotransmisor debera ser bloqueado
competitivamente por agentes antagonistas quimicos especificos. 5) Deberan existir
mecanismos activos que terminen con la accién del neurotransmisor liberado, como la accion de
enzimas degradadoras especificas o sistemas de transporte que acaben con la accién del
neurotransmisor.

Con los anteriores criterios han sido definidas mas de 20 moléculas transmisoras. Asi,
podemos definir como neurotransmisores clasicos como Acetilcolina (ACh), Dopamina (DA),
Norepinefrina (NE), Serotonina (5HT), Acido Gama Amino-Butirico (GABA) y Glutamato
(aspartato), Endocanabinoides y neurotransmisores peptidicos como Neurotensina (NT),
Endorfinas (END), Substancia P (SP), etc.

La mayoria de estas substancias pueden cumplir con los 5 criterios para ser definidos
como neurotransmisores, excepciones como el 6xido nitrico que es un gas y los mecanismos de
sintesis y liberacién no son a través de vesiculas.

Es importante en este momento redefinir el mecanismo de accidon de los
neurotransmisores. Definimos la accion de un neurotransmisor a través de dos mecanismos
basicos, el ionotropico donde el receptor es, en si, un canal iénico. Tomando esto en cuenta
podemos definir como neurotransmisores al Glutamato, GABA, Acetilcolina, Glicina, Serotonina
y Adenosina trifosfato (ATP). Cuando alguno de estos compuestos es liberado al espacio
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sinaptico, alcanza su receptor induciendo un cambio en su estructura que los lleva de un estado
cerrado a un estado abierto, permeable a iones, cuya selectividad se define por aminoacidos
localizados en la boca del poro formado por las diferentes subunidades que conforman el canal
proteico. Una vez activado por el neurotransmisor, el canal idnico permite el flujo de iones, este
proceso pasa posteriormente a un estado desensibilizado, y cuando el neurotransmisor es
eliminado del espacio sinaptico el canal pasa a un estado cerrado. Este proceso de
desensibilizacion es compartido por la mayoria de ellos, con excepcion de un grupo de
receptores de glutamato, el que es activado especificamente por kainato. La activacién de dicho
canal por el kainato o por el glutamato permite el flujo de iones sin pasar al estado
desensibilizado y se mantiene abierto hasta que el neurotransmisor o su agonista es eliminado.

El otro mecanismo de accion de los neurotransmisores es el metabotrépico, que en este
caso los llamaremos neuromoduladores, en el cual la mayoria de las moléculas
neurotransmisoras antes mencionadas pueden ejercer su accién, a través de la activacion de
receptores, por lo general de la familia de proteinas de membrana con 7 segmentos
transmembranales. Esta familia comprende mas de 800 proteinas que al ser activadas
interactuan con proteinas G y son denominadas como receptores acopladas a proteinas G
(GPCRs) [1]. Eliminando las moléculas que activan el sistema del gusto y olfativo, existen mas
de 100 GPCRs que no se les conoce un agonista endoégeno especifico y se les considera
huérfanos (Orphans) [1, 2]. Con el desarrollo de la Quimiogendmica cuyo propdsito es la
identificacion de pequefas moléculas que interactian con los productos del genoma y modulan
sus funciones biolégicas se ha disparado la investigacion para encontrar moléculas que
interactuen directamente con los GPCRs [2,3].

Una vez que el receptor es activado, este se acopla a una proteina G (la cual esta
formada por 3 subunidades a, B y y) la que a su vez puede actuar sobre enzimas efectoras como
la adenilil ciclasa (AC) o la fosfolipasa C (PLC) a través de las subunidades as o aq
respectivamente, o actuando sobre canales iénicos a través de las subunidades By. Para una
revision ver [4-6].

Asi, podemos poner como ejemplo como el acido glutamico puede ejercer su accién a
través de receptores ionotrépicos, a través de tres familias de receptores, los sensibles a AMPA
(acido a-amino-3- hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico, kainato y a NMDA (acido N-Metil-D-
Aspartico) los cuales permiten el flujo en diferentes proporciones de cationes sodio, calcio y
potasio, generando una despolarizacién de la membrana neuronal. O por la activacién de
receptores metabotrépicos la activacién de proteinas G que a su vez activaran a enzimas
efectoras que amplificaran la senal [7].

Cuando un GPCR es activado por su agonista especifico, induce un cambio estructural
que permite que la subunidad a de la proteina G asociada pueda separar al GDP que
normalmente mantiene unido y en estado desactivado, y posteriormente pueda asociarse a GTP
quedando en estado activado, permitiendo a su vez activar o inactivar las enzimas efectoras
como adenilil ciclasa o la fosfolipasa C (Ver Figura 1). La subunidad a tiene actividad GTPasa,
mientras la subunidad a tenga el GTP estara en condicidon de activar a la proteina efectora.
Cuando la subunidad a, por su actividad de GTPasa o fosfodiesterasa, desfosforile al GTP
convirtiéndolo en GDP y liberando un fosfato inorganico, esta subunidad a pasara a un estado
desactivado y perdiendo la capacidad de activar a la proteina efectora [4]. La Figura 1 muestra
esta cascada de sefalizacion utilizando el ejemplo de la activacion de la Gas que activa a la
adenilil ciclasa produciendo AMPc (adenosina monofosfato ciclico). EI AMPc se une a las
subunidades reguladoras de la proteina cinasa A que tiene la capacidad de fosforilar en residuos
aminoacidicos de serina o treonina.

Otro de los mecanismos considerados como clasicos es la activacion de la fosfolipasa C.

Esta enzima tiene la funcién de romper los fosfolipidos de membrana, y en este caso la forma C
rompe especificamente la union entre el fosfato que sirve de puente con el inositol difosfato, al
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romper a este nivel el inositol queda libre con 3 fosfatos, por lo cual se denomina inositol
trifosfato (Ver Figuras 2y 3).

W
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e Fosforilaciénde
Campe D 2% s proteinas efectoras

Figura 1. Via de sefalizacién de la PKA. A. GPCR asociada a una proteina G. Cuando el
neuromodulador activa a la GPCR la proteina G de separa dejando activa la subunidad
a. B. La subunidad as puede activar a la adenilil ciclasa. C la Adenilil ciclasa a partir de
ATP genera AMPc. D. El AMPc producido por esta cascada activa a la PKA la cual a su
vez fosforila proteinas efectoras.
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Figura 2. Inositol trifosfato y la Fosfolipasa C. A. Sitios de accién de las fosfolipasas A1,
A2, C y D. B. Estructura del fosfatidil inositol. C. Inositol trifosfato.
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Figura 3. Via de sefializacién de la fosfolipasa C- inositol trifosfato . A. GPCR asociada
a una proteina G. Cuando el neuromodulador activa a la GPCR la proteina G se separa
dejando activa la subunidad aq. B. La subunidad aq puede activar a la fosfolipasa C
(PLC). C. La PLC a partir de fosfatidilinositol de membrana genera inositol trifosfato
(IP3). D. El IP3 producido por esta cascada activa a la liberacion de calcio desde
reservorios intracelulares.

Un proceso intermedio de activacién a través de la proteinas G es el mediado por la
interaccién de las subunidades By que quedan libres al separarse de la subunidad a. Se ha
reportado la accion de los dimeros By sobre los canales de potasio rectificadores entrantes
(GIRKs o Kir3.x) [8,9] ademas se ha mostrado que los dimeros conformados por la subunidades
B1-B4 activan el canal mientras que aquellos conformados por la subunidad 35 actuan como
competidores inhibiendo dicha activacion [10]. Cuando se estimula con toxina pertusis (PTx) se
activa irreversiblemente las proteinas Gai/o separando la subunidad alfa del dimero By
permitiendo al unién con el canal GIRK y activandolo [8,10-12]. También se ha mostrado que la
serotonina o 5-hidroxitriptamina (5HT) incrementa la conductancia de los canales GIRK a través
de este mecanismo, mientras que el uso de la hormona liberadora de tirotropina hace lo opuesto
[9]. Ademas, se ha observado que estos dimeros GBy pueden activar a la PLC [13]. Un ejemplo
de esta interaccién es la corriente activada, o con canales de calcio sensibles a voltaje del tipo
P/Q o N, con algunas isoformas de adenilato ciclasa o fosfolipasa C, asi como con algunas
isoformas de la fosfoinositido 3 cinasa (PI-3K) [14].

Si seguimos el modelo clasico de accion de las proteinas G es posible a través del uso
de bloqueadores especificos demostrar que la activacién de una GPCR lleva a cabo una
determinada cascada de sefalizacion. Por ejemplo, si suponemos que la activacion de una
GPCR activa a la adenilil ciclasa este efecto debera ser mimetizado por el uso de forscolina la
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cual activa directamente a la adenilil ciclasa. Si queremos eliminar el papel de las proteinas G se
pueden dejar activadas de manera saturante al usar GTPyS que activaria de manera irreversible
a la subunidad A y por tanto la accion del agonista al activar el GPCR se veria ocluido. Con el
mismo objetivo se pueden utilizar agonistas permeables a la membrana para activar o bloquear
la activacién de la PKA. Si después de bloquear las diferentes fases de la cascada de
sefalizacion y el efecto final en estudio se mantiene, probablemente tengamos un mecanismo de
neuromodulacién alternativo de las vias de sefializacion clasicas.

Mecanismo de modulaciéon dopaminérgica clasica.

Las acciones de dopamina son mediadas por la activacion de multiples vias de
transduccion de sefales por segundos mensajeros. El receptor D1 clasico es conocido por estar
acoplado al sistema de adenilato ciclasa (AC) [15,16]. Incrementos subsecuentes en |la formacion
de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), conllevan a la activacion de la proteina cinasa A
(PKA), desatando una cascada de eventos bioquimicos. Sin embargo, en adiciéon a esta via
clasica del receptor D1 se ha encontrado que también esta acoplado a la fosfolipasa C (PLC),
esto se deduce a partir del hallazgo de ARNm en estriado de rata que codifica a estos receptores
[17]. En tejido cerebral y renal de rata, la activacion del receptor D1 clasico acoplado a PLC,
incrementa la formacion del inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) [18,19]. Este resultado
no es dependiente de AMPc, ya que incrementa el calcio intracelular (por el IP) y la activacién de
la proteina Cinasa C (PKC) por la activacién del diacilglicerol (DAG). En ratones modificados
genéticamente para no expresar el receptor subtipo D1a, hay una expresién continua del
receptor D1 acoplado a PLC pero no del receptor D1 acoplado a AC sugiriendo que estos dos
tipos de receptores tienen una expresion genética diferente. Mientras que en la amigdala, la
estimulacion de los receptores D1 inducen un incremento en la formacién de IP3 pero no del
AMPc, en corteza frontal y estriado se activan ambos sistemas de transduccion de sefiales [20],
lo cual nos lleva a deducir que también existe una distribucion regional de estos dos sistemas
que estan acoplados al receptor D1.

Modulacién de receptores de DA sobre corrientes idnicas

Las neuronas de la corteza prefrontal (CPF) reciben entradas que evocan potenciales
excitatorios postsinapticos (exitatory postsinaptic potentials, EPSP) subumbrales para disparar
en rafaga. Estos PEPS, de origen glutamatérgico, se activan en un voltaje de 10-30mV mas
positivo que el potencial de membrana en reposo, al cual corrientes idnicas dependientes de
voltaje, como la corriente persistente de sodio (INaP), corriente persistente de potasio (IKP),
corriente de bajo umbral de calcio, se activan e interactian unas con otras para regular el umbral
de disparo, asi como la duracién y la amplitud de los EPSPs [21,22].

Diversos estudios han mostrado el efecto de la dopamina directamente sobre las
principales corrientes idnicas que subyacen a la iniciacion de disparo. La estimulacion de los
receptores de DA postsinapticos D1/D5 y D2/D3 puede modular los cambios temporales en las
conductancias iénicas que alteran el umbral de disparo en neuronas de CPF medial (CPFm). En
respuesta a entradas despolarizantes, la activacion de receptores D2/D3 puede inducir un
decremento temprano de la excitabilidad neuronal, mientras que la activacion de D1/D5 induce
un prolongado aumento de la excitabilidad neuronal [23]. Este efecto bifasico de la dopamina
puede verse temporalmente después de la aplicacién, produciendo inicialmente un decremento
en las medidas fisiolégicas seguida de un decremento de estas. Diversos estudios en regiones
cerebrales como hipocampo, estriado y corteza prefrontal y en tejidos no cerebrales demuestran
acciones bifasicas de la dopamina haciendo este efecto una caracteristica principal de este
neuromodulador.

En el caso de la INaP, los resultados no han sido claros aun. Mediante la técnica de
voltaje-clamp, usando un electrodo de registro intracelular, en rebanada en neuronas de CPF de
rata, activando una corriente lenta de entrada sensible a TTX (en ausencia de bloqueadores de
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canales idnicos para calcio y potasio) mediante una rampa de voltaje, se encontré que esta
corriente se suprimié por la administracion en el bafio de DA 10uM [24], mientras que otros
estudios reportaron que la DA no produce modulacion de la INaP en neuronas corticales.

Por otra parte, Cepeda y colaboradores [25] examinaron los efectos sobre la corriente de
entrada evocadas por rampas de voltaje despolarizantes, en rebanadas de corteza provenientes
de la cirugia de nifios con epilepsia y encontré que la DA en concentraciones de 20-50 pM
produce una reduccion de la INaP, sin verse afectado la amplitud de esta corriente.

La modulacion de la cinética de activacidon e inactivacion de la INaP por DA podria
deberse a una misma modulacion por DA sobre otras corrientes que aumentarian la diferencia
de voltaje entre los compartimentos, por lo que se tendria un amplio rango de cambios en la
integracion de senales neuronales. Los efectos inducidos por la DA sobre la INaP, pueden
mejorar la probabilidad de que las neuronas, en ciertas regiones cerebrales como la CPFm,
inicien el disparo de espigas en un tiempo dado, en respuesta a una despolarizaciéon subumbral
de entrada, asi la frecuencia especifica de disparo puede ser transmitida a neuronas vecinas
interconectadas [26, 27] lo cual puede conllevar a una oscilacion subumbral en la misma
frecuencia y fase.

La modulacion de los canales de sodio en cerebro de mamiferos puede ser atribuido a la
fosforilacion de canales via activacion de la PKA dependiente de AMPc, asi como por la proteina
cinasa C (PKC) dependiente de calcio. La activacion de la PKA reduce la amplitud al pico de la
corriente rapida de sodio, sin afectar la cinética o las propiedades dependientes de voltaje de los
canales de sodio [28-30]. Registros de canal unitario en neurona de hipocampo y estriado
muestran que la DA, a través de la activacion de la PKA pero no de la PKC, reduce la
probabilidad de apertura de los canales de sodio que conducen la corriente transitoria rapida de
sodio [31, 32]. Estudios han mostrado que la modulacion de esta corriente por la via D1/PKA es
dependiente de voltaje con efectos no vistos a -110mV, pero existe un efecto supresor de la
corriente que va aumentando progresivamente a medida que el potencial de membrana se va
despolarizando. Debido a que la estimulacion de PCA induce un pequefo cambio en la
dependencia de voltaje en la inactivacion del estado estacionario de la corriente de sodio, se
sugiere que voltaje de membrana puede alterar directamente el patrén de fosforilacion de la PKA
[33, 34]. En contraste, la activacion de la PKC no sélo modula la amplitud del pico de la corriente
transitoria rapida de sodio, sino también hace mas lenta su inactivacion.

En neuronas piramidales de la corteza prefrontal media (CPFm) la despolarizacion del
subumbral de membrana por corrientes entrantes es conocida por ser opuesta a la inactivacion
lenta de la corriente (conductancia) de salida del potasio. La corriente de inactivacion lenta de
potasio (IKIL), la cual opera en los rangos subumbrales para el inicio de disparos de espiga, es
sensible a la 4-aminopiridina y dendrotoxina. Esta corriente lenta de salida media la rectificacion
de salida de membrana en el rango de voltaje desporalizada y es funcionalmente opuesta la
despolarizacion sostenida por la corriente lenta de sodio (INaP). Cuando los canales de sodio y
calcio son bloqueados, los agonistas de D1/D5 pueden remover la rectificacion de salida de
membrana mediada por la corriente de inactivacién lenta de potasio y esto permite que la INaP
ejerza su efecto primario: bajar el umbral para el disparo de espiga [21]. Estudios realizados en
neuronas disociadas de estriado demuestran que la estimulacién del receptor D1 por el agonista
APB (0.01-100 uM) y SKF 38393 (10 uM) reduce selectivamente la corriente de inactivacion
lenta de potasio de forma dependiente de la dosis [35]. Este efecto se encontré que no fue
mediado por receptores D1 clasicos acoplados al sistema de adenilato ciclasa, por lo que los
autores propusieron una regulacién de tipo alostérico o un bloqueo de los canales que producen
esta corriente, en otras palabras, existe una interaccién directa. Sin embargo, en neuronas
disociadas de CPF, la reduccion de la IKIL por los receptores D1 es provocada por la via
intracelular D1-AMPc-PKA [36, 37]. La consecuencia de estos eventos es que una vez que el
umbral para el disparo de espigas haya disminuido por la DA, el disparo repetitivo siguiente
podria ser sostenido.
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Este mecanismo clasico de accién se reportd para la modulacion de las corrientes
activadas por NMDA o por GABA en las neuronas neoestriatales de rata [38, 39] o en corteza
prefrontal [40]. La via de sefalizacion inicia con la activacion de los receptores de dopamina de
la familia D1, que a través de la interaccion proteinas Gas, activan a la adenilil ciclasa (AC)
generando AMPc, y posteriormente activar a la PKA la cual fosforila el receptor de NMDA. Esta
accion es favorecida por la fosforilacion de la proteina activada por dopamina y AMPc de 32 Kd
(DARP32) [41], la cual al ser fosforilada es un potente inhibidor de la proteina fosfatasa 1 (PP1)
cuya funcién es eliminar los fosfatos de proteinas fosforiladas regresandolas a su estado
funcional basal.

En el caso de la modulacion mediada por dopamina de las corrientes GABAérgicas, se
reportd que la fosforilacién de la subunidad B3 en las serinas S408 y S409 incrementd las
corrientes ionicas registradas, mientras la mutacion selectiva de S408 por alanina convirtio la
potenciacion en inhibicion, lo cual es comparable a la sola fosforilaciéon del sitio S408 en la
subunidad 31 [42].

Otro mecanismo a través del cual la DA podria cambiar la excitabilidad neuronal es via
modulacién de corrientes de calcio (ICa). Se sabe que la conductancia idnica activa (Na+, K+,
Ca2+) esta presente en las dendritas y en las propiedades biofisicas de las dendritas apicales en
neuronas de CPF, corteza somatosensorial e hipocampo. Varios subtipos de canales de calcio
estan presentes a lo largo de las dendritas apicales y basales, implicados no solo en la
regulacion de disparo sino también en la amplificacon de la sefal sinaptica y la plasticidad
sinaptica dependiente de calcio [43, 44]. La cercania de las terminales dopaminérgicas
mesocorticales sobre las espinas que se encuentran en las dendritas apicales y basales sugieren
una modulaciéon dopaminérgica directa sobre los canales de calcio, y esto quizas después de la
supresion de la IKIL lo cual tendria una gran influencia sobre las entradas y salidas sinapticas de
neuronas de CPF [45].

Otro efecto de los receptores de dopamina el cual es poco conocido, es la activacion de
metil-transferasas para metilar fosfolipidos. En este proceso la dopamina a través de los
receptores D4 interactia con metil transferasas para metilar a la fosfatidiletanolamina membranal
y convertirla en fosfatidilcolina, lo cual incrementando la fluidez de la membrana en la vecindad
del receptor de dopamina D4 [46-50].

Interaccion proteina-proteina (GPCR-GPCR)

La interaccion de los GPCR con los sistemas de sefalizacién citoplasmaticos no es la
unica forma de interaccion de las proteinas acopladas a proteinas G (GPCRs). Las GPCRs
interactuan directamente, a través de una interaccion proteina-proteina formando heterodimeros.
Ya cada vez es mayor la lista de receptores que forman heteromeros [1].

Inicialmente, con las técnicas de co-inmunoprecipitacién encontraron interacciones entre
receptores de adenosina como la interaccion A1/A2A que fue confirmada por deteccion de
inmuno-oro (immunogold) y con co-inmunoprecipitacion en terminales glutamatérgicas en el
estriado de la rata [51]. Asimismo, en 2001 Ciruela y colaboradores [52] reportan interacciones
entre el receptor de glutamato metabotropico 1a (mGlu1a) y el receptor A1 en sinaptosomas
cerebelares. Se han reportado interaccién ente A2/D2 [53, 54], entre A2/mGlu5 [55], entre D1-
D2/H3 [56], entre otros.

Con el desarrollo de la tecnologia FRET (transferencia de energia fluorescente
resonante por cercania y BRET (transferencia de bioflourescencia resonante por cercania) se
han encontrado interacciones funcionales entre moléculas cuya cercania es del rango de 1-10
nanometros, asi una gran cantidad de receptores metabotropicos formadores de dimeros han
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sido identificados, para una revision ver [1, 57-59]. En una revision Kamal y Jockers [1]
muestran ejemplos de interacciones diméricas entre receptores adrenérgicos con opioides,
serotonina con dopamina, galanina glutamato metabotrépicos. Con estos datos podemos
observar que el proceso metabotropico de un receptor puede ser a su vez regulado por la
interaccién con otro receptor a un neuromodulador diferente, o incluso por el mismo. Asi se han
descrito acciones de los dimeros en los sistemas neuroendocrino, nervioso central,
cardiovascular, renal, gustativo y en el metabolismo.

Interaccion de receptores de dopamina (GPCR) con receptores ionotrépicos de Glutamato

Un ejemplo interesante es el papel regulador de la dopamina sobre corrientes iénicas
activadas por glutamato. En 2002 mostramos que la dopamina modula positivamente las
corrientes activadas por NMDA [60], este proceso es llevado a cabo por los receptores de
dopamina tipo | a través del mecanismo clasico, la activacion de una proteina Gas la cual induce
la activacion de la adenililciclasa para, a su vez, producir AMPc. EI AMPc producido se une a las
subunidades reguladores de la Proteina Cinasa A (PKA) dejando libres las subunidades
cataliticas que al fosforilar el receptor de NMDA favorece una mayor conductancia. A través de
este proceso clasico mediado por la dopamina ingresaria mayor cantidad de iones calcio al
interior celular, lo cual puede llegar a ser dafino a la célula. Sabemos que el calcio al no ser
manejado adecuadamente por la célula puede disparar el proceso de apoptosis celular [61, 62].
Ahora bien, imaginemos la condicién en donde la entrada de calcio compromete la viabilidad
neuronal, si esta entrada de calcio es potenciada por dopamina en un proceso funcional y
necesario, esta accion aumentaria el riesgo de apoptosis. Lee y colaboradores describieron un
mecanismo por el cual la dopamina puede interactuar con la porcion intracelular del receptor de
NMDA vy a su vez activar un proceso intracelular que inhiba la activacion de la apoptosis [63]. En
este trabajo describen como la activacion del receptor de dopamina (DA1), a través de una
interaccion intracelular directa de proteina a proteina, se induce la activacion la fosfoinositido 3
cinasa (PI3K) que protege a la neurona de un posible dafo apoptoético.

En este mismo sentido de interaccion heteromérica GPCR-canal i6nico, Liu y
colaboradores publicaron la interaccién directa proteina-proteina (cross-talk) entre el receptor de
dopamina (D5) y el receptor de GABAA [64]. En este trabajo muestran que la coactivacion de los
receptores de GABA (y2) y Dopamina (D5-CT ) produce una reduccion en la produccion de
AMPc y a la vez una reduccion de la corriente generada por GABA. Aunque aun no habia sido
comprobado por las técnicas de FRET o BRET, este trabajo se centré en la formacion de
quimeras entre las secciones terminales citoplasmicas de las subunidades y2 del receptor de
GABA vy la regioén carboxilo terminal del receptor de dopamina D5.

Interaccion directa de un neuromodulador con un receptor ionotrépico

En el tiempo en que se demostraba que la dopamina modulaba las corrientes activadas
por NMDA en neuronas neoestriatales a través de las cascadas de sefalizacion clasicas
asociadas a proteinas G y efectores como la proteina Cinasa A (PKA), también empezaron a ser
reportados trabajos donde los efectos producidos por agonistas especificos al receptor de
dopamina tipo 1 no podian ser antagonizados por los agentes especificos. En 1999, Castro y
colaboradores reportaron que la dopamina y su agonista D1 el (+)-SKF38393 inhiben las
corrientes activadas por NMDA de una manera voltaje dependiente y este efecto no pudo ser
antagonizado por R(+)SCH23390, un antagonista especifico D1 [65]. Asimismo, mas
recientemente, en 2006 Cui y colaboradores reportan acciones de la dopamina sobre las
corrientes activadas por NMDA en células HEK (Human Embrionic Kidney, rifidn embrionario
humano) [66]. En estas células se expresaron las subunidades NR1A y NR2A para generar las
corrientes idnicas, sin embargo no se expresd ningun mensajero para receptores de dopamina.
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En estas condiciones la dopamina y los agonistas o antagonistas de la familia D1 inhibieron de
manera concentracion y voltaje dependiente.

Estos datos nos muestran que en ciertas condiciones, los neuromoduladores, como en
este caso la dopamina pueden interactuar directamente con un receptor ionotropico. Si
consideramos la complejidad estructural extracelular de los receptores NMDA y que moléculas
conocidas como la ketamina, fenciclidina (PCP), poliaminas, y algunos iones divalentes como el
zinc y magnesio, que se unen regulando alostéricamente la accion del canal, por lo tanto
podemos suponer que otras moléculas puedan interactuar de esta forma neuromodulando
canales ionicos (Figura 4).

Interaccion de la Acetilcolina con receptores NMDA

Como otro ejemplo de la interaccién de un neuromodulador a un receptor ionotrépico, es
la interaccion de la acetilcolina con receptores NMDA. Durante el estudio del efecto de la
acetilcolina sobre las corrientes activadas por NMDA encontraron otras acciones
neuromoduladoras de la acetilcolina que no pueden ser explicadas por la accién clasica, a
través de los receptores metabotrépicos [67]. En este estudio la propuesta inicial fue analizar el
efecto de la acetilcolina que es generada en las neuronas gigantes del neoestriado, ya se habia
demostrado que la acetilcolina no generaba corrientes de tipo nicotinico, por lo cual la Unica
posible accion de la acetilcolina seria la de los receptores metabotropicos muscarinicos.
Encontramos que la acetilcolina o su agonista muscarinico, la oxotremorina-M (OXO) inhiben la
corriente inducida por NMDA en neuronas neoestriatales, sin embargo este efecto no era
eliminado por el antagonista muscarinico clasico, la atropina, e incluso en presencia de esta
ultima se potenciaba el efecto inhibidor de acetilcolina u OXO. En estudios realizados en
rebanadas de neoestriado, encontraron que la fisostigmina (inhibidor de la acetilcolinesterasa) al
evitar la degradacién de la acetilcolina liberada espontaneamente en la rebanada era suficiente
para inhibir las corrientes de glutamato (tipo NMDA). En otra serie de experimentos, y con el
objetivo de descartar acciones de tipo nicotinico que interactuaran con las acciones del
glutamato (NMDA), se probd la nicotina, asi encontramos que la nicotina y el antagonista
especifico de los receptores nicotinicos, la d-tubocurarina, disminuyen las corrientes activadas
de tipo NMDA en rebanadas y en células disociadas [39].

Comentario final

Como hemos revisado, los neuromoduladores pueden ejercer sus acciones por varias
vias, las mas comunes y primeramente descritas son las asociadas a la unién a las GPCR y
activacion de proteinas G y activacién de enzimas efectoras que producirian cambios en los
parametros fisioldgicos estudiados. Ademas, interacciones GPCR-GPCR para regulacion de las
vias de senalizacion involucradas, interacciones entre GPCR y receptores ionotropicos, y
finalmente interaccién de neuromoduladores con receptores ionotrépicos.
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Figura 4. Receptor de NMDA. EI receptor de NMDA es pentamérico formado por
principalmente subunidades NR1y NR2. En el esquema se muestran sitios de unién a
Glicina (Gly) en la subunidad NR1 y Glutamato (Glu) en la subunidad NR2, ademas sitio
de unién a fenciclidina (PCP), ketamina, poliaminas , etc. Agregamos la posible unién de
acetilcolina (ACh) y de dopamina con las regiones extracelulares del receptor de NMDA.
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Resumen

El habitat de las especies de Pneumocystis es el alvéolo pulmonar de los mamiferos,
donde las formas tréficas de este organismo eucariota, dificilmente cultivables, se adhieren
especificamente a las células epiteliales alveolares de tipo 1 utilizando prolongaciones
citoplasmicas (filbpodos). En general se acepta que las formas troficas (2-8 um), ameboides,
mononucleadas, con pared celular fina, se transforman en esporocitos redondeados (3-6 um) y
luego en quistes (o ascos) (4-6 um) con pared celular espesa, los cuales, cuando maduran,
contienen ocho esporas (ascoesporas). Estas abandonan el quiste por un orificio preformado
iniciando una nueva generacién de formas tréficas. El contenido en ADN de los diversos estadios
parasitarios fue determinado recientemente empleando métodos citométricos de alto rendimiento
para separarlos. Los mismos métodos estan siendo usados para explorar las potencialidades
evolutivas de cada estadio in vivo e in vitro.

Los organismos del género Pneumocystis se transmiten facilmente por via respiratoria.
Ademas, una transmisioén vertical por via placentaria ocurriria en primates (incluyendo la especie
humana), seria frecuente en el conejo y parece no existir en ratas ni en ratones. Las técnicas de
PCR han mostrado que los pacientes hospitalizados sin pneumocistosis pueden ser portadores
de P. jirovecii. En cuanto a los huéspedes inmunocompetentes, se sabe que son capaces de
eliminar totalmente la infeccién. Pero ello no impide que sean parasitados transitoriamente por P.
Jirovecii y que representen una fuente de infeccion para huéspedes inmunodeprimidos o no.

Palabras clave: Ciclo biolégico, Pneumocystis, taxonomia molecular, transmision.
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Abstract

Cells of Pneumocystis species dwell in the pulmonary alveolus of mammals, where
trophic forms of these uneasily cultivable eukaryotic organisms attach specifically to type-1
epithelial alveolar cells by using cytoplasmic extensions (filopodia). It is usually accepted that
amoeboid, mononuclear, thin-walled trophic forms (2-8 um), evolve into spheroid sporocytes (3-6
um) and then into thick-walled cysts (ascii) (4-6 um), which at maturation contain eight spores (or
ascospores). Ascospores leave the cyst through a preformed pore to initiate a new generation of
trophic forms. Recently, we were able to determine the DNA content of each Pneumocystis life
cycle parasite stage by using high throughput cytometry. The same strategy is being used to
explore the potential contribution of each stage to the Pneumocystis in vitro or in vivo global
development.

Pneumocystis organisms are easily transmitted by airborne route. Moreover, vertical, in
utero transmission could occur in primates (including humans), would be frequent in rabbits, and
apparently it does not occur in rats or mice. Molecular techniques have shown that hospitalized
patients without pneumocystosis can be carriers of P. jirovecii. Regarding immunocompetent
subjects, we know they are able to radically eliminate the infection, but they can be transiently
infected by P. jirovecii and constitute an actual infection source to immunocompromised or
immunocompetent hosts.

Keywords: Life cycle, Pneumocystis, molecular taxonomy, transmission.

Pneumocystis y pneumocistosis hoy

La pneumocistosis (en inglés: "Pneumocystis Pneumonia" o, abreviada: PcP) es la
enfermedad causada en los mamiferos por hongos del género Pneumocystis. Se manifiesta
principalmente como una infeccién oportunista que produce neumonia grave en mamiferos
profundamente inmunodeprimidos. En el caso del hombre, la especie Pneumocystis jirovecii es,
hasta ahora, el unico agente causante conocido de PcP. Esta enfermedad cosmopolita
constituye probablemente la afeccidn respiratoria grave observada con mas frecuencia en
pacientes inmunodeprimidos en el mundo. Con gran impacto en los primeros afios de la
pandemia de SIDA, la PcP plantea todavia importantes problemas diagnésticos, terapéuticos y
preventivos [1].

El dramatico incremento en la incidencia de PcP constatado durante los primeros afios
de la pandemia de SIDA, sitlo a la pneumocistosis como un problema médico y de salud publica
de primer orden. Entre 1981 y 1989, un 60 a 80% de los sujetos infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) presentaban una pneumocistosis [2]. La incidencia de esta
neumonitis oportunista disminuyé en los pacientes con SIDA con el empleo de quimioprofilaxis
basada en el uso de la asociacion trimetoprima/sulfametoxazol (TMP/SMX) por via oral o de
pentamidina en aerosol, pasando en EE.UU. del 53% en 1989 al 42% en 1992, aunque el
numero total de casos permanecié estable debido al incremento de la incidencia de SIDA [3].
Coincidiendo con la introduccion de los primeros farmacos antirretrovirales la incidencia de PcP
disminuyé anualmente un 3,4% entre 1992 y 1995, aunque la reduccion mas marcada se produjo
a partir de 1996 con la generalizacion de la utilizacién de la terapia de combinacién con
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antirretrovirales de gran actividad (HAART: “highly active antiretroviral therapy”) que indujo un
descenso del 21,5% de la incidencia anual entre 1996 y 1998. De forma similar, la incidencia de
PcP en pacientes con infeccién VIH disminuyd en Europa desde 4,9 casos por cada 100
persona-anos antes de 1995 a 0,3 casos por 100 personas-afio después de 1998. Sin embargo,
la PcP continta siendo la infeccién oportunista mas frecuente definitoria de SIDA en EE.UU. y
Europa occidental.

Informes recientes muestran una elevada incidencia de PcP tanto en nifios como en
adultos VIH positivos en paises en vias de desarrollo, incluyendo paises de Africa donde los
primeros estudios mostraban una baja incidencia de PcP. Probablemente, este incremento se
debe, por lo menos en parte, a una mejora de los métodos diagndsticos. En efecto, los primeros
estudios subestimaron la frecuencia de PcP en Africa dadas las dificultades diagnésticas de esta
neumonia. Actualmente, la PcP asociada al SIDA sigue siendo una enfermedad grave en sujetos
que desconocen su infeccion VIH, en personas sin acceso al tratamiento antirretroviral o que no
lo cumplen y en sujetos que escapan a la quimioprofilaxis o en los que esta no resulta efectiva
quizas por la emergencia de cepas resistentes [4].

Por otra parte, la pneumocistosis esta adquiriendo una importancia cada vez mayor en
sujetos sin infeccion VIH pero inmunodeprimidos por otras causas. En la medicina actual cada
vez son mas frecuentes los pacientes sometidos a tratamientos inmunosupresores por
enfermedades autoinmunes, transplantes o neoplasias que tienen un riego elevado de
desarrollar PcP. Los corticoides se consideran uno de los principales factores de riesgo,
bastando la utilizacion de dosis equivalentes a mas de 16 mg de prednisona durante mas de 8
semanas para aumentar de forma significativa el riesgo de PcP. Las situaciones subyacentes
asociadas con mas frecuencia al desarrollo de PcP en pacientes sin infeccion VIH incluyen los
procesos oncohematoldgicos, los tumores malignos solidos, sobre todo cerebrales, las
enfermedades autoinmunes, principalmente la granulomatosis de Wegener y el lupus
eritematoso sistémico, la enfermedad inflamatoria intestinal, los trasplantes alogénicos, la
malnutricién caldrico-proteica y las inmunodeficiencias congénitas [1]. En algunas de estas
circunstancias la PcP puede alcanzar una incidencia del 40% con tasas de mortalidad a veces
superiores (40-50%) a las registradas en los pacientes con SIDA, sobretodo en pacientes que
requieren respiracion artificial [5, 6, 7].

En realidad, la situacion es aun mas compleja. Datos experimentales indican que los
organismos del género Pneumocystis se transmiten facilmente por via respiratoria entre
huéspedes de la misma especie, dado que las especies conocidas hasta ahora son
estenoxénicas (=presentan una especificidad parasitaria estricta) [2, 8, 9, 12]. De hecho, en las
poblaciones humanas podrian infectarse sujetos con diversos niveles de inmunidad dando lugar
a cuadros clinicos de gravedad variable, que actualmente no son atribuidos a Pneumocystis.
Estudios seroepidemiolégicos realizados por varios equipos han mostrado que mas del 80% de
la poblacion infantil desarrolla una primoinfeccién por Pneumocystis, o que hace de este parasito
uno de los patégenos cosmopolitas que con mas frecuencia afectan al hombre a lo largo de su
vida. Por esta razoén, es probable que el impacto clinico-epidemiolégico real de la infeccion por
Pneumocystis esté habitualmente subestimado, conociéndose solamente la parte visible del
iceberg [2].

Estos ultimos aspectos, en particular la problematica de la transmision y del rol potencial
de reservorio y fuente de infeccion de los hospedadores inmunocompetentes, han inspirado
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investigaciones recientes de nuestro equipo sobre el ciclo biolégico y la circulaciéon de las
especies de Pneumocystis en las poblaciones de mamiferos. La presente contribucion intenta
resumir los principales resultados de tales investigaciones, que cambian considerablemente las
concepciones tradicionales sobre la historia natural de la infeccién por Pneumocystis (Figura 1)
[8, 9].

Ciclo biolégico de los hongos del género Pneumocystis

El habitat especifico de los organismos del género Pneumocystis es el alvéolo pulmonar.
Alli, las formas vegetativas o tréficas de estos organismos eucariotas adhieren especificamente a
las células epiteliales alveolares de tipo 1 (o neumocitos 1) utilizando prolongaciones
citoplasmicas denominadas filépodos. Las formas troficas (2-8 um de diametro), ameboideas,
mononucleadas, con pared celular densa cuando son observadas por microscopia electrénica de
transmision (MET), se transforman en esporocitos redondeados (3-6 um) y luego en quistes (o
ascos) (4-6 um), los cuales cuando maduran, contienen ocho esporas o ascoesporas. Estas
abandonan el quiste por un orificio preformado iniciando una nueva generacién de formas
troficas. La MET ha permitido distinguir tres estadios esporociticos (esporocito precoz,
intermediario y tardio) en funciéon del nimero de nucleos (uno a ocho) y de la estructura de la
pared celular. La primera divisidon nuclear ocurre en el esporocito precoz, en el que se observan
complejos sinaptonemales, lo cual muestra que esta division es reduccional o meidtica. Las
formas tréficas jovenes que emergen del quiste maduro adhieren intimamente a los neumocitos
1 y reinician el ciclo. Serian ellas las que desarrollarian el proceso de fusiéon nuclear o
conjugacion que restituye la diploidia [10].

En el curso del ciclo se observa una evolucion de las estructuras superficiales. A la capa
densa superficial visible por MET en la pared celular de todos los estadios de este hongo
parasito, se agrega una capa media poco densa (rica en beta-glucanos) en el esporocito
intermediario que perdurara en el quiste maduro o asco. En el espesor de la capa densa
superficial, existe una membrana plasmatica externa, que evoca la de los procariotas
gramnegativos, cuyas funciones son desconocidas. EI medio alveolar en el que se encuentra el
parasito es rico en fosfolipidos, y los lipidos parecen constituir alrededor 50% de la pared celular
de las formas quisticas. En la pared celular de formas troficas o quisticas se encuentra también
ampliamente representada una glicoproteina de 120 kDa (antigeno mayor superficial: MSA, o
MSG), codificada por una familia multigénica que permite la expresion de varias decenas de
variantes de dicha molécula en el curso de la infeccion. Pneumocystis posee los organelos
tipicos de una célula eucariota, mitocondria y un sistema endomembranoso bien desarrollado,
que comprende un reticulo endoplasmico complejo, con saculos especializados, lisosomas y un
aparato de Golgi [11].

En la medida en que no disponemos aun de cultivos de Pneumocystis que permitan un
seguimiento del desarrollo sincrénico in vitro de estos hongos, el ciclo que acabamos de describir
se apoya en un conjunto de hipétesis basadas en razonamientos analdgicos - que tienen en
cuenta lo que se conoce sobre el ciclo biolégico de otros ascomicetos-, observaciones
ultrastructurales y experimentos complejos en los que se han empleado modelos experimentales
in vivo e in vitro. La mayoria de los estudios sobre el ciclo han sido hechos con P. carinii, especie
que parasita la rata Rattus norvegicus. Sin embargo, muchas observaciones han sido hechas en
P. oryctolagi [12], la Unica especie descrita en el de conejo Oryctolagus cuniculus, y algunas en
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P. murina, del ratbn Mus musculus.

Estadio Nombre Contenido Ploidia (n) Ndmero de Namero de Pared
en ADN (C) cromatidas nucleos celular
(@) forma trofica 1C 1n 1 1 Fina
N joven
Forma trdfica Fina
% 1, 2C 1n, 2n 1 1
N Esporocito Fina
“ N
V| Precer 4c 2n-1n 2 1-2
//__ o
/ .} Esporocito Gruesa
&/ intermediario 4C, 8C 1n 1 4.8
~
\‘ ’ !\ S Gruesa
L tardio ac 1n 1 8
o \
¥ | Quiste maduro Gruesa
(asco) 8C 1n 1 8
= Ascospora Fina
1C 1n 1 1

Figura 1. Caracterizacion de los diversos estadios del ciclo biolégico de organismos del
género Pneumocystis. La representacion esta basada en los resultados de trabajos sobre
la especie Pneumocystis carinii (de la rata Rattus norvegicus) y tiene en cuenta la
determinacion reciente de la ploidia basada en el uso de métodos citométricos de alto
rendimiento [15]. Estas observaciones sugieren que la forma tréfica haploide, se vuelve
diploide por conjugacion. El estadio resultante evoluciona en esporocito intermediario en
el cual ocurre la meiosis. Asi, los estadios siguientes, esporocito intermediario, tardio,
quiste maduro o asco y las ocho ascosporas que el genera, son haploides. El numero de
nucleos y el espesor de la pared celular de cada estadio son indicados en las dos ultimas
columnas.

Exceptuando las observaciones ultrastructurales, objeto de revisiones recientes [10, 11,
12], las principales interrogantes sobre el ciclo de Pneumocystis que hemos podido abordar por
el momento son las siguientes: (a) cual es la ploidia de los diversos estadios parasitarios; (b)
puede la forma tréfica replicarse por fisién binaria o el desarrollo parasitario se limita a la
maduracién quistica (que multiplica potencialmente por 8 la poblacion parasitaria). Sin cultivos
eficaces la opcién metodoldgica para abordar ambos puntos fue le citometria de flujo de alto
rendimiento [13], que nos permitid, por una parte, separar las células fungicas de P. carinii de los
restos del tejido pulmonar con una pureza de casi 100%, y por otro lado, obtener fracciones
perfectamente separadas de estadios troficos (con pared celular fina) y de estadios quisticos
(con pared celular gruesa) (pureza=99.6% + 0.3%).
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Procedemos extrayendo los parasitos de los pulmones de ratas inoculadas por via
endotraqueal con P. carinii y sometidas a dexametasona oral durante 8-10 semanas, empleando
las técnicas usadas desde hace varios afios en el laboratorio [14]. Luego, la suspension
parasitaria es tratada con dos anticuerpos: un anticuerpo policlonal (marcado con un conjugado
que contiene el marcador fluorescente rojo Alexa-647) que reconoce todos los estadios, y un
anticuerpo monoclonal (marcado con un conjugado que contiene el marcador fluorescente verde
Alexa-488) especifico de las formas quisticas. Se procede entonces a la separacién por
citometria de todos los estadios del tejido pulmonar y luego a la de las formas troficas (marcadas
solamente por el anticuerpo policlonal) y de las formas quisticas (marcadas con los dos
anticuerpos) [13]. El proceso altera poco la estructura celular de los parasitos que pierden sin
embargo alrededor del 35% de su poder infeccioso para la rata atimica bajo dexametasona. La
pérdida de infectividad parece estar asociada al co-marcaje con los dos anticuerpos y no al
tratamiento citométrico [13].

Una vez establecida la reproductibilidad y la eficiencia de los métodos citométricos de
alto rendimiento que acabamos de evocar, la primera aplicacion ha sido la determinacién de la
ploidia de los estadios de P. carinii usando el intercalante del ADN "SYTOX Green". Este estudio
[10, 15] mostrd que las células parasitarias contenidas en la fraccion quistica contienen 8C de
ADN (8 "contenidos" de ADN), lo cual consolida la hipétesis de la generacion de 8 esporas
haploides en cada quiste. Una vez liberadas, las esporas devienen formas tréficas, que se
revelaron haploides (1C) en su mayoria. Sin embargo, una sub-fraccion de formas troéficas
contenia formas con 2C de ADN, sugiriendo que han desarrollado un proceso de conjugacién
("mating"), de fisién binaria asexual o ambos procesos sucesivamente. El hallazgo de otras
formas tréficas, una sub-fraccidon aun mas pequena, con 4C de ADN, sugiere que las formas
troficas diploides puedan desarrollar divisiones mitéticas. Finalmente, la identificacion inesperada
de formas troficas triploides (3C), sugiere que P. carinii puede desarrollar mitosis asimétricas, un
sistema que en otros hongos es una fuente de diversidad genética cuyo costo energético es mas
bajo que el insumido por la conjugacién [15].

Investigaciones sobre la difusidn aérea de la forma infecciosa de Pneumocystis carinii

No sabemos aln que estadio o estadios parasitarios son capaces de transmitir la infeccion
de un hospedador a otro. La via mas importante de transmision es la via respiratoria y el ADN de
Pneumocystis ha sido identificado por PCR en muestras de filtrados de aire por varios autores vy,
mas raramente, en muestras de agua (ver [9] por detalles y discusion de este punto). Sin
embargo, no se ha podido identificar morfolégicamente ningin estadio parasitario en esas
muestras ambientales.

La cuestion de la presencia de formas infecciosas de Pneumocystis en el aire, ademas de
su interés puramente cientifico, tiene un interés practico. En efecto, la transmision respiratoria
entre hospedadores ocurre con frecuencia entre animales inmunodeprimidos de laboratorio
(ratones SCID o ratas atimicas) con PcP o simplemente entre animales inmunocompetentes
(ratones Balb/c, simios), sin PcP pero portadores de bajas tasas parasitarias, detectables en
general solamente por PCR (hospedadores "colonizados") [8, 9, 16, 17, 18]. Esas modalidades
de transmisién respiratoria parecen ocurrir también en las poblaciones humanas [1, 19] en las
que los individuos colonizados (sin PcP) han sido muy estudiados [1, 19, 20, 21, 22, 23, 24].
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Es evidente que la clarificacion de los mecanismos implicados en la transmision
respiratoria de Pneumocystis es de gran importancia para la definicion de estrategias de
prevencion. Asi, por razones cientificas y con motivaciones practicas claras (prevenir la PcP
nosocomial), se ha recientemente abordado el estudio de la dinamica de la contaminacién del
aire ambiente durante la respiracion del hospedador con PcP [25, 26].

El ADN de P. jirovecii a sido cuantificado por PCR cuantitativa en filtrados de aire de
habitacién de pacientes hospitalizados [25]. A 1 m de distancia de la cabeza del paciente, 0.008
a 4.5x10° copias del genoma de P. jirovecii / m* fueron detectadas en 15/19 pacientes (80%). Las
cantidades disminuyen en funcion de la distancia del paciente, pero el ADN de P. jirovecii era
aun detectable en 33% de las muestras de aire captadas en el corredor, a 8 m de distancia,
mientras que 40 muestras captadas mas lejos, se revelaron negativas [25]. La misma
problematica fue abordada con mas detalle en ratas infectadas por via endotraqueal con P.
carinii [26]. Se uso también la PCR cuantificando paralelamente en cinética el ADN de P. carinii
en muestras del aire ambiente que rodea a las ratas (mantenidas bajo barrera) y en los
pulmones de estos animales, agregando el contaje microscopico de los parasitos en el tejido
pulmonar. EI ADN de P. carinii fue detectado en el aire desde el fin de la primera semana post-
infeccion. Las cantidades aumentaron gradualmente hasta alcanzar un estado estacionario hacia
las 4 0 5 semanas post-infeccion. Una clara correlaciéon entre las cantidades de ADN de P. carinii
detectadas en el aire y las tasas parasitarias detectadas paralelamente por PCR y por contaje
microscoépico en los pulmones de las ratas fue observada. Parece pues posible estimar la
biomasa parasitaria en los pulmones del hospedador a partir de las cantidades de ADN
parasitario detectadas en muestras del aire ambiente captado en su entorno [26]. Estos trabajos
proporcionan las bases tedricas y técnicas justificando una deteccidon sistematica del ADN de
Pneumocystis en el entorno de hospedadores fuente potencial de infeccion y expuestos, en el
contexto de la definicion de medidas preventivas en el hospital.

La biologia de Pneumocystis murina en el pulmoén de hospedadores sanos

La deteccion frecuente de tasas bajas de parasitismo por Pneumocystis en hospedadores
sin PcP plantea al menos dos interrogantes: (a) qué impacto tiene ese pauci-parasitismo en la
salud del hospedador? (b) cual es su significacién en la biologia del parasito? La primera
cuestion ha sido ampliamente abordada en el hombre a través del estudio de portadores o
sujetos colonizados, como mencionado arriba. P. jirovecii ha asi sido detectado por PCR en los
pulmones de sujetos sanos o afectados por enfermedades pulmonares créonicas como la
enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), la fibrosis quistica y otras afecciones
respiratorias, como la neumonia intersticial idiopatica [1, 20, 21, 22, 23, 24]. En algunos de esos
contextos, especialmente en EPOC [18, 20], fue mostrado que P. jirovecii induce cambios
inflamatorios locales o sistémicos que podrian contribuir a las exacerbaciones y acelerar la
evolucién de la afeccion. Trabajos recientes en un modelo primate de colonizacion por
Pneumocystis [18], aportan, efectivamente, evidencias de un rol de este agente fungico en la
instalaciéon de la EPOC (progresion del enfisema, aumento del tejido linfoide asociado a los
bronquios, de citoquinas Th-2, de mediadores pro-inflamatorios y perturbacion de la funcién
pulmonar). Sin embargo, en esas observaciones, no se habia abordado el estado efectivo de las
células de Pneumocystis en el pulmén de hospedadores a priori inmunocompetentes o, al
menos, no inmunocomprometidos.
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Esas razones despertaron nuestro interés, ya desde el afio 2000 [28], por la biologia de
Pneumocystis en el pulmén de hospedadores "normales”, sanos, términos dificiles de definir
pero que pueden ser aceptados al menos intuitivamente. Ello nos condujo a desarrollar un
modelo raton de colonizacion [17, 28], basado en un modelo de transmisién que habiamos
desarrollado 10 afos antes [29]. La pregunta que nos planteamos fue la siguiente: cual es el
comportamiento de las células de Pneumocystis en el pulmén de hospedadores
inmunocompetentes? El tema tiene un gran interés, puesto que lo que conocemos de la biologia
de Pneumocystis proviene sobretodo de estudios realizados en hospedadores con PcP (natural o
experimental), circunstancia que parece rara en la historia natural de estas infecciones [8], como
lo veremos abajo.

El modelo de transmision/colonizacion consiste en exponer ratones SCID ("severe
combined inmmunodeficiency sindrome") o ratones inmunocompetentes no portadores, a
ratones SCID con PcP. La exposicion consiste en albergarlos en la misma caja ("co-housing")
durante periodos variados. Sistematicamente, los ratones SCID expuestos desarrollan una PcP y
los ratones inmunocompetentes (en general hemos usado la cepa Balb/c) se vuelven portadores
de P. murina o colonizados. Estos ultimos, eliminan radicalmente la infeccion al cabo de algunas
semanas. Pero durante el periodo de portaje, pueden transmitir la infeccion por via respiratoria
tanto a ratones SCID como a ratones Balb/c [17, 28]. Mas importante aun, es el hecho que los
animales portadores que han contraido la infeccion por via respiratoria a través de otros
portadores, pueden transmitirla a ratones SCID [17, 30]. En el trabajo inicial y en los siguientes,
hemos constatado que un tiempo de contacto (o de “co-housing”) de menos de un dia, alcanza
para que la infeccidn se transmita. El interés de estas observaciones para comprender la
circulaciéon de Pneumocystis en el ambiente hospitalario y de la epidemiologia de la PcP
nosocomial, no necesita comentarios [17].

Al mismo tiempo era necesario clarificar el comportamiento de Pneumocystis en el
alvéolo pulmonar de los hospedadores inmunocompetentes colonizados (= sin PcP): son sus
células capaces de adherir al epitelio, como en el alvéolo del hospedador inmunodeprimido, de
multiplicarse, de estimular una respuesta local o general? Abordamos estos diversos puntos en
el ratén Balb/c inmunocompetente y colonizado “naturalmente” por via respiratoria por exposicion
a ratones SCID con PcP. Asociando métodos histolégicos, inmunolégicos y moleculares,
pudimos asi establecer los siguientes hechos [17]: (a) P. murina desarrolla muy bajas tasas de
parasitismo en el raton inmunocompetente, que son sin embargo detectables histolégicamente:
los parasitos aparecen intimamente adheridos al epitelio alveolar y no parecen estimular una
respuesta inflamatoria detectable morfolégicamente; (b) usando una técnica de PCR de retro-
transcripcion (RT-PCR) hemos revelado que los genes de une serina-treonina cinasa ciclina-
dependiente y de una HSP-70 se expresan en P. murina, demostrando que las células fungicas
son viables y capaces de multiplicarse en el alvéolo pulmonar de hospedadores
inmunocompetentes; (c) los ratones Balb/c 12 dias después de ser separados de los ratones
SCID con PcP, desarrollan una respuesta humoral detectable por Western-blot en sus sueros
[17]. Estos trabajos demuestran que los hospedadores inmunocompetentes pueden desempenar
el rol de fuente de infeccion y ademas de reservorio del agente. Como estos hospedadores al
cabo de algunas semanas eliminan radicalmente los parasitos, hemos nosotros propuesto en
2000 la nocion de reservorio dinamico para las especies de Pneumocystis [2, 17].
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En suma, los hospedadores inmunocompetentes (portadores potenciales sin PcP) son
mucho mas numerosos en las poblaciones de mamiferos que los hospedadores
inmunodeprimidos (altamente sensibles a la infeccion por Pneumocystis pudiendo entonces
desarrollar una PcP). Esos hospedadores inmunocompetentes se infectan regularmente por via
respiratoria, transmiten activamente los parasitos con el aire expirado, y crean una respuesta
inmune eficaz que elimina Pneumocystis de sus pulmones, pero pueden volver a infectarse al
cabo de cierto tiempo. Hospedadores virgenes de la infecciéon, como los nifios pequefios,
desarrollan probablemente infecciones primarias mas importantes aunque benignas, puesto que
tienen en general un nivel adecuado de inmunocompetencia creciente con la edad. Otros
hospedadores con depresién inmunitaria pasajera o discreta (mujeres embarazadas, ancianos)
podrian también contraer mas facilmente la infeccion y desempenar asi un rol reservorio/fuente
de infeccién mas eficaz. Estas apreciaciones no son solamente hipotéticas: la sensibilidad mas
grande al portaje en dichas subpoblaciones (nifos pequefos, mujeres embarazadas) ha sido
puesta en evidencia por varios estudios (ver la revisidn reciente [8]).

Transmision vertical de especies de Pneumocystis

Probablemente la via respiratoria no es la Unica modalidad de transmision de las especies
de Pneumocystis entre hospedadores. En efecto, la transmision intrauterina materno-fetal parece
ser otro medio empleado por estos hongos para circular en las poblaciones de mamiferos (ver
[31], revision reciente). Evidencias de ese modo de transmisién han sido reportadas en primates
(incluyendo el ser humano) y lagomorfos, cuyos tipos de placenta, hemomonochorial y
hemodichorial, respectivamente, son similares. En cambio, la transmisiéon intrauterina de
Pneumocystis no parece existir en roedores (placenta hemotricorial).

La transmision vertical de Pneumocystis en el ser humano se sospecha desde hace largo
tiempo. Un portaje bastante frecuente (15.5%) de P. jirovecii fue detectado en mujeres
embarazadas multiparas y no en mujeres no embarazadas de la misma edad y del mismo medio
[32]. Evidencias morfolégicas de la presencia de quistes de Pneumocystis en el pulmén de un
feto y en la placenta (fin de segundo trimestre de gestacion, madre VIH positiva con PcP durante
el embarazo) fueron publicadas en 1995 [33] pero la calidad de las imagenes fue cuestionada
[34]. Trabajos anteriores a la pandemia de SIDA sugerian también una transmisién
transplacentaria de Pneumocystis en humanos sin aportar pruebas irrefutables. El estudio mas
reciente sobre el tema ha sido publicado en 2009. En este trabajo, el ADN de Pneumocystis fue
detectado por PCR en los pulmones de 7/20 (35%) fetos humanos y en 1/20 (5%) placentas de
20 casos de aborto "espontaneo" [35]. Los autores se interrogan sobre un rol potencial de P.
Jirovecii en esos abortos. Sobre la transmisién in utero en otros primates, un solo trabajo, segun
nuestras informaciones, reporta la deteccion por PCR de Pneumocystis en los pulmones de dos
gemelos de Titi comun (Callithrix jacchus) nacidos muertos [36].

Finalmente, es el conejo (Oryctolagus cuniculus) el modelo animal que se reveld mas
interesante para estudiar la transmision congénita de Pneumocystis oryctolagi (especie de
Pneumocystis especifica del conejo) [37, 38]. Este mamifero desarrolla casi siempre una PcP
benigna espontanea en el destete [12] que corresponde a la infeccién primaria por
Pneumocystis. En un primer estudio (89 fetos de 16 hembras), detectamos Pneumocystis
histolégicamente, por inmunofluorescencia y por PCR en los pulmones fetales, en la placenta y
en el liquido amnidtico, a partir del décimo dia de gestacion, de casi todas las fetos analizados
[37]. La transmision materno-fetal parecia pues ser sumamente frecuente en este lagomorfo.
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Recientemente, hemos confirmado esas observaciones usando métodos moleculares en nuevos
experimentos desarrollados paralelamente en Lille y en Santiago de Chile [38]. Es interesante
notar que detectamos Pneumocystis en 29% a 100% de los fetos examinados, pero solamente
en aquellos de conejas multiparas. Ello sugiere que la transmision in utero de P. oryctolagi es
favorecida por el agotamiento progresivo asociado a la alta frecuencia de las gestaciones a las
cuales son sometidas las conejas en los criaderos industriales.

La transmision in utero de P. oryctolagi es coherente con la alta frecuencia del portaje de
Pneumocystis constatada en las colonias de conejos [12]. En efecto, la transmision
transplacentaria asegura una diseminacion "protegida" del hongo, al abrigo de factores limitantes
potenciales del medio ambiente. Otros patdgenos eucariotas emplean la misma estrategia. Es el
caso, por ejemplo, de la transmision transplacentaria y galactégena de los nematodos ascarides
del género Toxocara [39], o de la coccidia tisular Toxoplasma gondii, que parece ser, en los
animales, mucho mas frecuente de lo que se piensa [40].

La pneumocistosis, evento raro en la historia natural de la infeccién por Pneumocystis

Para acceder a una comprension global de la biologia basica y del poder patégeno real de
los micro-hongos del género Pneumocystis es necesario pensar este grupo como un conjunto de
entidades taxondmicas muy diversificadas ampliamente distribuidas en los ecosistemas, cuyo
interés cientifico va mucho mas alla de su role patégeno para los seres humanos. Una
consideracion de las especies de Pneumocystis en una perspectiva "bottom-up" conduce a situar
estos parasitos del pulmén de los mamiferos en el paisaje del mundo viviente, una condicion
esencial para poder entender su naturaleza especifica y los tipos de relacidon que ellos
establecen con sus hospedadores.

Solo hace pocos afos pudo establecerse la naturaleza fungica de los organismos del
género Pneumocystis, y la divergencia genética estable de sus representantes adaptados a las
diversas especies de mamiferos hospedadores [12]. Ademas, experimentos de infeccién cruzada
demostraron claramente el estenoxenismo (=especificidad parasitaria estrecha) de las especies
del género [8]. Tales resultados condujeron a describir como especies genuinas las cepas de
Pneumocystis adaptadas a cada mamifero, esencialmente siguiendo el Concepto Filogenético de
Especie [41]. Cinco especies han sido formalmente descritas hasta ahora: P. carinii y P.
wakefieldiae en ratas, P. jirovecii en el hombre, P. murina en el ratéon de laboratorio, y P.
oryctolagi en el conejo del Viejo Mundo [8, 12].

Técnicas moleculares muy sensibles revelaron una alta prevalencia de Pneumocystis en
los mamiferos salvajes de diversos continentes. Efectivamente, una proporcion elevada de
hospedadores (por ejemplo, aproximadamente 50% de micro-mamiferos capturados en
Tailandia) [8] alberga en general bajas tasas de parasitismo pulmonar [42]; se habla de
hospedadores colonizados por Pneumocystis, con infeccién "latente" o "subclinica", o de
portadores. La transmisidn respiratoria entre hospedadores, bien establecida entre roedores de
laboratorio, parece muy activa en las poblaciones naturales. Asociada a la transmisién vertical
por via transplacentaria, por lo menos en algunos mamiferos [35], o por via respiratoria, entre la
madre y los recién nacidos inmediatamente luego del nacimiento [43], explica probablemente la
fuerte prevalencia de la colonizaciéon por Pneumocystis, que se observa habitualmente en las
poblaciones naturales.
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Desde un punto de vista evolutivo, la co-filogenia o co-evolucién [44] emerge como el
modelo dominante de las especies de Pneumocystis, las cuales habitan el alvéolo pulmonar de
los mamiferos desde hace mas de 100 millones de anos [45]. La co-evolucion explica
seguramente la excelente adaptacion de las células de Pneumocystis al desarrollo y la
multiplicacion en los alvéolos pulmonares de los mamiferos inmunodeprimidos e
inmunocompetentes, que pueden asi actuar como reservorio [17]. Globalmente, las especies del
género Pneumocystis ilustran el concepto de especificidad filogenética, aplicado a parasitos bien
adaptados a sus hospedadores, manifestando baja patogenicidad, especificidad estricta
mantenida a lo largo de la evolucidn, colonizacion extensa de las poblaciones del hospedador, y
un ciclo biolégico sincronizado con la fisiologia de este ultimo [46]. En acuerdo con tales
nociones, la PcP ha sido raramente reportada en los mamiferos salvajes, apareciendo como un
evento infrecuente en la historia natural de las infecciones por Pneumocystis: "la parte visible del
iceberg", como lo escribimos en el afio 2000 [2]. La adaptacion fina de Pneumocystis a la vida en
al alvéolo pulmonar conforta este punto de vista [17].

La pneumocistosis se manifiesta en hospedadores profundamente inmunodeprimidos.
Sin embargo, otros factores parecen influenciar su gravedad, como la sorprendente coinfeccion
pulmonar con tricomonadidos que hemos reportado en pacientes con PcP y SIDA [47]. Un mas
amplio espectro patologico de las infecciones por Pneumocystis existe sin duda en las
poblaciones naturales, en las cuales hallamos sub-poblaciones con diversos niveles de
capacidad de defensa inmune. Por ejemplo, los nifios sanos sin contacto previo con
Pneumocystis, desarrollan probablemente una infeccion primaria potencialmente asociada con
sintomas respiratorios benignos [ver 8, por revisidon]. Lo mismo parece ocurrir en otros
mamiferos, como los conejos [12] y los cerdos, en este Ultimo caso con un impacto financiero
probable [48]. Igualmente, y como ya mencionado, Pneumocystis ha sido detectado con
frecuencia en recién nacidos, nifos pequefios, mujeres embarazadas y sujetos con
enfermedades respiratorias cronicas. En esas situaciones, estos hongos microscépicos parecen
comportarse como un factor de co-morbilidad. La infeccién por Pneumocystis de hospedadores
no inmunocomprometidos emerge asi como una tematica relevante tanto en salud humana como
animal.
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Resumen

Desde el conocimiento del genoma humano en el afio 2002 se despertd gran interés en
conocer la aplicacion de conceptos como “alelo”, “haplotipo”, “locus” y “polimorfismo” a la vida
cotidiana. EI MHC es la region mas polimérfica de todo el genoma y se ubica en el brazo corto
del cromosoma 6 (6p21). El polimorfismo de estos genes se incrementé a partir del movimiento
de poblaciones que condicioné un reto en la eliminacion de nuevos patdégenos. Las poblaciones
de Ameérica, ante el contacto con individuos europeos en el siglo XVI condicionaron la aparicién
de epidemias devastadoras de multiples agentes infecciosos, lo que disminuyé la poblacién de
22 millones hasta un millén al final de la colonia. Este cuello de botella poblacional esta hoy en
dia en camino de equilibrio incorporando nuevos genomas, sin embargo no ha pasado tiempo
suficiente para diluir el fuerte componente autéctono. A esto se afade la gran diversidad
biolégica de México, resultado de localizacion geografica intertropical. La epidemiologia genética
permite identificar variantes genéticas cuya frecuencia es mayor en pacientes con enfermedades
autoinmunes, infecciosas o neoplasicas, comparados con individuos sanos del mismo grupo
étnico. Los conceptos anteriores intervienen en nuevas disciplina médicas como la
farmacogendémica, la nutrigenémica y la nutrigenética. Otra aplicacion es el papel de marcadores
genéticos como marcadores diagnosticos y prondsticos de enfermedades. Lo anterior se traduce
en un camino hacia la medicina e inmunoprevencioén individualizadas. Ejemplo de esto son los
estudios cancer cérvicouterino y su relacion con el virus del papiloma humano (VPH), cuya
interaccién es particularmente devastadora en mujeres mexicanas.

Palabras clave: Alelo, haplotipo, genotipo, locus, polimorfismo, grupo étnico, MHC, variabilidad,
diagndstico, prevencion.
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Abstract

Since the discovery of human genome in 2002, a great interest in the application of
certain concepts (such as “alelle”, “haplotype”, “locus”, and “polymorphism”) to daily living has
arisen. The MHC is the genome’s most polymorphic region ; it is located in the short arm of
chromosome 6 (6p21). These genes’ polymorphism increased as a result of population
movements, which presented a challenge to the elimination of new pathogens. As a consequence
of the contact with European individuals in the 16th century, Native-American populations
suffered from ravaging epidemics caused by multiple new infectious agents, which diminished
the 22 million population to one million at the end of colonial period. This population bottleneck is
nowadays in its way to equilibrium incorporating new genomes; however, it has not been enough
time to dilute the intense native component. It can be added to all this, Mexico’s great biological
diversity, a result of its intertropical geographical location. Genetic epidemiology permits the
identification of genetic variants whose frequency is larger in patients with autoimmune,
infectious, or neoplasic diseases, compared with healthy individuals pertaining to the same ethnic
group. The last concepts take an important part in new medical disciplines, such as
pharmacogenomics, la nutrigenomics y la nutrigenenetics. Another application is the role of
genetic markers as diagnosis and prognosis markers for diseases. The latter is translated into a
way towards the individualized medicine and immunoprevention. An example of this, are the
studies on cervical cancer and its relation with the human papilloma virus (HPV), whose
interaction is particularly devastating in Mexican women.

Keywords: Allele, haplotype, genotype, locus, polymorphism, ethnic group, MHC, variability,
diagnosis, prevention.

Definicion de conceptos

Desde el conocimiento del genoma humano en el afio 2002 se despertdé gran interés en
conocer la aplicaciéon de estos conceptos a la vida cotidiana del individuo, particularmente los
relacionados con la salud, por lo que conviene la definicién de varios conceptos:

* Alelo.- Sinbnimo de variante genética; cada individuo tiene dos alelos por cada gen, uno
heredado del padre y otro de la madre.

* Haplotipo.- Conjunto de alelos heredados en bloque por ubicarse en la misma region
cromosomica. Por cada regién, cada individuo tiene dos haplotipos, uno heredado del padre y
otro de la madre.

* Genotipo.- Conjunto de dos haplotipos.

* Locus.- Sinébnimo de gen, sitio.

* Loci.- Plural de locus.

* Polimorfismo.- Se refiere al conjunto de alelos en un mismo gen.

* Grupo étnico.- Aquel individuo que nacié en una region geografica definida al igual que sus
ultimas dos generaciones, por ejemplo grupo étnico mexicano.
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La variabilidad intragrupos a partir de la historia y de los ecosistemas en cada poblacion

Es interesante que el estudio de la variabilidad genética a nivel de DNA revela que la
mayor variabilidad ocurre dentro de los grupos y en menor proporcion entre los grupos, sea que
se estudie el DNA gendmico, el DNA mitocondrial, los polimorfismos del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), los microsatélites de DNA (short tandem repeats STRs) o los
polimorfismos de nucledtido unico (SNPs) [1].

De todo el genoma la region mas polimérfica se ubica en el brazo corto del cromosoma
6 (6p21), donde existe un conjunto de mas de 300 genes que, en conjunto, se conocen como
MHC y que ocupan tan solo un poco mas de 4 millones de pares de bases, lo que muestra,
ademas del elevado polimorfismo, también elevada densidad genética. Ejemplo de ello es la
Tabla 1 que se refiere a variantes alélicas de los loci HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ que codifican
glicoproteinas expresadas en la células profesionales presentadoras de antigeno; estos loci
tienen el nombre de genes clase Il del MHC por codificar dimeros (cadena o y cadena B) y tener
expresion restringida a células cuya funcion es la presentacién antigénica [2].

También extraordinariamente polimérficas son las moléculas clase | (HLA-A, HLA-B,
HLA-C), particularmente el locus HLA-B con mas de mil alelos y cuya funcién es la eliminacién
de agentes infecciosos intracelulares estrictos como los virus.

También es interesante que el polimorfismo de estos genes se incrementd a partir del
movimiento de poblaciones y en consecuencia nuevos retos para la eliminacién de patégenos, lo
que ha generado recombinaciones interalélicas que dan lugar a nuevos alelos, particularmente
en sitios relativamente aislados como el continente americano hasta hace apenas 500 afios [3].
Por lo anterior, se comprende a partir de estos datos que las poblaciones de América ante el
contacto con individuos europeos en el siglo XVI condicionaran la aparicién de epidemias
devastadoras de multiples agentes infecciosos como la viruela, la peste y el cocoliztli
(hantavirus), lo que despoblé regiones como Mesoamérica, disminuyendo la poblaciéon de 22
millones hasta un millén al final de la colonia, pero otras regiones se devastaron hasta en 100%,
como las islas del Caribe donde se incorporaron individuos europeos y africanos que hacen que
hoy la estructura de poblacion de esta region sea muy diferente a la de la zona continental [4].

Este cuello de botella poblacional esta en camino de equilibrio incorporando nuevos
genomas, pero el tiempo transcurrido (aproximadamente 500 afios) es apenas el inicio si se
toma en cuenta que una generacion abarca 20-25 afios y por lo tanto el nimero de generaciones
hasta nuestros dias no son suficientes para diluir el fuerte componente autdctono. Esto se
encuentra bien ejemplificado en la Tabla 2 [4].

A lo anterior se afade el efecto de nuevo patégenos y el entorno de ecosistemas
extraordinariamente diverso, particularmente de los Tropicos hacia el Ecuador donde la
influencia del clima varia con relacion a la altura sobre el nivel del mar generando mayor
diversidad bioldgica en agentes infecciosos, plantas, animales y desde luego el ser humano [5].
No sorprende entonces que México sea uno de los focos de mayor diversidad bioldgica en todo
el mundo.

Epidemiologia genética

Esta rama del conocimiento suma las herramientas de dos disciplinas médicas de
extraordinario dinamismo, por un lado la epidemiologia y por otro la genética que, aplicadas al
estudio de la enfermedad, permiten identificar variantes genéticas cuya frecuencia es mayor en
pacientes con enfermedades autoinmunes si se les compara con las correspondientes
frecuencias en individuos sanos pertenecientes al mismo grupo étnico. Lo mismo ocurre con
enfermedades infecciosas y neoplasicas, como se muestra en la Tabla 3 [6].
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Aplicaciones del genoma en el mexicano

Los conceptos anteriores claramente intervienen en otra nueva disciplina médica
conocida como farmacogendmica que sugiere que algunos medicamentos pueden ser mas
efectivos si el paciente expresa tal o cual gen, o pueden ser téxicos y generar estados de
gravedad si se tiene un alelo en particular. Ejemplo de ello son las reacciones de
hipersensibilidad al medicamento antiviral Abacavir en pacientes infectados por HIV que son
positivos al HLA-57.

Otra aplicaciéon se enfoca en el papel de los nutrimentos como inductores de salud y
enfermedad, lo que ha llevado a los conceptos de nutrigendmica, interaccién de genes con
nutrimentos para conectar vias metabdlicas especificas que protejan de enfermedad; y el de
nutrigenética que se refiere a la accion concreta de un nutrimento sobre un gen especifico, por
ejemplo el papel del gen ABC (ATP binding cassettte) y su influencia en el desarrollo de diabetes
mellitus en mexicanos.

Otra aplicacion es el papel de marcadores genéticos como marcadores diagndsticos y
pronésticos de enfermedades a través de varios mecanismos, particularmente interesante es el
de semejanza molecular (molecular mimicry) entre alelos de los genes MHC y la glipoproteina
gp110 del virus de Epstein-Barr en pacientes con artritis reumatoide como se muestra la Tabla 4.

Lo anterior permite ver que en corto plazo habra farmacos especificos para individuos
especificos, que traduciran el camino hacia la medicina individualizada. Lo mismo ocurrira en el
campo de la inmunoprevencion a partir de vacunas que seran mas efectivas en genomas
individuales.

Estudios en este sentido se estan realizando en el terreno del cancer cérvicouterino y su
relacion con el virus del papiloma humano (VPH), cuya interaccién es particularmente
devastadora en mujeres mexicanas, para, de esta manera, evitar muchas histerectomias
innecesarias [7].

Conclusién
En conclusion el estudio del genoma del mexicano apenas empieza y en los siguientes

afos revelara sus intrincados secretos que haran muy interesante el ejercicio de la medicina
donde las jovenes generaciones encontraran el camino a la excelencia intelectual.
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Tabla 1. Elevado polimorfismo de los genes clase Il

Alelo Antigeno Alelo Antigeno Alelo Antigeno
DRA*0101 - DQA1*0101 - DPA1*0101 -
DRA*0102 - DQA1*0102 - DPA1*0102 -
DRB1*0101 DR1 DQA1*0103 - DPA1*0103 -
DRB1*0102 DR1 DQA1*0104 - DPA1*0201 -
DRB1*0103 DR103 DQA1*0201 - DPA1*02021 -
DRB1*1501 DR15(2) DQA1*03011 - DPA1*02022 -
DRB1*1502 DR15(2) DQA1*03012 - DPA1*0301 -
DRB1*1503 DR15(2) DQA1*0302 - DPA1*0401 -
DRB1*1601 DR16(2) DQA1*0401 - DPB1*0101 DPw1
DRB1*1602 DR16(2) DQA1*0501 - DPB1*0201 DPw2
DRB1*0301 DR17(3) DQA1*05011 - DPB1*02011 DPw2
DRB1*0302 DR18(3) DQA1*05012 - DPB1*02012 DPw2
DRB1*0303 DR18(3) DQA1*05013 - DPB1*0202 DPw2
DRB1*0401 DR4 DQA1*0601 - DPB1*0301 DPw3
DRB1*0402 DR4 DQB1*0501 DQ5(1) DPB1*0401 DPw4
DRB1*0403 DR4 DQB1*0502 DQ5(1) DPB1*0402 DPw4
DRB1*0404 DR4 DQB1*05031 DQ5(1) DPB1*0501 DPw5
DRB1*0405 DR4 DQB1*05032 DQ5(1) DPB1*0601 DPw6
DRB1*0406 DR4 DQB1*0504 DPB1*0801 -
DRB1*0407 DR4 DQB1*0601 DQ6(1) DPB1*0901 -
DRB1*0408 DR4 DQB1*0602 DQ6(1) DPB1*1001 -
DRB1*0409 DR4 DQB1*0603 DQ6(1) -
DRB1*0410 DR4 DQB1*0604 DQ6(1) DPB1*1101 -
DRB1*0411 DR4 DQB1*0605 DQ6(1) DPB1*1301 -
DRB1*0412 DR4 DQB1*0606 DPB1*1401 -
DRB1*11011 DR11(5) DQB1*0201 DQ2(1) DPB1*1501 -
DRB1*11012 DR11(5) DQB1*0301 DQ7(3) DPB1*1601 -
DRB1*1102 DR11(5) DQB1*0302 DQ8(3) DPB1*1701 -
DRB1*1103 DR11(5) DQB1*03031 DQ9Y(3) DPB1*1801 -

DRB1*11041 DR11(5) DQB1*03032 DQ9(3) DPB1*1901 -
DRB1*11042 DR11(5) DQB1*0304 DQ7(3) DPB1*2001 -
DRB1*1105 DR11(5) DQB1*0401 DQ4 DPB1*2101 -
DRB1*1201 DR12(5) DQB1*0402 DQ4 DPB1*2201 -
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Tabla 2. Asociaciones del alelo especificas en genes de clase Il

ESPECIFICIDAD
DR

ALELO-DRB ALELO-DQ GRUPO ETNICO
*DRB1 DRB5 *DQA1 *DQB1 Caucasico Negroide Mongoloide
DR3
DR17 0301 0101 0501 0201 + +
DR17 0301 0202 0501 0201 + + +
DR18 0302 0101 0401 0402 +
DR6
DR13 1301 0101 0103 0603 + + +
1302 0301 0102 0604 + +
1302 0301 0102 0501 + +
1303 0101 0501 0301 + +
1303 0101 0201 0201 +
1305 0101 0201 0201 +
DR14
1401 0202 0101 0503 + + +
1401 0202 0101 0602 +
1402 0101 0501 0301 +
1403 0101 0501 0301 + +
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Tabla 3. Algunas enfermedades reumaticas asociadas con HLA

Frecuencia
(%)

Enfermedad HLA Pacientes Controles RR
Espondilitis Anquilosante B27 90 94 874
Enfermedad de Reiter B27 79 9.4 37.0
Artropatia Psoriatica Central B27 53 94 10.7

BW38 14 1.8 9.1
Artropatia Psoriatica B27 17 94 2.0
Periférica BW38 11 1.8 6.5
Artritis Reumatoide DR4 50 19.4 4.2
Lupus Eritematoso
Generalizado DR3 70 28.2 5.8
Escleroderma DR5 53 18.0 5.0

Tabla 4. Comparacién de secuencias en dr1, subtipos de dr4 y la gp110*

Aminoacido 69 70 71 72 73 74 75 76 77
DR1 Glu Gin Arg Arg Ala Ala Val Asp Thr
Dw4 Glu Gin Lys Arg Ala Ala Val Asp Thr

Dw14 Glu Gin Arg Arg Ala Ala Val Asp Thr
Dw15 Glu Gin Arg Arg Ala Ala Val Asp Thr
807 815

gp 110* Glu Gin Lys Arg Ala Ala Gin Arg Ala

*glicoproteina de la capside del virus Ebstein -Barr
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Resumen

Las células neuronales presentan una polarizacion evidente en donde vastos territorios
citoplasmicos como el dendritico o axonal, pueden significar mas de un 95% del volumen celular.
El mantenimiento de estos territorios implican que el transporte y el recambio de proteinas sea
relevante en la fisiologia neuronal. Ademas del transporte axonal rapido de proteinas, se
propuso que existia la posibilidad de sintetizar al menos un determinado numero de proteinas
axonales. Esto ha sido demostrado mediante diversas aproximaciones y modelos experimentales
evidenciando neosintesis de proteinas en axones, conos de crecimiento y terminales nerviosas.
Varias lineas de evidencia son consistentes en la deteccion de RNA ribosomal, mRNAs, tRNAs,
microRNAs y proteinas regulatorias de los microRNAs (complejo RISC). La neosintesis de
proteinas es regulada por diferentes cascadas de sefalamiento intracelular, incluida la via
mTOR. EI origen del RNA axonal es atribuido al soma neuronal, pero existen evidencias
recientes que apoyan una transferencia de RNA célula a célula desde la glia de Schwann hacia
el axén. Ambos transportes el intracelular y el intercelular seran presentados y discutidas en
contextos axonales normales y regenerativos.

Palabras clave: Axon, traduccion local, miRNAs, mRNAs, mTOR, transcriptoma, 3’'UTR.
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Abstract

Neurons are highly polarized cells, often with very long processes, which can comprise
up to 95% of the cytoplasm. This raises the issue of transporting and turnover of axonal proteins.
In addition to fast axonal transport, axonal translation has been proposed to be responsible for
producing at least some axonal proteins. In multiple experimental models, local synthesis of
several proteins has been demonstrated in axons, growth cones, and nerve terminals. Multiple
lines of evidence are consistent with the existence of axonal rRNAs, mRNAs, tRNAs, micro RNAs
and micro RNA regulatory proteins (RISC complex). Multiple signaling pathways, including
mTOR, may regulate axonal translation. The origin of axonal RNAs is often attributed to transport
from the neuronal soma, but evidence supporting cell-to-cell transport from Schwann cells to
axons as a source of at least some axonal RNAs is emerging. This intercellular transport will be
discussed in the context of normal and regenerative conditions.

Keywords: Axon, local translation, miRNAs, mRNAs, mTOR, transcriptome, 3'UTR.

Introduccioén

Las neuronas, tanto en el sistema nervioso central como en el periférico, poseen
caracteristicas dimensionales muy particulares. En la gran gama de morfologias hasta hoy
observadas, la caracteristica comin sobresaliente es que el soma neuronal solo constituye
menos de un 5% del volumen citopldsmico de toda célula. Estas neuronas pueden tener un arbol
dendritico o un axén que representa el 95% o mas del volumen celular [1]; por ejemplo,. en el
caso de axones pertenecientes a motoneuronas en un ser humano, estamos hablando de un
largo de aproximadamente un metro de longitud. Esto representa una carga metabdlica
constante e importante sobre la maquinaria biosintética localizada en el pericarion neuronal, que
debe abastecer de proteinas y otros componentes subcelulares a un vasto territorio citoplasmico
durante toda la vida de dichas neuronas. Esto equivaldria, de acuerdo a la longevidad promedio
de nuestra especie, a aproximadamente setenta afnos de mantenimiento funcional de toda la
estructura celular.

Dentro de los mecanismos que permiten que esta estructura se mantenga se encuentra
el transporte axonal rapido y lento, ambos operantes en dendritas y axones. La existencia de
mecanismos de transporte rapidamente establecié la base logistica del mantenimiento de
territorios citoplasmicos neuronales. En un principio el modelo neuronal era absolutamente
centralista en cuanto a la fabricacion de proteinas localizada unicamente en el soma neuronal.
Sin embargo, en dendritas fue claro tempranamente que parte de los elementos transportados
hacia las regiones subsinapticas incluian a la maquinaria de traduccién [2]. En el caso de los
axones, la distribucién de la maquinaria traduccional no fue evidente en las primeras
caracterizaciones ultraestructurales [3] y, por muchos anos, se asumié que no existian en el
territorio axonal. Por otro lado, experimentos realizados a mediados del siglo pasado, fueron
aportando evidencias de que existian componentes de la maquinaria traduccional localizados
axonalmente en diferentes modelos neuronales [4]. A partir de ese punto, distintos
investigadores estudiaron el problema de la capacidad de sintesis de proteinas axonales que,
hoy en dia, comienza a ser aceptada [5-8]. Esto tiene implicaciones importantes en la
comprension de la fisiologia neuronal, ya que es diferente analizar el mantenimiento axonal y su
capacidad de respuesta frente a situaciones patolégicas o de dafo, si es que se dispone o no de
mecanismos rapidos y locales de renovacion de proteinas. Mas aun, actualmente se propone
que la glia asociada al axén es una fuente adicional de maquinaria traduccional asi como de
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mRNA, aumentando el potencial de respuesta, asi como la complejidad del fendmeno de
mantenimiento axonal localizado. En esta revision se pretende plasmar una puesta a punto del
conocimiento del conjunto o complejidad del RNA axonal (el transcriptoma axonal) y analizar las
evidencias experimentales que soportan la idea de la transferencia de RNA desde la célula glial
al compartimento axonal.

Particulas ribonucleoprotéicas (RNPs) y ribosomas en axones: evidencias
ultraestructurales

Las observaciones ultraestructurales sobre la distribucion de ribosomas en el territorio
axonal de vertebrados superiores tienen dos grandes vertientes. Por un lado, estudios clasicos
revelaron que la maquinaria traduccional se encontraba facilmente al observar axones de
neuronas en crecimiento en etapas embrionarias [9-13] o los segmentos iniciales de axones
mielinicos maduros [14]. Sin embargo, por otro lado, el vasto territorio axonal combinado con su
pequefio diametro, en el caso de axones mielinicos largos, fue un obstaculo para que los
esfuerzos de caracterizacion ultraestructural del axén rindieran sus frutos. En una serie de
trabajos muy elegantes, Zelena fue capaz de identificar grupos de cuatro a cinco ribosomas en
axones mielinicos [15-17]. En estos trabajos adelantados para su época, logro establecer que
existia una relacion cercana entre los ribosomas y los microtubulos del citoesqueleto, asi como la
presencia de acumulos de ribosomas en regiones cercanas a los nodos de Ranvier.

La aproximacion ultraestructural posee una enorme resolucién, pero no permite observar
en forma rapida regiones extensas de territorio axonal. Trabajos pioneros de microdiseccion de
axones realizados por el Dr. Koenig, resolvieron ese problema al lograr disecar axones motores
para poder observarlos mediante microscopia 6ptica y realizar ademas analisis bioquimicos
sobre la presencia de RNA en el axén [18]. Utilizando microscopia de barrido laser confocal y
colorantes con alta afinidad para acidos nucléicos como el YOYO-1, Koenig y Martin lograron
identificar por primera vez, en regiones internodales, acimulos de ribosomas y acidos nucléicos,
localizados en el citoesqueleto cortical de actina [19]. Estos nuevos dominios axonales fueron
llamados Placas Periaxoplasmicas Ribosomales o PARPS y fueron encontrados tanto en axones
del sistema nervioso central de peces éseos como en axones mielinicos motores y sensoriales
adultos de ratén, rata y conejo (Figura 1) [20].

La presencia de ribosomas en regiones axonales corticales e internodales fue
confirmada por estudios ultraestructurales utilizando anticuerpos que reconocian varias proteinas
ribosomales [21] (Figura 2) y al analizar cientos de secciones ultrafinas seriadas de segmentos
iniciales de axones motores mediante microscopia electrénica de transmision en [22,23].

Al lograr identificar donde se concentraba el RNA en el axén, fue posible realizar
estudios sobre dichos dominios en detalle. Si estos dominios forman parte activa de sistemas de
transporte y localizacion de RNA en el axén, deberian poseer elementos de la maquinaria de
transporte de los mismos. Mediante estudios inmunohistoquimicos y de hibridizacion in situ, se
demostrd la presencia de motores moleculares como kinesina |l y miosina Va [24], asi como el
mMRNA de la B-actina junto a su proteina de unién ZBP-1 [25]. También se detectd el mensajero
de la Miosina Va (ver review en Traffic, 2006). Estos resultados indicaron por primera vez que un
MmRNA podia estar localizado en regiones especificas del axén, pero extendieron resultados
previos que indicaban que era posible detectar mRNAs codificantes para neurofilamentos en la
zona cortical de axones mielinicos del nervio ciatico en regeneracién [26,27].
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Figura 1. Placas ribosomales periaxoplasmicas en axones motores mielinicos. Los
ribosomas, evidenciados con el anticuerpo monoclonal Y10B (A, B, C) se observan
agrupados en regiones discretas a lo largo de los axones motores. Estas mismas
regiones se tifien con YOYO-1(D, D) y son sensibles al tratamiento con RNAsas (E, E").
Reproducido de Koenig et al [20] gracias a la cortesia de Journal of Neuroscience.

Mecanismos de transporte de RNA y regulacion de la traduccién en el axén

Las evidencias experimentales apuntan a que existen mRNA y una maquinaria
traduccional en regiones axonales alejadas del soma neuronal, lo que conlleva a la formulacion
de preguntas que atafien a cuales son los mecanismos utilizados para lograr esta localizacion
espacial en particular. En varios sistemas celulares la localizacion de RNA vy la regulacion de la
traduccién se encuentran relacionados y requieren de mecanismos finamente organizados. En
los mRNA, las sefales en cis responsables de la localizacién se encuentran principalmente
sobre el extremo 3" no traducido o 3’'UTR y fueron denominadas "codigos postales" (del inglés
"zipcodes") [28]. Estas secuencias presentan caracteristicas diversas e interaccionan en forma
especifica con una variedad de factores proteicos o "Trans actin factors" (TAF). Algunos de ellos
se unen directamente a las regiones del UTR, otros forman parte de los complejos de unién a
estos codigos postales y un tercer grupo son proteinas motoras que movilizan los complejos de
RNA y proteinas. El transporte de los mismos utiliza tanto a los microtibulos como los
microfilamentos y los motores asociados a cada red en particular: kinesinas y dineinas en el caso
de microtubulos y miosinas para los filamentos de actina. Se piensa que los microtibulos son
utilizados en el caso de transporte de largo alcance y la red de actina para movimientos cortos y
anclaje [29]. EI mRNA se transporta, en general, en complejos macromoleculares llamados
Ribonucleoparticulas (RNPs) o Granulos de RNA.
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Figura 2. Ribosomas en axones mielinicos a nivel ultraestructural. En el panel superior se
observan ribosomas en regiones axonales corticales mediante microscopia electronica
convencional. El recuadro en la figura izquierda se muestra a mayor aumento en el panel
superior derecho. La figura inferior muestra una microscopia electrénica con tincién anti-
ribosomas con peroxidasa (zonas electron densas) sin contra-tinciones con metales
pesados. En el recuadro se observa una region axonal cortical a gran aumento donde se
acumula la inmunoreaccion para ribosomas. Tomado de Kun et al [21], cortesia de Wiley-
Blackwell.

Uno de los casos mas estudiados de transporte de RNA mensajero es el de la $3-actina.
Inicialmente se caracterizd una secuencia sefial en el 3'UTR de 52 nucleétidos y una proteina de
unién denominada Zip code binding protein o ZBP1 capaz de unirse a ella y mediar la
localizacion de este mRNA hacia el borde celular de un fibroblastos en cultivo [30-32]. En
neuronas en cultivo, hoy se conoce que a esta sefial no solo se une ZBP1 sino que también
colaboran ZBP2 y hnRNP-R. En este caso el ensamblado de este complejo es un requerimiento
para que suceda la translocacion del mRNA de la B-actina [33,34]. A su vez, la union de ZBP1 al
extremo 3'UTR de este mensajero tiene un efecto represor de la traducciéon del mismo, tanto en
fibroblastos [35] como en neuronas [36]. En neuronas fue posible demostrar que la adicion de
BDNF inducia la fosforilacién de ZBP1, activando la sintesis de la B-actina e influyendo como
consecuencia en la habilidad del cono de crecimiento para cambiar su direccién de crecimiento
[36]. En lo referente a hnRNP-R, todavia se desconoce su funcidén precisa, aunque se ha
demostrado la uniéon directa al mRNA de la $-actina [34] y su interaccién con la proteina "survival
motor neuron" (SMN) causante de la enfermedad "Spinal Muscular Atrophy" (SMA). SMN se
asocia al mMRNA de la B-actina [37] y modula la presencia del mismo en los conos de crecimiento
en neuronas cultivadas in vitro [38] con lo cual queda claro que las implicaciones de este
sistema de regulacion podrian ser importantes tanto en situaciones normales como patolégicas.
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El trafico y/o transporte de la B-actina también ha sido estudiado en neuronas y sirve
como ejemplo para ilustrar como podrian transportarse mRNA en neuronas. El ensamblaje de la
particula ZBP1 requeriria de ZBP2 durante la transcripcion en el compartimento nuclear [39].
Una vez en el citoplasma, se ha demostrado que las particulas ribonucleoprotéicas conteniendo
este mRNA se transportan bidireccionalmente en axones en cultivo, indicando la utilizacién de
sistemas de transporte dependiente de microtubulos [33], involucrando quizas a los motores
moleculares como Kinesina y Dineina. En axones maduros y mielinicos (axén gigante de
Mauthner y axones motores de rata) fue posible encontrar el mensajero codificante para B-actina
en las Placas periaxoplasmicas (Figura 3), junto con proteinas motoras como Kinesina Il, Miosina
Va [24] y |la proteina ZBP1 [25] (Figura 4), indicando que es posible no solo el trafico axonal de
mRNA a largas distancias utilizando microtibulos, sino que probablemente se utilicen
mecanismos de localizacioén y/o anclaje en el citoesqueleto de actina [6].

Figura 3. El mensajero de la B-actina se encuentra en las placas periaxoplasmicas
(PARPSs) en diferentes axones. Desde A a C se observan axones de Mauthner del pez
dorado (Carassius. auratus), de D a G se observan axones motores mielinicos de
mamiferos. A, B, D, E, F, son hibridizaciones in situ fluorescentes para detectar el mRNA
de la B-actina. C y G son los respectivos controles con sonda sentido. El panel izquierdo
muestra los axones mediante contraste de fases, donde las PARPs se sefialan con lineas
punteadas. El panel central muestra la sefal de hibridizacién y el panel derecho muestra
la superposicion de los paneles izquierdo y central para mostrar como se concentra la
sefial sobre las PARPs. Tomado de Sotelo-Silveira y cols [25], cortesia de Wiley y sons
Ltd.

Es relevante resaltar que la hipétesis general de que el extremo 3" no traducido es
importante para la localizacion de mRNA en axones. Se ha verificado en el caso de otros
mRNAs, utilizando modelos de cultivos neuronales in vitro. Tal es el caso del mMRNA codificante
para la proteina axonal Tau, identificAandose una regién de 240pb responsable de la localizacién
del mismo [40,41], asi como para el mMRNA codificante para Impa1 en axones simpaticos [42].

En lineas generales y combinando informacién sobre lo que se conoce de granulos de
RNA en neuronas [43], se puede decir que éstos contienen mRNA, ribosomas y una gran
variedad de proteinas. Se piensa que los mRNAs contenidos en estos granulos estarian
traduccionalmente reprimidos en la fase de elongacion de la traduccion, pero que en otros casos,
en donde la represion ocurre durante la iniciacién, los granulos no incluirian ribosomas [44]. Para
ambos casos se propone que estos granulos participan en el transporte de RNA, pero que a su
vez pueden ser reservorios de los mismos, liberandolos para ser traducidos, en los momentos
apropiados [45].
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Figura 4. ZBP1, la proteina de union al mRNA de la B-actina se encuentra en las placas
periaxoplasmicas (PARPs) de diferentes axones. (a) y (b) muestran axones de Mauthner,
mientras que C y D muestran axones motores de rata. En (a) se observan PARPs tefidas
con YOYO-1 (verde) y en (a1) se observa la localizacion de ZBP1 (rojo). La colocalizacion
se observa en (a2). En (b) se muestra la sefal para ZBP1 a lo largo de varias secciones
confocales. En (c) se observa la colocalizacion de RNA (YOYO-1, verde, c), ribosomas
(azul, c¢1) y ZBP1 (rojo, c2), o la superposicion de dichas imagenes (c3). En (d) se
observa la presencia de granulos de RNA en el centro del axén, conteniendo RNA (verde,
d), ZBP1 (rojo, d1) o la superposicion (d2) de ambas imagenes.(d2l) y (d2ll) muestran dos
tipos de granulos diferentes. Tomado de Sotelo Silveira y cols [25], cortesia de Wiley y
sons Ltd.

El control de la traduccion en axones quizas sea el nexo entre los granulos de mRNA y la
traduccién de los mismos a través de por lo menos varias vias de sefalizacion. Nuestro grupo ha
demostrado la participaciéon de la via del AMP ciclico y de la integridad del citoesqueleto de
actina fibrilar [25] (Figura 5).

Cabe resaltar que aunque la atencién de la investigacion se centra en las vias de
sefalamiento intracelular clasicas, resulta cada vez mas claro que el citoesqueleto es un
regulador prominente de la sintesis de proteinas en general [46]. Otros grupos han aportado
evidencias sobre la participaciéon de la via del blanco de rapamicina (mTOR). Esta via, es crucial
en la regulacion de la biogénesis de ribosomas y de la traduccion en si misma a través de la
fosforilacion de varios sustratos [47,48]. La inhibicion de mTOR por rapamicina disminuye la
incorporacion de aminoacidos marcados radioactivamente en proteinas axonales y reduce la
formacién de conos de crecimiento en cultivos de neuronas sensoriales o retinianas luego de
realizar la axotomia [49]. Es muy interesante resaltar que la eliminacion de PTEN, un regulador
negativo de la via mTOR, tiene un efecto promotor en la regeneracion in vivo [50]. Aunque la
delecciéon de PTEN fue realizada globalmente, es claro que podria estar afectando la traduccion
de proteinas axonales, siendo esto una clara indicacion de que los mecanismos de regeneracion
podrian depender de la modulacion general y local de la sintesis protéica axonal.
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Figura 5. La sintesis de proteinas axonales es modulada por AMP ciclico y la integridad
del citoesqueleto de actina. El panel izquierdo muestra que el AMPc (especialmente
cuando es pre-incubado, barra gris clara) estimula la sintesis de proteinas axonales. La
inclusion de cicloheximida demuestra que la sintesis de proteinas es citoplasmica y no
mitocondrial. El panel derecho muestra que el desensamblaje de la actina-F mediante la
aplicacion de Citocalasina en axones estimulados por AMPc disminuye la capacidad de
sintetizar proteinas por parte de la maquinaria axonal. Tomado de Sotelo Silveira y cols
[25], cortesia de Wiley y sons Ltd.

El transcriptoma axonal

Casi todas las especies de RNA conocidas han sido descritas, utilizando diferentes
modelos, en el territorio citoplasmico axonal. En la era pre-gendmica, el trabajo realizado se
centraba principalmente en la busqueda de acidos nucléicos claves que contribuyeran a
demostrar que existia la traduccién localizada de mRNA en axones. En la era post genoma, los
métodos de deteccion masiva de acidos nucléicos han comenzado a dar frutos inesperados que
indican, al menos en axones inmaduros en cultivos in vitro, la presencia y/o transporte de mRNA
de funciones variadas.

Inicialmente se buscaron mRNA codificantes para proteinas del citoesqueleto, cuya
funcidon en procesos de mantenimiento y regeneracién axonal fuese relevante. Nuestro grupo fue
el primero en demostrar que los mMRNA codificantes para los neurofilamentos estaban presentes
en axones de nervios ciaticos normales y lesionados [26,27]. En dichos trabajos también se
demostraba la traduccién local de los mismos durante la regeneracién, indicando por primera vez
que estas proteinas citoesquéleticas neuronales, usualmente transportadas en forma muy lenta
desde el soma neuronal, eran sintetizadas localmente para quizas contribuir al mantenimiento y
remodelacion del axén durante la regeneracion. Parte de estos resultados fueron confirmados
por trabajos que estudiaban la expresion de neurofilamentos desde otros angulos interpretativos
[51,52]. Ademas de que la lesion estimulaba la sintesis de estos mMRNAs, fue muy relevante
detectar la distribucién, mediante hibridizacion in situ, del mRNA en si. Para nuestro asombro,
este mMRNA neuro-especifico fue observado en dos lugares principalmente: en la célula de
Schwann y en el axdon que ella envolvia. Esto, como veremos mas adelante, seria uno de los
primeros indicativos de que la célula de Schwann estaba contribuyendo con mRNA de relevancia
funcional para el axon [27].

Los primeros axones que fueron utilizados para estudiar la composicién completa de
transcritos presentes fue el axén gigante de calamar por el grupo dirigido por el cientifico
napolitano Antonio Giuditta [53]. Las bibliotecas preparadas generaron los primeros datos de que
el axon contenia una gran variedad de mRNAs (mas de 100 ), incluyendo claramente moléculas
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que codificaban para cosas diferentes que el citoesqueleto. Aunque la distincién entre axones de
invertebrados y vertebrados es clara, parece importante que en lo que se refiere a los mMRNAs
axonales, éstos serian mas parecidos de lo que originalmente se pensaba. Como
mencionaremos mas adelante, utilizando andlisis de transcriptomas por microarreglos de
extractos de axones inmaduros en cultivos, se ha comenzado a caracterizar la composicion
completa del transcriptoma axonal. Antes de mencionar esos datos, es importante destacar las
observaciones que se dedican en forma individual a caracterizar la presencia y funciéon de
distintos RNA en diversos modelos.

El caso de la B-actina, como se menciona anteriormente, es el mas estudiado, y su
presencia y traduccién se ha demostrado en varios modelos in vitro e in vivo, tanto en axones
inmaduros en cultivo como axones mielinicos adultos [6,54]. A su vez, mMRNAs codificantes para
la tubulina alfa y beta, asi como para las proteinas asociadas a los microtibulos y sus motores
moleculares, fueron encontrados en axones de neuronas en cultivo [55-58]. La funcionalidad del
mRNA de la beta tubulina fue demostrada en varios sistemas donde ser observé la traduccién
del mismo [57,59,60]. El grupo del Dr. Kaplan demostré6 que en el caso de las mitocondrias
axonales, la sintesis de proteinas mitocondriales ocurria en el territorio axonal y era necesaria
para el funcionamiento de la misma [61,62]. En particular, la inhibicion de la traslocacién hacia el
axon del mRNA codificante para la sununidad IV de la cytocromo c¢ oxidasa, reduce el
crecimiento axonal en neuronas simpaticas en cultivo [63]. Es interesante destacar que el grupo
de Jeffrey Twiss ha identificado la presencia de RNA codificante para proteinas cuya localizacion
se encuentra en la membrana plasmatica [55]. Para la correcta sintesis de las mismas se
necesitaria la maquinaria correspondiente del reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi, lo
cual hasta hoy solo ha sido demostrado en axones de neuronas en cultivo [64].

Muy recientemente, mediante la combinacion del uso de cultivos compartamentalizados
o captura de fragmentos neuronales (axones y conos de crecimiento) y mediante el uso de lasers
y métodos gendmicos para monitorear la expresiéon génica, los grupos de Holt, Fawcett y Riccio
avanzaron en la caracterizaciéon del transcriptoma de axones en cultivo de diferentes especies y
estadios del desarrollo [42,57,58]. Estos datos extienden estudios protedmicos realizados por
Twiss y colaboradores [65] ya que aumentan el conocimiento de los mMRNAs transportados hacia
el axén. Varias son las facetas mas interesantes de estas observaciones. Por un lado se logra
observar que existe una distribucion diferencial de mRNA entre el cono de crecimiento y el axén
en si mismo, y entre diferentes estadios del desarrollo [58]. Los axones derivados de neuronas
embrionarias tenian mayor proporcién de mRNA relacionados con funciones de crecimiento,
mientras que los adultos estaban enriquecidos en moléculas relacionadas con la recepcion de
estimulos sensoriales [57]. Por ultimo, utilizando la técnica SAGE, Riccio y colaboradores, en
axones simpaticos en cultivo, identifican que el mMRNA para la mio-inositol monofosfatasa 1
(IMPA1) se encuentra localizado en los mismos. Llama la atencion, que esta enzima regula el
ciclo del inositol, el blanco principal del litio en neuronas [42], implicandose entonces al
transporte de mRNA hacia el axén y su sintesis local como un posible blanco terapéutico.
Tomando en conjunto estos datos es cada vez mas claro, al menos para neuronas en cultivo in
vitro, que las vias metabdlicas representadas en las poblaciones de mRNA descritas involucran
moldes de traduccion para receptores, aparato de sintesis proteica, fosforilacion oxidativa,
cancer, enfermedades neuroldgicas y sefalamiento intracelular entre otros. Estos hallazgos nos
dirigen a proponer que el transcriptoma axonal esta altamente regulado y que su funcionalidad
sera especifica para diferentes grupos de neuronas.

La regulacién de la traduccion del transcriptoma axonal, como mencionabamos
previamente, podria involucrar vias como las del blanco de Rapamicina, pero a su vez, existe un
componente del transcriptoma que seria también muy importante en la regulacién de la misma:
los micro RNAs (miRNAs) [66,67]. Analizando los axones de neuronas simpaticas en cultivo, se
han identificado la presencia de miRNAs [67-70]. El grupo dirigido por Barry Kaplan llegé a
identificar mas de cien miRNA diferentes, donde al menos cinco de ellos se encontraban
relativamente enriquecidos en el territorio axonal. Los analisis in silico para identificar blancos
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tentativos de estos miRNAs evidencian que varios mRNAs, previamente identificados en el
compartimento axonal, podrian ser blanco de los miRNA axonales. Experimentos realizados in
vivo por Murashov y colegas, han demostrado que la via de RNA de interferencia se encuentra
activa en axones del nervio ciatico [71].

La célula de Schwann como fuente alternativa del RNA axonal

La mayoria de las observaciones mostradas previamente fueron obtenidas en cultivos
neuronales in vitro sin la presencia de células de Schwann en el mismo. En estos modelos es
sencillo definir el origen de los mMRNA localizados ya que existe una sola fuente, el soma
neuronal. Por otro lado, la deteccidén y localizacion de mRNA en axones in vivo [25] no
demuestra el origen del mismo. Para demostrar la conexién causal entre el origen y la
localizacion final axonal se debe recurrir a estrategias, que in vivo, pueden resultar mas
laboriosas. Un caso claro donde se puede verificar el origen somatico de un RNA particular in
vivo, fue descrito por Muslimov y cols [72]. En estos experimentos el RNA no codificante BC1
(marcado radioactivamente) fue inyectado en el soma de la neurona de Mauthner y luego
detectado en el axén a varios milimetros de distancia. La fina colaboracion funcional y estructural
entre las células mielinizantes gliales y los axones que ellas mismas recubren ha sugerido desde
hace ya varias décadas que estas dos células interaccionan en muchos niveles y formas. A
continuacion repasaremos evidencias que indican que las células de Schwann podrian ser el
origen de los ribosomas y los mRNAs encontrados en el axén.

Las primeras evidencias de transferencia de RNA entre la glia y el axéon fueron
observadas in vivo mediante autorradiografia cuantitativa en axones de nervio ciatico de rata
lesionado, utilizando uridina tritiada como precursor del RNA [73] (Figura 6). En este modelo se
logr6 demostrar que el RNA sintetizado localmente en la célula de Schwann (evitando
especificamente la marcacion de RNA en los somas neuronales, por distancia y/o
descentralizacién) era detectado por autorradiografia en el axén.

Figura 6. Primeras evidencias de la existencia de la transferencia de RNA entre la célula
de Schwann y el axdn. En el panel 1A, se observa la deteccién de RNA marcado
radioactivamente mediante autoradiografia. Aqui las fibras del nervio ciatico fueron
incubadas con Uridina tritiada evitando el marcaje del soma neuronal respectivo. EIl RNA
sintetizado por la célula de Schwann fue detectado en el axén (ax), que aqui se evidencia
por estar rodeado de la mielina (m). En el panel 1B se muestra el resultado de la
incubacién con aminoacidos marcados radioactivamente, para observar la capacidad de
sintesis de proteinas de la unidad glia-axén. Tomado de Benech et al [73], cortesia de
Elsevier Ltd.

Estos resultados fueron confirmados y extendidos utilizando el axdn gigante de calamar.
En estos ensayos se incubaban fibras gigantes, aisladas del soma neuronal, con precursores
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radioactivos del RNA, lo que permitia colectar RNA neosintetizado en el axoplasma [74]. Estos
RNAs fueron identificados en mayor detalle como rRNA, tRNA y mRNA [75] e incluso, la
transferencia de los mismos podia ser regulada [76,77]. Es importante mencionar que previo a
todos estos resultados, Lasek proponia que existia transferencia de proteinas neosintetizadas
desde la glia hacia el axoén [78].

Analizando la posibilidad de que las proteinas componentes de los filamentos
intermedios neuronales, los neurofilamentos, fuesen sintetizados localmente en axones
mielinicos de ratas adultas, se encontraron evidencias de que dichos mRNAs también eran
sintetizados en la célula de Schwann [27]. En estos estudios, el mMRNA codificante para el
neurofilamento pequefio fue encontrado en la zona perinuclear de la célula de Schwann, en el
limite entre dicha célula y el axén y en el axoplasma. Para nosotros, esto fue un indicio de que el
posible origen de un mMRNA especifico neuronal fuese la célula de Schwann. La presencia de
estos mRNAs en la célula de Schwann fue confirmada por otros investigadores [51,52]. Ya que
estos filamentos intermedios cumplen su funciéon unicamente en ensamblado del citoesqueleto
neuronal, nuestra interpretacion de estos resultados nos dirigid aun mas a estudiar la posibilidad
de una transferencia intercelular de RNA entre estas dos células. Partiendo de los resultados
previos [73], se comenzd a utilizar bromo-uridina (BrU) para seguir con mayor definicion el
proceso de transferencia. Resultados aun no publicados (Sotelo y cols ), utilizando microscopia
confocal y marcaje con BrU, demostraron claramente que existe transferencia de RNA y que
ocurre principalmente en los nodos de Ranvier, quizas, transportando por ejemplo a los
neurofilamentos (Figura 7).

Figura 7. Transferencia de RNA hacia desde la glia al axdn. La fibra nerviosa observada
fue incubada descentralizada con Bromo-Uridina. La unica fuente posible de RNA es la
célula de Schwann y el RNA sintetizado se detecta en ella (delgadas lineas verdes del
citoplasma externo de la célula de Schwann) y en el axén (panel izquierdo). El panel
central izquierdo muestra la tincion del citoesqueleto de Actina con Rodamina-Faloidina.
El nodo de Ranvier se sefiala con una flecha. El panel central derecho muestra la
superposiciones de ambas tinciones y el panel derecho muestra un esquema que resalta
los principales resultados (CM: mielina compacta, RN: nodo de ranvier, Ax: axén).

Si esta transferencia estuviera existiendo, tendrian que existir huellas ultraestructurales
de la misma, por ejemplo, detectar ribonucleoparticulas o ribosomas en fases del transporte.
Evidencias que apoyan esta teoria provienen de distintas aproximaciones ultraestructurales
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como microscopia electronica convencional [22,23], inmunomicroscopia electronica para
proteinas ribosomales [21,79] (Ffigura 8) y ribosomas conteniendo fusiones con GFP en ratones
mutantes con degeneracion valeriana lenta o WLD [80].

Figura 8. Vision ultraestructural del posible mecanismo de transferencia. La figura
muestra una Microscopia Electronica Convencional (G) donde se pueden observar dos
vesiculas (H e I) en territorio axonal pero conectadas con la vaina de mielina. Los mismos
recuadros se pueden observar en H e | a mayor magnificacion. Cabe resaltar la presencia
de granulos de RNA (posiblemente ribosomas) en estas estructuras tipo vesiculas.
Tomado de Kun et al [21] cortesia de Wiley y Sons Ltd.

Estas observaciones tomadas en conjunto no solo apoyan el transporte intercelular de
ribosomas, sino que implican un sistema vesicular como parte esencial del mismo. En cuanto al
mecanismo molecular subyacente a la transferencia en si, es sumamente interesante especular
en vista de procesos de transferencia célula a célula presentes en diversos modelos bioldgicos
de estudio. Un ejemplo notorio es el descubrimiento de que los exosomas estan involucrados en
el transporte intercelular de macromoléculas como lipidos, proteinas y material genético de
varios tipos [81]. En el sistema nervioso, exosomas derivados de glias, contienen DNA
mitocondrial [82] y mRNA [83]. Otro ejemplo conocido involucra la formacion de tibulos de 50 a
200 nm de diametro llamados “nanotubos”. Estas estructuras son ricas en actina tipo F y
miosina Va, y participan en la traslocacién de organelos y proteinas de membrana desde una
célula a su destino [84]. Los nanotubos o estructuras similares han sido detectadas en una
variedad de células in vitro, mientras que, utilizando microscopia electronica por criofractura, se
han descrito tubulos de diametros similares en las regiones internodales de nervios ciaticos de
mamiferos [85]. Un ejemplo extremo se ha observado en axones en regeneracion pertenecientes
a crustaceos, donde el axén es capaz de incluir estructuras como el nucleo de la célula adaxonal
[86].

Conclusiones

La gran variedad de modelos y aproximaciones experimentales empleadas en distintas
especies y diferentes neuronas indican que los procesos de transporte de RNA vy la sintesis local
de proteinas en los axones, probablemente estén ocurriendo en diferentes tipos neuronales y
sus prolongaciones axonicas. Aunque los modelos in vitro han sido de gran utilidad, creemos
necesario estudiar estos fendmenos en donde realmente ocurririan. A modo de simplificacion, la
Figura 9, muestra nuestro modelo o hipétesis de trabajo. Alli todavia quedan varias preguntas
para responder como: ¢existe sintesis local de proteinas en axones cortos? ¢ Existen diferencias
entre los mecanismos de regeneracion in vitro e in vivo? ;Cuales son las diferencias entre los
transcriptomas axonales normales y patolégicos o entre los distintos tipos neuronales? ;Qué tipo
de funciones cumplen los mRNAs axonales? ;Qué tipo de utilidad tiene el conocimiento a fondo
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del transcriptoma neuronal para establecer estrategias terapéuticas en procesos de
degeneracion neuronal? Creemos que la respuesta integrada de glias y neuronas que incluya el
componente de la sintesis local axonal de proteinas, es un campo de investigacion actualmente
muy activo que impactara en la comprension de la biologia celular axonal tanto en condiciones
normales como patoldgicas.

Schwann cell
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network

Figura 9. Sintesis local de proteinas en axones mielinicos. Se esquematiza una vision
integrada de la localizacidn de RNAm y su traduccién local en territorios axonales. En un
caso los RNAm se estarian transportando desde el soma neuronal (mecanismo operante
quizds mayoritariamente en axones inmaduros), pero podria existir el transporte inter-
celular desde la glia circundante. Los puntos locales de traduccién podrian ser las placas
periaxoplasmicas u otros sitios citoplasmicos no corticales. Tomado de Sotelo-Silveira et
al [6], cortesia de Wiley y Sons Ltd.
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Resumen

Los alacranes y las aranas estan fenotipicamente relacionados y pertenecen a la clase
arachnidae. Las glandulas del veneno de estos dos aracnidos han desarrollado neurotoxinas
estructuralmente diversas aunque con funcién similar y con actividad biolégica en receptores
similares como son los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav). Si bien las neurotoxinas
de arana y alacran actuan sobre los Nav y se unen a receptores extracelulares similares, ambas
neurotoxinas tienen estructuras primarias, secundarias y terciarias muy diferentes. Una principal
caracteristica de las neurotoxinas de arafias es que son mas cortas que las neurotoxinas de
alacran y carecen de una estructura alfa-hélice, por lo cual el analisis molecular de las toxinas
mas cortas de arafia podria ayudar a descifrar los residuos moleculares mas importantes de las
neurotoxinas del alacran en canales de sodio dependientes de voltaje. Una exploracién
molecular mediante el reemplazo de aminoacidos por Alanina en dos toxinas de arana reveld la
existencia de al menos dos superficies moleculares en las toxinas de aracnidos, una supetrficie
necesaria para la unién al receptor y otra que ejecute la actividad biolégica o funcional. Los
residuos implicados en el reconocimiento al Nav son generalmente residuos basicos y
aromaticos y el residuo que ejerce la actividad biolégica es un aminoacido aniénico. Una
aplicacion potencial de estos resultados ha sido la generacion de antigenos no-téxicos contra la
intoxicacion causada por el piquete de alacran.

Palabras clave: Aracnido, neurotoxina, péptido, canal de sodio, expresion heteréloga.
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Abstract

Scorpions and spiders are phenotypically related and they belong to the class
arachnidae. The venom glands of these two arachnids have evolved structurally different
neurotoxins with similar function that recognize similar receptors. The most toxic spider and
scorpion peptides target mainly the voltage-gated sodium channel (Nav) of insects and mammals,
and they bind to similar extracellular receptors at the Nav but they share low sequence similarities
as well as low secondary and three-dimensional structure correspondence. Spiders’ toxins are
shorter than that of scorpion toxins; therefore, the molecular analysis of the shorter spider toxins
could help to decode the residues in a scorpion neurotoxin involve in binding to voltage-gated
sodium channels. An alanine scan analysis of two spider toxins resulted for finding two molecular
surfaces in the arachnid neurotoxins, which are each important for receptor binding or for
biological activity. The residues of arachnid neurotoxins involved for Nav recognition are
principally basic and aromatic residues, and the residue involved in biological activity seems to be
just a single anionic residue. A potential application of these studies is the development of non-
toxic scorpion antigens for generation of neutralizing antibodies against the envenomation caused
for the sting of scorpions.

Keywords: Arachnid, neurotoxin, peptide, sodium channel, heterologous expression.

Introduccioén

Los aracnidos (Arachnida, del griego arakhne, "arafa" e -ides, "perteneciente a un
grupo") son una clase de artropodos quelicerados con patas articuladas y esqueleto externo
rigido, el cual reemplazan periédicamente. El orden Arachnida incluye formas tan conocidas
como las aranas, los alacranes y los acaros. El cuerpo posee dos regiones o tagmas mas o
menos diferenciados, el prosoma (o cefalotérax) y el opistosoma (o abdomen). Los apéndices se
insertan en el prosoma y son un par de queliceros, junto a la boca, ademas de un par de
pedipalpos, a veces muy desarrollados y cuatro pares de patas locomotoras. Carecen de
antenas, y suelen tener uno o mas pares de ojos simples, en lugar de grandes ojos compuestos
como los insectos.

Existen aproximadamente unas 98,000 especies de aracnidos descritas, y son el
segundo grupo mas numeroso del reino animal, después de los insectos, y casi dobla en
especies a los vertebrados. Los aracnidos se clasifican en 11 érdenes de especies vivientes, de
los mas abundantes en especies son las arafias, los acaros, los opiliones, pero los mas
populares son las aranas, los acaros y los alacranes.

La mayoria de los aracnidos son carnivoros, grandes predadores de otros artropodos
como insectos e inclusive de los mismos aracnidos, e ingieren su alimento en forma liquida o
semiliquida una vez que los han predigerido mediante la inyeccién de jugos gastricos sobre la
presa, a la cual han paralizado mediante el uso de la fuerza, o bien mediante la inyeccion de su
veneno. No todos los aracnidos poseen glandulas venenosas, pero el veneno de las arafas y
alacranes son de los mas abundantes y conocidos, con efectos neurotéxicos, y de los cuales se
conoce mas sobre el tipo de componentes que éstos poseen.
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Neurotoxinas de aracnidos

Como se ha mencionado, la mayoria de los aracnidos son carnivoros y grandes
predadores, por lo cual las glandulas venenosas de alacranes y arafas se especializan en
producir componentes que puedan paralizar a sus presas. El veneno de estos aracnidos es una
mezcla tanto de moléculas organicas pequefias como de proteinas de bajo y alto peso
molecular. Las proteinas de bajo peso molecular denominadas péptidos juegan un papel
importante ya que la mayoria de ellas son neurotédxicas, los cuales son generalmente, moléculas
reticuladas con tres o cuatro puentes disulfuro; ademas presentan un cantidad mayor de
residuos basicos que residuos acidos, por lo que el punto isoeléctrico de estas moléculas es
mayor a 7. Dentro del grupo de péptidos neurotéxicos, en el veneno de los alacranes, existen
dos tipos de péptidos de acuerdo al contenido de aminoacidos presente en su estructura
primaria:, aquellos de 30 a 40 residuos, y aquellos con un contenido de 60 a 70 residuos de
aminoacidos. El primer grupo, afecta generalmente a canales i6nicos de potasio dependientes de
voltaje (Kv) y el segundo, a canales iénicos de sodio dependientes de voltaje (Nav). En el caso
de los venenos de arafias, esta division por tamafo no es tan clara como en el caso del veneno
de los alacranes. En el veneno de las arafas, las neurotoxinas tienen una estructura primaria de
25 a 45 aminoacidos pero algunas de ellas pueden afectar tanto a Kv como a Nav,
independientemente de su tamafio.

Canales iénicos como blanco principal de las neurotoxinas de aracnidos

Las células cuentan con dos tipos principales de proteinas que permiten el paso de
moléculas a través de la membrana: proteinas que permiten transportar moléculas organicas
especificas a través de ellas y proteinas de membrana que forman un estrecho poro hidrofilico
que fluctia entre estados abiertos y cerrados y por donde se desplazan iones de forma selectiva
llamados canales idnicos. En general, todos los canales idnicos estan definidos por dos
caracteristicas principales: selectividad idnica y mecanismo de apertura y cierre [1]. Los canales
idénicos permiten que algunos iones puedan pasar y otros no, lo cual implica que deben tener una
estructura, una geometria interna y un ambiente quimico que da selectividad al paso del i6n a
través de ellos. Dependiendo del tipo de i6n que pasa por el poro del canal, los canales idnicos
pueden ser de potasio, de sodio, de calcio, etc. En la mayoria de los casos, en los canales
idnicos el estado abierto se da en respuesta a un estimulo especifico, como son los cambios en
el voltaje de la membrana, estimulos mecanicos, estimulos quimicos y la union de ligandos a sus
receptores. El ligando puede ser extracelular o intracelular. Los canales iénicos son
responsables de la excitabilidad eléctrica del sistema nervioso y de los musculos y una célula
nerviosa puede contener varios tipos de canales idénicos en su membrana [1-4].

Dado que las neurotoxinas de aracnidos afectan principalmente a canales idnicos y
entorpecen la comunicacion celular, éstas tienen un blanco de accién muy amplio y actian en
canales iénicos de diferentes especies como en insectos o en mamiferos. La principal causa por
la que el veneno de algunas especies de aracnidos son peligrosos para el humano se debe a
que algunos receptores en insectos mantienen una alta identidad similar al de mamiferos, lo cual
puede ser considerado una coincidencia evolutiva, ya que de ninguna manera se pensaria que
un humano seria la presa de una arafia, un alacran, o un acaro. De igual manera esta
coincidencia evolutiva atrae el interés médico y cientifico de conocer la estructura de las
neurotoxinas y sus componentes moleculares que afectan tanto a insectos como a humanos.

A continuacién brevemente se explicaran los intentos por conocer el modo en que las

neurotoxinas de aracnidos se unen a los canales de sodio dependientes de voltaje y sus
implicaciones biolégicas.
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Canales de sodio dependiente de voltaje

Los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav) son responsables de la entrada
rapida de iones sodio a la célula que provoca un potencial de accién en nervios, musculos y
células endocrinas, lo que es esencial para la generacién y propagacién de impulsos nerviosos
[5, 6]. Los canales de sodio se conforman por una subunidad a de 220-260 kDa que contienen
elementos de sensor de voltaje y formadores de poro en un solo complejo de proteina y una o
dos subunidades auxiliares B de aproximadamente 33-36 kDa. Las subunidades a estan
compuestas por cuatro dominios homodlogos que contienen cada uno seis segmentos
hidrofébicos transmembranales. Un asa, que atraviesa la membrana, entre los segmentos S5 y
S6, de cada dominio, constituye el vestibulo del poro del canal [7]. El canal responde a voltaje
debido a sus segmentos S4, los cuales contienen motivos repetidos de un residuo de aminoacido
positivamente cargado (lisina o arginina) cada tercera posicién, siendo éstos los que por sefales
eléctricas inician un cambio conformacional que abre el poro, lo que produce la despolarizacion
de la membrana necesaria para generar los potenciales de accion [3, 7, 8]. En los humanos,
nueve subunidades a de canales de sodio dependientes de voltaje se han caracterizado: Na,1.1
— Na,1.9. Las subunidades auxiliares del canal de sodio, Na,fJ1-Na,4, interactian con las
diferentes subunidades a y alteran sus propiedades fisiolégicas y su localizacion subcelular [3].

Los canales de sodio son los Unicos que representan blancos moleculares para varios
grupos de neurotoxinas, que alteran fuertemente el funcionamiento del canal, por unién a
diferentes sitios en el receptor [3]. Debido a su gran afinidad y especificidad, las neurotoxinas
representan herramientas poderosas para estudiar la estructura y funcién de los canales de
sodio, afectando tanto la permeabilidad como las propiedades de apertura del canal. Hasta
ahora, seis diferentes sitios de unién a neurotoxinas se han identificado en el canal de sodio
dependiente de voltaje, los cuales se esquematizan en la figura 1 [3, 7, 9, 10].

Con respecto a los sitios blanco de neurotoxinas de aracnidos, éstas actuan sobre la
superficie molecular del canal de sodio y pueden unirse a los denominados sitios 3 y 4 (Figura 1).
Es importante notar que la union de las neurotoxinas de aracnidos a estos sitios provocan una
apertura y cierre del canal diferente generando corrientes iénicas caracteristicas, por lo cual la
respuesta del Nav a las neurotoxinas de aracnidos que se unen a los sitios 3 y 4 tienen una
farmacologia muy particular; por ejemplo, las neurotoxinas que se unén al sitio 3 generan un
bloqueo de la inactivacién de los Nav. Por otro lado, las neurotoxinas que se unén al sitio 4
activan a los Nav a voltajes de membrana mas negativos que los normales.

Neurotoxinas de aracnidos que afectan a los Nav de insectos y mamiferos

Como se ha mencionado, el interés cientifico en las neurotoxinas de aracnidos ha
llevado a entender el mecanismo por el cual estas moléculas se unén a los Nav. Como primer
ejemplo comparamos las neurotoxinas que son especificas para insectos y que no reconocen ni
afectan los Nav de mamiferos. Las toxinas Bj-xrtIT, LqghlT2 y PalulT2 provenientes de los
venenos de los alacranes Buthotus judaicus y Leiurus quinquestriatus hebraeus, y de la arafa
Paracoelotes Iluctuosus, respectivamente, se unen al mismo sitio 4 en los Nav de insectos. El
término IT se refiere a “insecto-toxinas”, las cuales han sido utilizadas para conocer los residuos
moleculares que son determinantes en la afinidad hacia el sitio 4 de los Nav. Es importante notar
que la estructura primaria en dichas neurotoxinas es diferente y presenta porcentajes de
identidad muy bajos de 39y 16 % entre ellas (Tabla 1). Similarmente, la estructura tridimensional
de las toxinas de alacran y de arafia son completamente diferentes. Sin embargo, es importante
resaltar que reconocen al mismo sitio 4 de los Nav de insectos. Para conocer la funcion
molecular de los aminoacidos que componen a la neurotoxina PalulT2, ésta fue analizada
mediante el reemplazamiento de la mayoria de sus aminoacidos por alanina, excepto glicina,
prolina y cisteina ya que estos residuos son mayormente indispensables para la estructura y no
para la funcién de una proteina. En este tipo de analisis se reemplazé cada aminoacido por la

134



Corzo

alanina, ya que este aminoacido es el mas simple que mantiene su centro asimétrico, a
diferencia de la glicina, y por tanto conserva sin alteracion, el esqueleto peptidico de la proteina.
Ademas es importante resaltar que las neurotoxinas de arafia son mas cortas que las
neurotoxinas de alacran y por tanto, un analisis de reemplazo molecular requerird menos
esfuerzo en una toxina arafia que en una de alacran (Tabla 1).
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Figura 1. Sitios de unién de neurotoxinas en los NaCh [3].

Tabla 1. Identidad de la secuencia primaria entre neurotoxinas de alacran y arana

Toxina Origen Secuencia primaria AACys Identidad  Accs
(%)

Insecto especificas

BjxtrlT Alacran KKNGYPLDRNGKTTECSGVNAIAPHYCNSECTKVY YA 76,8 100 P56637
ESGYCCWGACYCFGLEDDKPIGPMKDITKKY CDVQIIPS

LahlT2 Alacran DGYIKRRDGCKVACLIGNEGCDKECKAYGGSYGYCWTW 61,8 39 026292
GLACWCEGLPDDKTWKSETNTCG

PalulT2 Arafia ACVGDGORCASWSGPYCCDGYYCSCRSMPYCRCRNNS 37,8 1% P83257

Toxicas a mamiferos

CsslV Alacran KEGYLVNSYTGCKFECFKLGDNDYCLRECROOYGKGSGG 66,8 100 PE0266

YCYAFGCWCTHLYEQAVVWPLPNKTCN

Magi5 Arafia GCKLTFWKCKNKKECCGWNACALGICMPR 286 17 P83561

AAsignifica canlidad de aminoacidos. Cys significa confenido de cisteinas
Accs significa nimero de accesoen la base de datos UniProt (hitp:/Awww. uniprot. org)
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Para este trabajo se sintetizaron quimicamente 25 variantes de la neurotoxina PalulT2.
La estructura secundaria de todas las variantes de la neurotoxina PalulT2 modificadas por
alanina, o por otro aminoacido, se corroboré mediante dicroismo circular (Figura 2A). Solamente
la variante S27A mostrd una estructura secundaria diferente a la nativa, por lo cual esta variante
no fue considerada para los ensayos biologicos. Unicamente las variantes correctamente
estructuradas y plegadas fueron utilizadas para los ensayos biolégicos de unién a Nav utilizando
sinaptosomas de insectos (Figura 2B), y posteriormente se realizaron ensayos de toxicidad con
estas misma variantes.

RLER L L L L L L L B L B
T— 5 ° !?XX
Q o m
'g .':Exx
] o
£ " e
o 0 L o m
E 00.++n’<
E +I m, 0=
g - +'.++;'x
E 5 L DD\""DED djd:pcp o SQ?A —
E=} a7 o M2BA |
= S & x  Y30A
® Lo % & +oWzA
AL N = FaulTz
Lo v v v b v b v b v v b v b v by
130 130 200 210 220 230 240 250 260
Longitud de onda (nm)
¥
]_m I - ¥ A B
@ L
§ s0f
= [
£ 80T . paume
3 | ——DSA
5 40| s RgA
g [ —+—DI9A
E 20 —a—R32A
A | —o—R34A
] . :
— 0 vl il Ll vl o g a
w1 o1w* 1w 1w’ 1wt 10 1wt
Concentracion (M)

Figura 2. Dicroismo circular y ensayos de union a Nav de insectos. A) muestra el
dicroismo circular de cuatro variantes de PalulT2, una de ellas S27A, tiene una estructura
secundaria diferente a la nativa. B) muestra los ensayos de union de cinco variantes de
PalulT2 en donde las variantes D5A y D19A son mas afines a los Nav de insectos.
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De este modo, se correlacioné tanto la unién al receptor en condiciones in vitro como el
efecto tdxico in vivo (Tabla 2). El andlisis de todas las variantes de alanina en la neurotoxina
PalulT2 permitié entender que existen al menos dos superficies moleculares en las toxinas de
arafa, las cuales son responsables tanto del reconocimiento al sitio de unién como a la actividad
bioldgica en el Nav.

Tabla 2. Actividades biolégicas de union y de toxicidad de la neurotoxina PalulT2 y sus
variantes

Toxina  KP(M) n  KiKinativa LDso’ n LDso/LDso
ng/mg insecto nativa

Nativa 127+32 6 1 252+5.2 2 1

V3A 141+£27 2 1.1 23.8+3.9 2 0.9
D5A 96+32 4 0.76 22.9+4.1 2 0.9
Q7A 18.8+0.3 2 1.5 245+2.3 2 1

R8A 642+19 2 51 33.2+5.4 2 1.3
R8D >1000 2 >80 126.4+94 2 5.0
S11A 235+39 2 1.8 26.4+4.2 2 1

W12A >2000 2 >160 >200 2 >8
W12F 171+ 9 2 13.5 31.0+4.7 2 1.2
S13A 83+28 3 0.65 28.6+3.7 2 1.1
Y16A 125+12 2 1.0 33.1+5.8 2 1.3
D19A 111+22 3 0.87 754+7.3 2 2.9
Y21A 531+7.2 2 4.2 36.3+4.9 2 1.4
Y22A 682+68 2 54 52.8+6.1 2 2.1
S24A 504 +161 3 40 446 £ 3.6 2 1.8
R26A 206 £66.7 2 16 43.3+6.0 2 1.7
S27A 577%32’-' 2 450 >200 2 >8
M28A 175+ 46 2 14 40.5+4.8 2 1.6
Y30A 742 £107 2 58 1282+86 2 5.1
Y30F 202+22 2 16 34.7+4.3 2 1.4
R32A 307+15 2 24 58.5+ 3.8 2 2.3
R34A 228+ 8 2 18 42.7+4.2 2 1.7
N35A 241+21 2 1.9 31.3+2.6 2 1.2
N36A 255+62 3 2.0 29.6+2.7 2 1.2
S37A 12.3+09 2 1.0 275+4.2 2 1.1

a: Ki fue determinado mediante ensayos de union a sinaptosomas de cucacracha.
b: LDso fue determinado después de 24 horas posteriorres a las inyecciones a insectos y representa el 50%
de mortalidad de 6 dosis/grupo utilizadas con 5 insectos en cada grupo.

En la Figura 3 se muestra una correlaciéon entre las actividades normalizadas de los
ensayos de union y los ensayos insecticidas in vivo. Los aminoacidos responsables de la union
son aquellos basicos como las argininas y lisinas, y los aromaticos como las tirosinas y
triptéfanos. Estos datos concuerdan con aquellos reportados por Bogan and Thorn [11] donde en
una base de datos de mas de 30 interacciones de las interfases proteina-proteina se encuentran
a los residuos Trp, Tyr, Lys y Arg como los mas propensos a estar involucrados en este tipo de
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interaccién. Por otro lado, los residuos anionicos estan involucrados en la actividad biolégica, ya
que el reemplazamiento de residuos anionicos por alanina resulté en una baja actividad
bioldgica, sin embargo, mantuvieron una fuerte union al sitio 4 del Nav.
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Figura 3. Correlacién entre el logaritmo de la unién a receptor y el logaritmo de la
toxicidad.

Con el fin de conocer si los mismos residuos moleculares en la toxina de arafa PalulT2
estan implicados en el mismo tipo de reconocimiento que de las neurotoxinas de alacran Bj-xrtIT
y LghlT2 hacia los Nav, la estructura tridimensional de las tres neurotoxinas “insecto-especificas”
fueron superimpuestas para observar residuos comunes (Figura 4). En esta figura se observa
cémo varios residuos de cada una de estas neurotoxinas mantienen un denominador comun, el
cual es un anillo de residuos basicos (Figura 4, color azul) con residuos de tirosina en el centro
(Figura 4, color rojo). Los resultados que se muestran en la figura 4 sugieren que los residuos
comunes en las neurotoxinas “insecto-especificas” tienden a ser los residuos basicos y tirosinas
en su unién al sitio 4 de los Nav de insectos.

Este ejemplo de convergencia de estructuras diferentes hacia un sitio especifico en los
Nav de insectos fue confirmado con neurotoxinas de aracnidos que afectan Nav de mamiferos.
Las neurotoxinas Magi 5 y CsslV provenientes del veneno de la arafia Macrothele gigas y del
veneno del alacran Centruroides suffusus suffusus, respectivamente, reconocen al mismo sitio 4
en el canal Nav. En este caso, la identidad entre ellas es también muy bajo, de tan solo 17%
(Tabla 1). Similarmente al caso de PalulT2, la neurotoxina de arafia Magi 5 fue analizada
mediante substituciones de alaninas. Las estructuras secundarias fueron comparadas, con
respecto a la estructura nativa, y todas aquellas toxinas plegadas fueron ensayadas en canales
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de sodio dependientes de voltaje Nav1.2. Al igual que en los resultados anteriores, los residuos
basicos e hidrofébicos resultaron importantes para la actividad biolégica. Ademas, el Unico
residuo aniénico E15A fue importante en dicha actividad biolégica, confirmando que existen
superficies moleculares responsables de la unién o reconocimiento al receptor y superficies
moleculares estrictamente importantes para ejercer una funcién biolégica.

Una comparacion estructural de la toxina de arafia Magi 5 con la toxina de alacran
sugirid que los aminoacidos anidénicos en posicion E15 y E28 son importantes en la actividad
biolégica de las neurotoxinas de alacran. Los residuos aniénicos en las neurotoxinas de
aracnidos estarian involucrados en lo que se denomina inmovilizacién del sensor de voltaje de
los Nav. Como fue mencionado en la seccién canales de sodio dependiente de voltaje, los
segmentos S4 contienen motivos repetidos de un residuo de aminoacido positivamente cargado
(lisina o arginina) cada tercera posicion, siendo éstos los que por sefales eléctricas inician un
cambio conformacional que es inmovilizado durante el movimiento de apertura por ciertos
residuos anionicos de las neurotoxinas [12]. Por lo anterior, es que en México la picadura del
veneno de alacran es de gran importancia médica, se necesitan de antigenos para generar
anticuerpos contra la picadura de estos aracnidos, y de este modo, la creaciéon de neurotoxinas
antigénicas no toéxicas podrian ser una alternativa para generar anticuerpos neutralizantes con la
ventaja de mejorar su calidad y mejorar el sistema de inmuizacién de animales mayores sin
comprometer la salud de estos.

Figura 4. Superimposicion de estructuras de arafia y alacran. Neurotoxina LghlT2
(amarillo), Bj-xrtIT (verde) y PalulT2 (morado). En azul se resaltan los aminoéacidos
positivos (Lisina y Arginina) y en rojo (tirosinas) y en naranja (triptofano) los aminoacidos
aromaticos.

Conclusiones

Los resultados muestran que las neurotoxinas de aracnidos que afectan los Nav
exponen al menos dos superficies moleculares, donde al menos una es responsable del
reconocimiento de su receptor en el Nav (responsable de la mayor afinidad por el Nav, pero sin
efecto bioldgico), y la otra afecta la funcion del Nav (poca afinidad pero con efecto biolégico
significativo) [13, 14]. Se ha demostrado que las neurotoxinas que se unen al sitio 4 de los Nav,
que provenien de alacranes o de arafias, contienen aminoacidos aniénicos, capaces de
inmovilizar a los sensores de voltaje de estos Nav [12-15]. Este mecanismo molecular elucidado
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es de gran importancia para generar neurotoxinas no téxicas que puedan suplir a los antigenos
comerciales promoviendo el mantenimiento de animales ponzofiosos en sus nichos, los cuales
son importantes en sus ecosistemas para mantener la homeostasis de estos. Un ejemplo
concreto es el caso del antiveneno contra la mordedura de la arafia violinista, donde la
neurotoxina esfingomielinasa-D (la mas téxica del veneno de las arafias del género Loxoceles)
es producida mediante la técnica del ADN-recombinante y usada para inmunizar animales
modelo para generar anticuerpos neutralizantes (antiveneno) contra la mordedura de estas
arafas [16]. El uso de proteinas recombinantes para la generacion de antivenenos es una
realidad en nuestro pais y que podria extrapolarse a otros ejemplos de animales ponzofiosos
como alacranes y serpientes, aunque en el caso de las serpientes las neurotoxinas involucradas
afectan otros receptores iénicos. Una limitante para utilizar neurotoxinas recombinantes como
inmundégenos es que dichas neurotoxinas estén propiamente plegadas, al igual que la proteina
parental, con el objetivo de que las neurotoxinas sintéticas puedan presentar epitopes que
generen anticuerpos neutralizantes de alta afinidad.

Con respecto al potencial de las neurotoxinas especificas contra insectos, las
neurotoxinas de aracnidos han sido propuestas como candidatos para el desarrollo de nuevos
pesticidas bioldgicos, debido a su mecanismo de accion que evita el dafo a especies de otros
géneros o familias [17-19]. Debido a que en los ultimos afios se ha generado un incremento
significativo en el niumero de plagas con resistencia a pesticidas, existe una necesidad de
desarrollar insecticidas novedosos que ayuden a solucionar esta problematica. Una limitante
para el caso de neurotoxinas como bioinsecticidas es el desarrollar un método de aplicacién
correcto ya que éstas deben cruzar una barrera epitelial para ejercer su accion. Las aplicaciones
mas directas que se han sugerido es a través de un vehiculo que pase por estas barreras
epiteliales, como los baculovirus. La neurotoxina en cuestion se fusiona a una proteina viral y al
ser expresada en el insecto, dicha neurotoxina repercute en tiempos menores de aniquilamiento
del insecto plaga [20-22]. Sin embargo, las neurotoxinas especificas contra insectos pueden ser
utiles para revelar nuevos receptores en insectos para ser blanco de nuevos biopesticidas.
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Resumen

La mayoria de las proteinas se forman con sélo 20 aminoacidos, pero sus posibles
combinaciones conducen a numeros inmanejables de secuencias y de probables
conformaciones. Por tanto, la prediccion de la estructura tridimensional real, a partir de la
informacién de la secuencia de aminoacidos es un problema autn sin solucién. Sin embargo,
existen estrategias de computo que se aproximan al problema y la de mayor éxito es el
modelado por homologia. Varios servidores de Internet ofrecen herramientas para modelar
proteinas, pero un problema importante es determinar si el modelo obtenido responde a la
realidad biolégica. Casi todos los métodos de calificacion de la calidad de los modelos analizan
la congruencia geométrica y fisicoquimica de la estructura tridimensional predicha. EI método
reciente, llamado Rd.HMM, informa sobre la probabilidad de que el modelo propuesto pueda
alojar, en la realidad bioldgica, a la secuencia que se deseaba modelar, al tiempo que recupera
otras secuencias naturales que adoptan un plegamiento semejante. Finalmente, se muestra
como se puede aplicar Rd.HMM para mejorar las posibilidades de éxito en el modelado por
homologia.

Palabras clave: Estructura tridimensional de proteinas, Modelado in silico, bioinformatica,
calificacién de un modelo.
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Abstract

Most proteins are formed only with 20 amino acids. Yet, combinatorial possibilities lead to
intractably large numbers of sequences and theoretical conformations. Thus, the prediction of the
true three-dimensional structure from protein sequence information alone in not currently
possible. Nevertheless, amongst the approximate solutions to this problem, homology modeling is
the one with highest success rate. Many international Internet servers can produce theoretical
3D-models of proteins, but they offer no guarantee in regard to the biological appropriateness of
the proposed 3D structure. Current methods to score the quality of a three-dimensional protein
structural model are based mostly on geometrical and physicochemical considerations. However,
a recent method called Rd.HMM gives information on whether the model is likely to host the
amino acid sequence of interest in real biology. In addition, it finds if other related natural
sequences can be modeled with a similar framework. This works describes how Rd.HMM can
improve homology modeling success rate.

Keywords: Tridimensional structure of proteins, in silico modeling, bioinformatics, model scoring.

El problema de la prediccion de la estructura 3D de las proteinas, a partir de su secuencia
de aminoacidos

Desde el punto de vista quimico, las proteinas son heteropolimeros, porque provienen de
la polimerizacion de varios mondmeros distintos. En la naturaleza, tal diversidad esta
relativamente restringida, ya que el cédigo genético solo codifica para 20 diferentes aminoacidos
(aunque algunas proteinas se sintetizan y sufren cambios no codificados en el gen
correspondiente). Aun asi, las funciones que las proteinas realizan en las células son muy
numerosas y una muestra de esta multitud de funciones esta en las bases de datos sobre
estructura y funcion de proteinas. Por ejemplo, la base de datos "Gene Onthology" (1) reconocia
17069 procesos bioldgicos, 8637 funciones moleculares y 2432 componentes celulares (hasta
enero del 2010; Ref. 2).

Las funciones de una proteina estan intimamente asociadas a la forma en que la cadena
de aminoacidos se pliega en el espacio tridimensional. Asi, para comprender las funciones de
una proteina es necesario conocer su secuencia de aminoacidos y su estructura 3D, o
plegamiento. El plegamiento de una proteina esta determinado por la conformacion espacial que
adopta cada uno de los restos de aminoacidos que la componen. Entonces: Como podemos
explicar tal diversidad de funciones con 20 aminoacidos? - la respuesta esta en la combinatoria:
Si unimos dos aminoacidos eligiendo cualesquiera de los 20 en ambas posiciones, tendremos
400 diferentes combinaciones posibles. Una proteina natural de tamafo promedio tiene unos 300
aminoacidos, podriamos tener 20%° proteinas con secuencia distinta, que equivale a 1x10%,
Para poner en contexto la magnitud de este niamero, baste decir que la masa del universo
equivale a 6x10" electrones y que la edad del universo es de tan sélo 4x10" segundos. Si cada
segundo, cada electron en el universo representara una secuencia distinta de aminoacidos, tan
s6lo se representarian 2x10% posibles secuencias. En otras palabras, a lo largo de toda la
evolucién, es seguro que la naturaleza no ha ensayado todas las posibles secuencias de
aminoacidos.

En una proteina, cada residuo de aminoacido puede adoptar diferentes conformaciones
posibles, segln sus propiedades y la influencia de sus vecinos. Aqui aparece otro problema de
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combinatoria clasico conocido como la paradoja de Levinthal (3). Si cada aminoacido de una
proteina de 100 residuos puede adoptar 3 conformaciones, el numero de conformaciones
posibles seria 3% que equivale a 5x10% plegamientos. Si empleamos apenas lo que dura una
vibracion atémica (1x10’13 s) para ensayar cada conformacién de esa proteina, iniciando desde
la formacion del universo, aun nos faltarian mas de medio trillén de conformaciones por explorar.
Luego de este razonamiento, Cyrus Levinthal concluyé que la estructura 3D de una proteina se
alcanza siguiendo un camino mas o menos definido (3).

Nuestro conocimiento actual de la quimica no permite predecir el plegamiento de una
proteina, si s6lo se conoce la secuencia de aminoacidos. Tal falta de conocimiento resulta una
importante limitacién, ya que a través de los proyectos de secuenciacién masiva ha sido posible
conocer la secuencia de muchisimas proteinas. Por ejemplo, en enero de 2011, una de las
bases de datos mejor curada, UniProt/Swiss-Prot, contenia la secuencia completa de 524420
proteinas distintas, con una longitud promedio de 353 aminoacidos (4). En cambio, la base de
datos de estructura de proteinas (PDB; 5), llegé apenas a las 70 mil entradas, entre las cuales
apenas poco mas de unas 40 mil son distintas entre si, en al menos 1 aminoacido. Es decir,
como maximo, conocemos la estructura de 7.8 % de las proteinas con secuencia conocida.

Por ello, es muy importante encontrar métodos acertados para predecir la estructura
tridimensional de proteinas, partiendo, unicamente, de la secuencia de aminoacidos. Para tal fin
es necesario recurrir a las computadoras, cuyo nucleo de procesamiento esta basado en silicio,
de ahi el término "in silico". En este capitulo se mencionan los métodos in silico que mas se han
aproximado a resolver este problema y sus limitaciones.

Métodos in silico para predecir la estructura tridimensional de proteinas

El modelado de la estructura de proteinas a partir de la secuencia de aminoacidos se ha
intentado mediante varias estrategias. Las estrategias mas antiguas realizan la busqueda de las
diferentes conformaciones que puede adoptar una proteina, con base en la energia. Cuando los
atomos de una molécula cualquiera se acomodan en el espacio, los nucleos cargados
positivamente generan una cierta fuerza de repulsion entre si (por tener la misma carga). Tal
repulsion se compensa por la atraccién hacia los electrones que los rodean (los cuales también
se repelen entre si) asi como por fuerzas derivadas de las propiedades mecano-cuanticas de los
atomos. Existen entonces acomodos de los nucleos y de los electrones que minimizan la
repulsion y maximizan la atraccion. Adn para unos pocos atomos, un calculo razonablemente
preciso de esta energia es muy laborioso, pero existen métodos aproximados que pueden
emplearse para estimar la energia de una proteina en un cierto estado de plegamiento. Estos
métodos se basan en la mecanica clasica y consisten en un conjunto de ecuaciones y
parametros conocidos como "Campo de Fuerza". Sin embargo, tienen el defecto de ignorar los
llamados "efectos cuanticos", que requieren calculos de mecanica cuantica, no clasica. En teoria,
el plegamiento nativo de una proteina puede encontrarse si se ubican las conformaciones de
menor energia. Desafortunadamente, aun con los campos de fuerza mas eficientes, el niumero
de conformaciones posibles no puede explorarse por completo, ni en las computadoras mas
poderosas, por lo que se requieren otras estrategias.

La Tabla 1 resume las cuatro clases de estrategias que se han empleado para modelar
el plegamiento de una proteina a partir de su secuencia, a saber simulaciones de dinamica
molecular, métodos de Monte Carlo, redes neuronales y el modelado por homologia.

De entre estos métodos, las simulaciones de Dinamica Molecular (5, 6, 7), son los mas
seguros, porque simulan lo que ocurre en la naturaleza, sin embargo, cada paso de la simulacion
representa 2x10"% 5. Se sabe que aun péptidos de 25 aminoacidos, toman del orden de 2.5x10°
s para plegarse, lo que significa rastrear las posiciones de cientos de atomos por 12.5 millones
de cuadros. En una PC promedio esto tomaria varios meses, quiza afios. Para una proteina de
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mayor tamano, el tiempo de cdmputo aumenta exponencialmente y el problema no esta al
alcance de las maquinas actuales mas poderosas. Los métodos "Monte Carlo" (5, 8) son
aleatorios y no aseguran obtener el resultado, a menos que se disponga de muchisimo tiempo.
Estos métodos han tenido éxito cuando se emplean datos experimentales para reducir el espacio
de busqueda (8). Las redes neurales (9, 10, 11, 12) son rapidas y conceptualmente simples, pero
no se ha logrado desarrollar una que resuelva el problema completo y acierte con alta
frecuencia. Sin embargo, se ha logrado combinarlas con métodos "Monte Carlo" para guiar la
busqueda y mejorar la probabilidad de tener una buena prediccién (12). Finalmente, el modelado
por semejanza u homologia es el que da mejores resultados, porque consiste en usar la
estructura de una proteina conocida, cuya secuencia esta emparentada con la secuencia de la
proteina que se desea modelar. Asi, los aminoacidos coincidentes en ambas secuencias se
pueden superponer en la estructura conocida y la conformacion de los restantes se resuelve
buscandoles acomodo en los espacios disponibles, usando como guia una funciéon de energia.
Desafortunadamente, este método sélo sirve si se tiene una estructura conocida con suficiente
semejanza.

Tabla I. Estrategias usadas para tratar de predecir el plegamiento de proteinas a partir de
su secuencia.

Estrategia Programas Caracteristicas

Se simula la vibracion y el
movimiento atdmico y se busca
imitar el camino de plegamiento
natural. Su limitacion es el tiempo de
computo requerido.

GROMACS (5),
AMBER (6),
NAMD (7).

Simulaciones de
dinamica molecular

Se hacen movimientos aleatorios y
se aceptan los movimientos que
conducen a una menor energia.
Estos métodos garantizan hallar el
resultado deseado pero a tiempos
muy largos.

Métodos de simulacién
tipo "Monte Carlo"

GROMACS (5),
ROSETTA "ab initio" (8).

Se emplea una red de células
interconectadas entre si que se
pueden entrenar para dar el
resultado. Se ha logrado la
prediccién de detalles del
plegamiento, pero no de la estructura
final.

Predicciéon de estructura
secundaria (9, 10, 11) y de
contactos entre aminoacidos
(12).

Redes Neurales

Modelado por
semejanza u
homologia

SWISS-MODEL (13, 14),
SAM-TO8 (15, 16),
3D-JIGSAW (17, 18),
I-TASSER (19, 20),
MODELLER (22).

Son los mas acertados. Sélo se
pueden emplear si se conoce una
proteina con una estructura muy
parecida a la que se espera para la
proteina problema.

Para realizar un modelado por homologia, se requiere un uso extensivo y conocimiento

de bases de datos de estructura y de programas de cémputo adecuados. Una manera sencilla

de hacer esto es emplear paginas de internet en las que estos servicios se brindan de manera

automatizada. Para promover el desarrollo de métodos cada vez mejores, cada afno se organiza
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un concurso de modelado, llamados CASP (21), en el que los participante (programas o grupos
de investigadores) tratan de modelar proteinas, cuya estructura ya se determind
experimentalmente, pero aiun no se ha publicado. Los jueces (generalmente también son
programas de comparacion estructural) comparan los modelos enviados por los participantes con
la estructura que ellos si conocen. El ganador es quién produzca modelos muy cercanos al
experimental, para el mayor nimero de secuencias problema. Los concursos CASP permiten
identificar los métodos con mejor éxito en el modelado de proteinas.

Entre los programas automatizados ganadores en los CASP recientes estan: I-TASSER
(20), ROSETTA "ab initio" (8), JIGSAW (18) y SAM-T08 (16). ROSETTA esta disponible en un
servicio automatizado llamado ROBETTA (23). En estos servicios usted sélo tiene que someter
la secuencia que desea modelar y esperar el resultado. Sin embargo, ninguno garantiza que el
modelo refleje la realidad bioldgica, ya que para conocer la estructura real se requieren datos
experimentales y se modela, casi siempre, cuando la estructura no se conoce. Es decir, la
segunda parte en el modelado de la estructura tridimensional de proteinas es la validacion del
modelo.

Evaluando la calidad y la relevancia biolégica de los modelos obtenidos

A pesar de que los métodos de modelado por homologia tienen buena probabilidad de
acertar, hay proteinas con secuencias semejantes y plegamientos distintos, y proteinas con
secuencias distintas, y plegamientos semejantes. Ademas, no se dispone de referencia para las
regiones en las que las secuencias de la proteina molde y la problema difieren. Cuando la
semejanza de secuencia entre el molde y el problema es inferior al 42%, aumenta la probabilidad
de que el modelo resultante sea inapropiado. Por ello, la evaluacién de la calidad de un modelo
ha sido un problema importante desde que se desarrollaron los primeros métodos de prediccién
de estructura de proteinas. Hay tres principios basicos para el desarrollo de estos métodos:

i) La propiedades quimicas y fisicas de los aminoacidos y los contactos entre ellos. Aqui
se recurre a la fisica y a la quimica para determinar si el plegamiento propuesto tiene una
energia favorable, que le brinde estabilidad. Uno de los programas mas empleados es WHAT-IF
(25), el cual se puede comprar e instalarse en una computadora propia, 0 usarse como un
servicio por internet (26). WHAT-IF le permite comprobar la geometria de todos los enlaces y los
contactos entre aminoacidos, detectando aquellos inaceptables, desde el punto de vista quimico.
WHAT-IF reporta un indice de calidad global, e indices individuales para cada aminoacido. Asi
se puede saber si el modelo es aceptable en todas sus partes o sélo en algunas de ellas. Un
método novedoso es ROSETTA HOLES (27), en el que se analiza que tan compacta es la
proteina, y determina si la distribucién y tamafo de las cavidades en el modelo es semejante a lo
que se observa en las estructuras conocidas a la fecha.

i) Métodos basados en datos estadisticos. En estos métodos se recurre a un analisis
detallado de las geometrias y contactos que presentan los aminoacidos en las proteinas con
estructura conocida (PDB), ya sea tomando en cuenta sus vecinos inmediatos o no. Con dicha
estadistica se genera un histograma de frecuencias para cada caracteristica de cada aminoacido
(longitud de sus enlaces, angulos de enlace, etc. para los 20 aminoacidos). Esos histogramas se
pueden convertir a una funcion de energia usando la ecuacion de Boltzman (28). La funcién de
energia se usa ahora de manera semejante a lo descrito en el inciso anterior. Entre los
indicadores de este tipo mas usados esta ANOLEA (29), que es la funcion de energia que
emplea SWISS-MODEL (13) para generar sus modelos. ANOLEA puede emplearse también
como un servicio por internet (30). Este servidor incluye herramientas basadas en métodos del
tipo (i) para complementar el analisis.

iii) Métodos basados en redes neuronales. Aunque su éxito en la predicciéon de la
estructura ha sido limitado, las redes neuronales se pueden entrenar también para calificar
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modelos generados por cualquier estrategia. Esta redes han resultado robustas en la evaluacién
de la calidad de un modelo ya desarrollado y uno de los ejemplos recientes es PROQ (31), que
esta disponible para instalarse en su propia computadora o como servicio por internet (32).

Algunos métodos modernos se han desarrollado combinando estos tres principios. Por
ejemplo, MetaMQAP (34), que esta disponible como servicio por internet (35), recurre a varios
servidores distintos y combina los resultados en un indice de calidad general. Otro método
adicional que resulta muy novedoso es Rd.HMM (36), el cual combina los principios fisicos y la
estadistica para determinar las posibles secuencias naturales que estan correctamente
representadas por el modelo propuesto, haciendo caso omiso de la secuencia de aminoacidos
con la que el modelo fue construido (36). Asi, responde a una pregunta clave: ;Son las
coordenadas tridimensionales de los atomos del esqueleto de mi proteina adecuadas para
hospedar la secuencia de aminoacidos que puse sobre ellas? En otras palabras, me indica si el
modelo corresponde a la realidad biolégica. Este método se basa en los programas ROSETTA-
design (38) y HMMer (33) y no esta disponible en un servicio publico, por razones de propiedad
intelectual. Sin embargo, los programas para implementarlos estan disponibles y no tienen costo
para fines académicos. Si usted desea probar este método puede ponerse en contacto con el
autor corresponsal de este capitulo.

Rd.HMM inicia por eliminar la secuencia de aminoacidos del modelo respetando sélo los
atomos centrales (-N-Cara-C=0-). Luego trata de resolver el problema de plegamiento inverso
que es determinar la secuencia de aminoacidos a partir de una estructura, problema que parece
ser mas facil de atacar que el problema directo (37). Para ello, uso el programa mas robusto
desarrollado para este propdsito que es ROSETTA-design (38; no confundirlo con ROSETTA ab
initio, ref 8). Pero en lugar de reconstruir una secuencia, se solicitan al menos un centenar de
ellas. Las secuencias resultantes se amalgaman en una representacion estadistica llamado
"modelo oculto de Markov" que es construido por el programa HMMer (33). Un modelo oculto de
Markov representa un conjunto ordenado de dispositivos que emiten simbolos (aqui, los 20
aminoacidos), pero cada simbolo se emite con diferente probabilidad. Con una cierta
probabilidad, un emisor puede ceder el turno al emisor siguiente, que ahora puede emitir
simbolos (aminoacidos) con otra probabilidad, o cede su turno al emisor siguiente. En otras
palabras, cada estado esta determinado sélo por el estado inmediato anterior, pero no por los
estados pasados, lo que se conoce en matematicas como cadena de Markov y de ahi el nombre
de HMM (hidden Markov model). HMMer resume mediante probabilidades, que aminoacidos
pueden acomodarse en cada sitio de la estructura sin desestabilizar el plegamiento, por lo tanto,
se puede usar para identificar, en las bases de datos de secuencias de proteinas, aquellas
secuencias que coinciden a la distribucion de probabilidades del HMM.

La sensibilidad de Rd.HMM es tan alta que puede diferenciar entre dos enzimas con
diferente actividad, pero con plegamientos parecidos, tales como la triosa fosfato isomerasa y la
fosforribosil-antranilato sintetasa (36). Si Rd.HMM encuentra la secuencia de aminoacidos de la
que parti6 para hacer el modelo, con una calificacion alta y una probabilidad de error
despreciable (Expectancia o valor de E muy cercano a cero), su modelo realmente representa a
la realidad biolégica. Este método no necesita de una estructura conocida como referencia para
determinar si el modelo es valido, por lo que puede usarse para estrategias de modelado que no
parten de moldes. Ademas, es de los pocos métodos validados tanto para proteinas solubles
como para proteinas de membrana, pero no es util para proteinas muy pequenas (menos de 90
aminoacidos) o con alta movilidad estructural (36). Rd.HMM proporciona ademas de la
calificaciéon global, una calificacion local en forma de alineamiento (Figura 1). En un modelo
correcto, dicho alineamiento no debe presentar corrimientos globales (el aminoacido nimero uno
debe coincidir con el primer aminoacido que se toma para modelar y asi sucesivamente) y no
debe presentar huecos, que representan corrimientos de fase locales. Este método requiere que
la geometria sea buena, pero puede tolerar algunos defectos locales, por lo que conviene
combinarlo con métodos como WHAT-IF (26) o ANOLEA (30).
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A) Alineamiento de T0315T556_1 a la secuencia del concurso YP_185422.1

YP 185422.1: 1 dominio, AAs 1 al 257, Calif. 163.9, valor de E. 3.6e-43
*->paiDadthehkqdheqngeqhfeeAkkaGvqyvlivGdnlddAkkAl
iD +h +++++++ + + +A++aGv + +vG n ++A+

YP 185422. 1 MLIDTHVHLNDEQYDDDLSEVITRAREAGVDRMFVVGFNKSTIERAM 47
eiRAakfqgaafaavGirPedAArapkfAkerLkklAfanWvaaiGgiGldn
++ + + +G +P dA + ++ e ++ 1la+++ v iG +Gld

YP 185422. 48 KLIDEYDFLYGIIGWHPVDAIDFTEEHLEWIESLAQHPKVIGIGEMGLDY 97
etnrspgevgkevfkrALeLAkeLGLPvviiarkaadeafkilmeenvai
+ +sp +vgkevf++ + LAk+L LP++i r+a+++ + iltee + +

YP 185422. 98 HWDKSPADVOKEVFRKOQIALAKRLKLPIIIHNREATODCIDILLEEHAEE 147
GGGvvsnfdGsaeaafkfillGGlYLGfsGsvtddnGdllkkvakqapee
GG++ +f Gs+eta + + +Y+ ++G vt +n ++ k+vak+ +e

YP 185422. 148 VGGIMHSFSGSPEIADIVTNKLNFYISLGGPVTFKNAKQPKEVAKHVSME 197
asLsssnssnnPPkkfrGYlaksafteeiirqlArllGipedkakekaae
L+ ++++ P+ +rG + a +++q+A+1+G+ +++ e++ +
YP 185422. 198 RLLVETDAPYLSPHPYRGKRNEPARVTLVAEQIAELKGLSYEEVCEQTTK 247
AawkL1Gidg<-*
a kL+ +
YP 185422. 248 NAEKLFNLNS 257
B) Alineamiento deTS0315AL316_1 a una amidohidrolasa,metal-dependiente

NP 786293.1: 1 dominio, AAs 17 al 307, Calif. 86.0, valor de E. 9.8e-20
*->daidtdGnyhPqnf. . .nsrpeevlefmgktnishmiLhldsPPpdy
+a+ +  +P+ +++++ p+ 1l+fmt+++ is AL 1 sP  ++

NP 786293. 17 EALKRHVPGDPDGWptpEWTPOQLTLNFMRDNDISYSILSLSSPHVNF 63
Giddltrkl..... dlledlakrfPtklgalapLPlddrdaAkk. .eealL
G+ t +1 + +d ++ la+++P +1g la+LP+ + A k+ ++alL

NP 786293. 64 GDKAETIRLveaanDDGKSLAQQOYPDQLGYLASLPIPYELDAVKtvQOAL 113

kekGalGvvvPkssnGdewGapsleevrraLasqgqAivhmhptDPpt...
+++GalGv vP s G +G p le+v ++L +qgAiv +hp +P ++

NP 786293. 114 DODGALGVTVPTNSRGLYFGSPVLERVYQELDARQAIVALHPNEPAIlpk 163
....................... mKqgqtnfgehpnilvliphgGg.....
+ + + 4+ + + 4+ 4+ +m + f+++pni v+iph+G  +

NP 786293. 164 nvdidlpvpllgffmdttmtfinMLKYHFFEKYPNIKVIIPHAGAflgiv 213
..niaelllktfqnDnnkvplri...vsGPtlfdllakasqFgkdlklla
++ ia+ k +q D v ++ +v+G 1 +1 + ++11

NP 786293. 214 ddRIAQYAQKVYQVDVYDVMHHVyfdVAGAVLPROLPTLMSLAQPEHLLY 263
GtgtnniPrqrAkrLlerirqtngltqekieiilkRAaellllk<-*
G++ +P + ++L + +++t+ lt+e+ + i+ a++11 +

NP 786293. 264 GSDIPYTPLDGSRQLGHALATTDLLTNEQKQAIFYDNAHRLLTE 307

Figura 1. Alineamiento proporcionado por Rd.HMM para dos modelos de diferente
calidad sometidos al CASP (21). A) El mejor modelo (T0315T556_1) recuperd a la
secuencia YP_185422.1,que corresponde a la del concurso, con calificacion alta 163.9 y
probabilidad de error 3.6 x 10, y no presentd corrimientos de fase. B) El modelo
defectuoso (TS0315AL316_1) recuperd a una proteina no relacionada a la del concurso,
con baja calificacion (86) y mayor probabilidad de error (9.8x10’2°), ademas de presentar
corrimientos de fase (guiones o puntos insertados). Adaptado de la ref. 36.

Uso de Rd.HMM combinado con diversas herramientas para guiar el modelado de la
estructura tridimensional de proteinas

El modelado por semejanza puede hacerse a través de servidores en Internet y también
es posible emplear programas que se instalan en una computadora personal y en los que es
posible dirigir el proceso considerando informacién adicional sobre la proteina. Uno de los
programas mas empleados de este tipo es MODELLER (22). Este programa resuelve el
problema de acomodar los restos de aminoacidos en el espacio, correspondientes a la secuencia
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problema, basandose en la estructura 3D de uno o varios posibles moldes. MODELLER presenta
herramientas para realizar el alineamiento de secuencias entre el problema y el, o los moldes,
pero también es posible realizar el alineamiento de manera externa y alimentarlo al programa.
MODELLER tiene también varias herramientas para realizar pequenas corridas de dinamica
molecular que permiten mejorar el acomodo de las regiones de la secuencia problema que no
estan representadas en ninguno de los moldes disponibles. MODELLER cuenta también con una
extensa documentacion y permite automatizar su comportamiento mediante la ejecucion de
guiones (scripts) en lenguaje python (39).

Ejemplo de modelado 3D de proteinas con ayuda de RA&.HMM y MODELLER

Una utilidad de Rd.HMM que va mas alla de la calificacion de un modelo obtenido es la
posibilidad de guiar la generacién de un nuevo modelo. Para esta estrategia se puede proceder
como sigue:

i) Obtencion de estructuras 3D con semejanza de secuencia a la proteina de interés. Con
el fin de ubicar uno o mas moldes probables se pueden utilizar diversas herramientas
bioinformaticas, como las disponibles en los sitios de NCBI (40) y EMBL (41). A través de estas
herramientas, uno puede recuperar un molde del PDB que presente una semejanza de
secuencia razonable con la secuencia problema.

i) Construccion del mejor alineamiento de secuencia entre la proteina de interés y los
posibles moldes. Una vez seleccionados uno o mas moldes, se somete cada molde al protocolo
Rd.HMM y se desafia el resultado contra un archivo que contiene la secuencia de aminoacidos
original del molde y la secuencia problema. Este resultado nos proporciona una calificacion
global y los alineamientos. La calificacion global es un indicador de la utilidad del molde. Si la
secuencia problema es alineada con una calificacion baja y un valor E alto, entonces el molde es
inapropiado y habra que buscar otro. Sl la calificacion es alta y el valor de E es cercano a cero,
se emplean los alineamientos individuales de Rd.HMM para producir un alineamiento entre el
molde y la secuencia de interés.

iii) Edicion del alineamiento en formato PIR, segun los requerimientos de MODELLER. El
resultado del alineamiento Rd.HMM se edita con un editor de texto para convertirlo al formato
PIR, que es el formato reconocido por MODELLER y se le afade una linea con informacion para
MODELLER (Figura 2; 22, 37). Como datos esenciales, esta informacioén incluye el indicador
"structureX" (moldes) o "sequence" (problema), el nombre del archivo de coordenadas
correspondiente, o de la secuencia (nombrada por el usuario), el aminoacido y cadena
polipeptidica de inicio y final (note las palabras clave para facilitar el uso ":FIRST.A:LAST:A:",
que significa del primero al ultimo residuo de la cadena A). Se requieren también otros datos del
cristal que pueden reemplazarse por ":undefined:undefined: 2.00: 0.200", (los valores no son
esenciales, pero los campos deben estar). Los datos deben separarse entre si, por dos puntos.
Luego, en la siguiente linea, cada registro incluye la secuencia de aminoacidos con los huecos
(quiones) que aseguran el correcto alineamiento entre secuencias, la que se termina con un
asterisco. La parte inicial del alineamiento con Rd.HMM y con el método convencional (BLAST)
se muestra en la figura 3, en la que se puede ver la gran diferencia en el uso de estas
estrategias, ya que Rd.HMM no considera la equivalencia de propiedades quimicas de un
aminoacido, sino el que sean estructuralmente compatibles con el plegamiento. Los
alineamientos se pueden alimentar a MODELLER, para indicar que aminoacido de la secuencia
problema se debe acomodar en cada posicidon del archivo de estructura (1F8A o 1PIN). En el
ejemplo de la figura 3, los modelos producidos con ambos alineamientos serian bastante
distintos en el extremos amino de la secuencia.

iv) Calificacién de los modelos obtenidos empleado Rd.HMM. Se ejecuta en MODELLER
el guion de la figura 2 que indica el nombre del archivo que contiene el alineamiento y dentro de
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este, los nombres de las estructuras conocidas (knowns) y la secuencia problema (sequence), la
funcion de energia a emplear y el nUmero de modelos a generar. MODELLER produce diversos
modelos en formato PDB.

v) Estos modelos se califican ahora con Rd.HMM, generalmente algunos califican mejor
que otros. La calificacion obtenida se divide entre la longitud de la secuencia problema y el valor
esperado para un modelo "perfecto" esta alrededor de 0.6. Este es el valor alcanzado por las
estructuras resueltas experimentalmente mediante cristalografia de rayos X. Modelos aceptables
tendran valores menores a 0.6 pero mayores o iguales a 0.3. Este es el rango de valores para
estructuras resueltas por RNM. Valores inferiores indican modelos pobres y si el valor es
negativo o su secuencia no esta en la lista, el modelo no responde a la realidad bioldgica. Hay
que observar también el alineamiento, porque dicho alineamiento debe coincidir con el modelos
estructurales. Es decir, el primer aminoacido que modelé debe coincidir con la posicion 1 del
Rd.HMM, la posicion 2 con la 2 y asi sucesivamente.

C o o s pmens http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

Accession Description Max score lotalmre\ Query coverage . Evalue
1684 8 Chain B, Structural Basis For The Prosphoserine-Proline Recognition By Group 196 1% 93% de-51

Chain A, Pin1 Peptidyl-Prolyl Cis-Trans Isomerase From Homo Sapiens >pdo|1h 16 1% 98% de-51
- Y Chain A, Crystal Structure Of A Mutant Pind Peptidyl-Prolyl Cis-Trans [somerase 195 195 98% 9e-51
¥ Chain A, Crystal Structure OF A Mutant Pin1 Peptidyl-Prolyl Cis-Trans [somerase 195 195 9% 9e-51
Chain A, Crystal Structure OF A Mutant Pin1 Peptidyl-Prolyl Cis-Trans [somerase 194 19 9% 250
B BLASTP programs scarch prosin daatases us Chain A, Crystal Structure OF A Mutant Pin1 Peptidyl-Prolyl Cis-Trans [somerase 13 193 9% 250
St Chain A, Human Pint Bound To D-Peptide >pdb]205AIA Chaln A, Human Pint | 193 Y 9% )
Enter accession number(s), gis), or FASTA sequence(s) X o - R _
¥ Chain A, Crystal Structure Of A Mutant Pin1 Peptidyl-Prolyl Cis-Trans [somerase 193 9 9% 350
A sy Chain A, Crystal Structure OF A Mutant Pind Peptidyl-Prolyl Cis-Trans [somerase 192 i 93¢ 6e-50
Chain A, Crystal Structure OF A Mutant Pin1 Peptidyl-Prolyl Cis-Trans [somerase 5. 91 98% le4d
d ol Brouse.. Chain A, Structure-Guided Design Of Alpha-Amino Acic-Derived Pinl Innibitors 191 191 149
Job Title
B S D VR Chain A, Human Pin1 Fip Mutant 18 i) 248
Align two or more sequences Chain A, Human Pin1 Ng Mutant 187 187 248
Choose Search Set Chain A, Solution Structure Of The Ppiase Domain Of Human Pin 157 5 %3
Dxakae Poter Jute Sonk prowirsiges 3 3KAC A Chain A. Structure-Guided Desion OF Alnha-Amina Acid-Derived Pin1 Tnhihitnrs 156 156

3

E >P1;1F8A_B
structureX:1F8A.pdb:FIRST:B:LAST:B:undefined:undefined: 1.84: 0.271

ERPS---mmem—— e EPARV ... DSGIHIILRTE*

>P1;1PIN_A

structureX:1PIN.pdb:FIRST:A:LAST:A:undefined:undefined: 1.35: 0.223
KL=mmm———— PPGWEKRMSRSSGRVY-~-YFNHITNASQWERPS - === ——~ Gmmmmm

GKNGQG- === == e E-PARV ... DSGIHIILRTE*

>P1;XP313593.3

sequence:prot_Agambiae:0 : :0 : :::-1.00:-1.00
~~MSDGQETVPEGWEKRTSRSTGMTY-~~YLNVYTKESQWDPPTAPAEPANTNVS - =~~~
AQI - VEPHEV ... DSGVHLILRLK*

from modeller import *

from modeller.automodel import *

env = environ()

a = automodel(env, alnfile='alineamiento.pir',
knowns=('1F8A', '1PIN'), #moldes
sequence=('XP_313593.3"'), #secuencia a modelar
assess_methods=(assess.DOPE, assess.GA34l1)) #energia

a.starting model = 1

a.ending_model = 10 #queremos 10 modelos

a.make()

Figura 2. Proceso de modelado guiado por RdA.HMM. A) La proteina de interés
(identificador refseq: XP_313593.3) es del mosquito Anopheles gambiae, que transmite la
malaria. B) Formato en el NCBI para alineamiento (BLAST) de esta secuencia contra el
banco de datos cristalografico de proteinas como sitio de busqueda (40). C) Primeras
lineas del resultado arrojado por BLAST, mostrando que las estructuras 1F8A y 1PIN son
las mas parecidas (57% idénticas y 73% semejantes). D) Modelo esquematico de las
estructuras 1F8A y 1PIN superpuestas. E) Parte del alineamiento de secuencia obtenido
mediante los RAd.HMM de la estructuras 1F8A y 1PIN desafiados contra la secuencia
XP_313593.3. F) Guién en lenguaje Python para ejecutar MODELLER (22) con 1F8A y
1PIN como moldes y XP_313593.3 como secuencia objetivo.
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Una vez obtenido un modelo inicial, la calificacion puede ser positiva, pero sin alcanzar el
valor de 0.6. Si ademas, el valor de E es menor a 1 y el alineamiento de Rd.HMM no tiene
huecos, los modelos pueden someterse a rondas de simulacion de dinamica molecular para
mejorar su calidad. Si la calificacién es muy baja e incluso negativa o la secuencia objetivo no
aparece en la busqueda (provisto que tal secuencia si esta en la base de datos empleada para la
busqueda) el modelo es inapropiado y hay que reiniciar el proceso. En ocasiones se obtienen
calificaciones superiores a 1, casi siempre con modelos generados por ROSETTA ab initio. Estos
valores reflejan un sesgo hacia modelos idealizados por ROSETTA, que suelen ser cercanos a la
estructura correcta, pero se desvian ligeramente de las estructuras resueltas experimentalmente.

A) Guiado por el RA.HMM de 1F8A y 1PIN combinados.

1.MSDGQETVPEGWEKRTSRSTGMTY-~-~-YLNVYTKESQWDPPTAPAEPANTNVS-~—~~ AQI-——————————— VEPHE
2. e GSHGMADEEKLPPGWEKRMSRSSGR--VYYFNHITNASQW————— ERPSGNSSSGGKNGQGEPAR
J.o-—mm—— PPGWEKRMSRSSGRVY---YFNHITNASQWERPS—————-—-- GNSSSGGKNGQG----—======— E-PAR

B) BLAST de la secuencia objetivo contra el PDB (sitio del NCBI).
1.MSDGQETVPEGWEKRTSRSTGMTYYLNVYTKESQWDPPTAPAEPANTNVSAQIVEPHE
2 .MAD-EEKLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNASQWERPSGNSSSGGKNGQG---EPAR
3 .MAD-EEKLPPGWEKRMSRSSGRVYYFNHITNASQWERPSGNSSSGGKNGQG---EPAR

Figura 3. Comparacién del alineamiento de secuencias de la proteina XP_313593.3
(secuencia 1) y las correspondientes a las estructuras 1F8A (secuencia 2) y 1PIN
(secuencia 3). A) Alineamiento utilizando el protocolo Rd.HMM. B) Alineamiento obtenido
con el programa BLAST del NCBI (40). So6lo se muestra la parte inicial de los
alineamientos (lado amino), en donde ambos algoritmos son muy distintos. El
alineamiento del extremo carboxilo fue igual con ambas estrategias.

La Figura 4 muestra varios modelos obtenidos por dos diversas estrategias y calificados
por Rd.HMM. Se incluye aqui el modelo mejor calificado por Rd.HMM (Figura 4, panel A), que es
resultante del modelado ilustrado en la figura 2, con el alineamiento presentado en la figura 3A.
Este modelo resultd ser muy bueno para la proteina de la mosca comun (Drosophila
melanogaster) para la cual la calificacién de Rd.HMM fue 0.41 y en este organismo la proteina
ha sido identificada como una Peptidil prolil-DL-isomerasa. La proteina que se intentaba modelar
aparece en la lista en el sitio 38, con una calificacion de 0.20, pero un valor E aln
estadisticamente significativo (los valores de E inferiores a 0.01 se pueden considerar como
equivalentes a la probabilidad de error estadistico). Es decir, lo que modelamos fue la proteina
de otro mosquito. Sin embargo, se puede someter el modelo a una minimizacién de energia con
ROSETTA ab initio (8), mediante un protocolo llamado "relax fast", o, se puede someter a una
simulacién de dinamica molecular (5, 6, 7), para permitir que se reduzca su energia, con lo cual,
el modelo se acercara a la estructura real y mejorara su calificacion. Podemos ver que Rd.HMM
nos proporcioné un buen alineamiento, porque nos acercé en la escala filogenética, partimos de
una proteina de humano y el modelo obtenido responde ahora a una de mosquito (aunque no la
del mosquito, cuya secuencia se selecciono).

En la Figura 4 se incluyen ademas algunas proteinas cuya estructura tridimensional no
tiene parentesco con otras estructuras depositadas en el PDB. Por ejemplo, la NADH
deshidrogenasa de la membrana externa de la levadura (Figura 4, panel B); la estructura de la
5-alfa reductasa-1 de testosterona (Figura 4. panel C), que es un blanco farmacolégico
importante en el control de la inflamaciéon de la prostata y la estructura de la Pirofosfatasa
inorganica soluble - dependiente de Ca®" - de Leishmania major (Figura 4, panel ), que podria ser
un blanco farmacolégico util en el tratamiento de la leishmaniasis en humanos y en animales de
granja. Dichos modelos se obtuvieron con ayuda del servidor SAM-T08 (15) y de estrategias de
dinamica molecular usando GROMACS (5) y NAMD (7). Para las dos primeras proteinas (Figura
4 B y C) no existen datos en el PDB de proteinas relacionadas. Pero Rd.HMM nos permite saber
que los modelos se aproximan a la realidad bioldgica.
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NADH deshidrogenasa
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e 358.5 (0.83),

Pluecos: T vambi Eval. = 1.2x10°"
nopheles gambiae ) L
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Eval = 0.0064 I

Huecos: 0 T

Ca*-PPiasa
Leishmania major
Calif. Rd.HMM
75.4 (0.32),

Eval = 1.9x10?%°,
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ausente en

3-oxo-5-alfa- otras
steroide-4-Dh pirofosfatasas |
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Calif. Rd.HMM metal.

185.4 (0.72),

Eval. = 1.6x10%°
Sin corrimientos

Figura 4. Modelos estructurales de diversas proteinas. A) Modelo de la proteina
XP_313593.3 de Anopheles gambiae, a partir del alineamiento de la figura 3A, con
MODELLER (22), segun lo indicado en la Figura 2. B) Modelos de la NADH
deshidrogenasa de la membrana externa de la mitocondria de la levadura del pan, este
modelo se obtuvo del servidor SAM-T08 (15) y se minimiz6é su geometria con GROMACS
(5). C) Modelo de la 5-alfa-esteroide reductasa-1 humana, este modelo fue obtenido
mediante SAM-T08 y simulaciones de dinamica molecular de la proteina en una
membrana biolégica usando NAMD (7). D) Modelo de la pirofosfatasas inorganica soluble
de Leishmania mayor, dependiente de Ca®*. En cada modelo se incluye la calificacion de
Rd.HMM del modelo (Calif. Rd.HMM), el valor de la expectancia (Eval., para fines
practicos equivalente a la probabilidad de error estadistico) y la calificacion dividida por la
longitud de su secuencia (entre paréntesis).

Conclusidén

La determinacion experimental de la estructura 3D de una proteina es un proceso
laborioso y complicado, que a veces, no se logra. Sin embargo, es una pieza de conocimiento
esencial para entender la funcion de las proteinas. La secuencia de aminoacidos de una proteina
resulta mas facil de determinar mediante la secuencia gendémica. Por otro lado, la prediccidon de
la estructura 3D a partir de su secuencia de aminoacidos es un problema aun no resuelto, para el
que existen algunas aproximaciones. Sin embargo, se requiere de un mecanismo para validar el
modelo.

De entre las estrategias disponibles, el modelado de la estructura de proteinas por
homologia es la de mayor éxito predictivo y es sencilla de aplicar, ya que incluso existen
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servidores de internet que hacen este trabajo de modo automatico. Existen también varios
métodos para calificar la estructura modelada, pero, de entre ellos, sélo el método Rd.HMM (36)
indica si el modelo obtenido realmente representa a la secuencia que se desea modelar, lo que
nos posibilita el obtener modelos confiables de proteinas, aun si no existen proteinas con
secuencias homologas en la base de datos estructurales del PDB. Rd.HMM puede usarse
ademas para guiar el modelado por homologia y mejorar las posibilidades de éxito de la
prediccién. Las mejoras recientes de los métodos de modelado y validacion de modelos
estructurales de las proteinas, auguran que la prediccion de la estructura 3D de proteinas sera
un problema resuelto, en el corto o mediano plazo.
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Resumen

La Resonancia magnética nuclear (RMN) constituye una técnica de vital importancia en
la investigacion cientifica. La RMN es, junto con la difraccion de rayos X, la tinica metodologia
que puede usarse para determinar la estructura molecular de macromoléculas con alta
resolucién. Frente a la difraccion de rayos X, no obstante, la RMN presenta varias ventajas; una
de ellas es que permite determinar la estructura molecular en soluciéon. La RMN permite,
ademas, estudiar de manera eficaz y sencilla las interacciones entre biomoléculas. También es
la tnica metodologia que permite el estudio de la dinamica de macromoléculas con resolucién
atomica en varias escalas de tiempos. En este articulo se presenta una pequefia introduccion a
la metodologia de RMN aplicada a proteinas.

Palabras clave: Resonancia magnética nuclear, proteinas, estructura, dinamica, interacciones.
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Abstract

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) is a technique of vital importance in scientific
research. NMR is, together with X Ray difraction, the only methodology that can be used to
determine the molecular structure of macromolecules with high resolution. Nevertheless, NMR
offers several advantages over X Ray difraction; it allows to determine the molecular structure in
solution. In addition, NMR allows to efficiently and easily study biomolecules interactions. And
finally, it is also the only methodology allowing for the study of macromolecule dynamics with
atomic resolution in several time scales. This article offers a brief introduction to NMR
methodology applied to protein study.

Keywords: Nuclear magnetic resonance, proteins, structure, dynamics, interactions.

1. RMN de proteinas

Desde los inicios de la Resonancia Magnética Nuclear a mediados del siglo pasado, esta
técnica ha tenido un gran desarrollo y ha adquirido, con el paso del tiempo, una importancia
fundamental en el estudio de moléculas biolégicas. La RMN es a menudo errbneamente
considerada como una simple alternativa a la cristalografia de rayos X para la determinacion de
estructuras de proteinas; sin embargo, el poder y la utilidad de la RMN para el estudio de
moléculas biologicas y sus interacciones se extiende mucho mas alla de este uso [1]. La
espectroscopia de RMN es una técnica Unica por sus capacidades para estudiar con resolucion
atdmica sitios de union de ligados, cambios conformacionales y dinamica molecular [2-4].

La aplicacion de la espectroscopia de RMN requiere a menudo cantidades sustanciales
de proteina, con una alta estabilidad temporal. Debido a esto, el primer paso necesario para
efectuar un estudio por RMN de proteinas consiste en la optimizacién de la produccion de la
muestra (expresion, purificacion y condiciones de la solucion del sistema) [1,3,5]. La Figura 1,
describe los pasos fundamentales para efectuar un estudio por RMN de un sistema biolégico.

1.1 Preparacion de muestras

La produccién de cada proteina es distinta, y cada una requiere la seleccion de los
distintos sistemas de expresion (vectores) y de las distintas técnicas de purificacion (intercambio
idénico, cromatografia de afinidad, etc.) [1,5,6]. Una vez que se consigue la produccién y la
purificacion de la muestra, es necesario evaluar las condiciones en las cuales se llevaran a cabo
los experimentos (amortiguadores). Es preciso seleccionar condiciones que preserven la
estructura correcta y la estabilidad de la muestra por el mayor tiempo posible y que permitan, al
mismo tiempo, obtener la mayor sefal posible.

Algunas proteinas requieren elevadas concentraciones de iones para mantenerse
estables en altas concentraciones. Sin embargo, el uso de estas altas concentraciones de sal y
amortiguadores con alta conductividad degrada la relacion senal-ruido en la RMN [7]. Se han
propuesto varios protocolos para reducir la concentracion de sal en la muestra con el fin de
aumentar la sensibilidad, manteniendo la estabilidad de la misma. Algunas de estas soluciones
son, por ejemplo, el aumento de la concentracion del amortiguador hasta que se alcanza la
fuerza iénica deseada [7], o la adicion de solutos para sustituir la sal (Ej.Gly, Arg y Glu) [8,9].
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Figura 1. Esquema de los principales pasos en un estudio de proteinas por RMN. Este
esquema es una sobre simplificacion.

La viabilidad y la estabilidad de la muestra, en general, se pueden evaluar con un
espectro de protones en una dimensién. Las sefiales intensas y delgadas, con una dispersion
baja en el “desplazamiento quimico”, a menudo son indicadores de una proteina desplegada
[2,3]. También el registro de espectros de proton variando las condiciones del sistema permite
determinar los amortiguadores 6ptimos y evaluar la sefial. En la Figura 2 se muestra el espectro
de una proteina plegada en una dimensién y se indican los correspondientes grupos funcionales
que producen la senal.
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Figura 2. Espectro RMN de protéon en una dimensién (Amiloidasa). Se muestran las
principales regiones de un espectro de proteinas. El espectro fue adquirido en
amortiguador Tris en H20. Supresion de agua usando esquema WATERGATE [2].
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Los experimentos de RMN requieren con frecuencia un largo tiempo de adquisicion
(dias/semanas), lo que explica que la estabilidad de la muestra sea uno de los parametros mas
relevantes. Para probar la estabilidad en una proteina se pueden registrar espectros durante
periodos de tiempos distintos y evaluar los cambios en la sefial. Si los espectros se mantienen
sin cambio con el tiempo, esto indicara que la muestra es estable. Por el contrario, la pérdida de
la sefal y la aparicién de nuevas sefales con picos delgados e intensos son indicativos de
degradacion, ya que los pequenos fragmentos peptidicos formados por la degradacion son los
que dan lugar a estas sefiales intensas.

Otra manera de evaluar las condiciones de la muestra para estimar el estado oligomérico
de la proteina es mediante la medicion del coeficiente de la difusién traslacional [10] (en base a
experimentos distintos también es posible la medicidn del coeficiente de difusién rotacional).

A pesar de que el espectro en una dimensién es de utilidad, la espectroscopia de RMN
se basa en el uso de experimentos heteronucleares multidimensionales, para los que se requiere
el uso de proteinas marcadas con is6topos enriquecidos de nucleos RMN-activos (15N y 13C)
[1,11]. Para efectuar este marcaje se necesita producir las proteinas de forma recombinante en
un sistemas de expresion bacteriana, en el cual se utilizan medios de cultivo minimos con 15N-
cloruro de amonio y/o 13C-glucosa como unica fuente de nitrégeno y/o carbono, respectivamente
[2,5]. Para muestras que presentan una relajacion transversal rapida, normalmente proteinas de
mayor peso molecular, se usa comunmente la deuteracién para reducir al minimo las
interacciones entre los espines que producen la relajacién [11-13]. El método es igualmente
sencillo, pero en este se requiere que la proteina sea producida en cultivos utilizando medios
deuterados [11-13]. Durante la purificacion, la proteina se encuentra en contacto con disolventes
protonados (es decir soluciones con H20). Los grupos amidas son re-protonados en estas
condiciones y, como resultado, se observaran sefales para estos residuos.

La Figura 3 muestra un espectro 1H-15N de correlacion heteronuclear en dos
dimensiones (TROSY, transverse relaxation optimized spectroscopy [2,3]), donde se observa
una senal para cada proton unido a un nitrégeno, es decir, una sefial para todos los residuos de
la proteina (excepto la prolina) y algunas cadenas laterales.

1.2 Estrategias de asignacion

Un requisito para casi cualquier estudio por RMN es la asignacion de las sefales. Este
proceso consiste en la identificacién de los residuos que generan cada senal en el espectro de
RMN. La metodologia estandar para llevar a cabo este proceso se basa en la utilizacion de
experimentos de triple resonancia que proporcionan una correlacidon selectiva entre protones,
carbonos y nitrogenos [14,15]. Por ende, para efectuar este tipo de experimentos, se requiere un
doble marcaje (15N y 13C) y cada experimento tiene un tiempo de duracién promedio de entre 2
y 3 dias.

Estos experimentos se pueden entender como una extension natural del espectro de
correlacién heteronuclear en 2D mostrado antes. Aqui, ademas de la correlacion del protén unido
al nitrégeno, también se correlacionan los distintos carbonos. De esta manera se obtiene una
senal en el espectro para cada protén unido a un nitrégeno que, a su vez, esta unido a un
carbono [3]. La Figura 4 muestra los tipos mas comunes de experimento de triple resonancia de
RMN, indicando los nucleos que son correlacionados entre si [1,2].
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Figura 3. Espectro 2D 1H-15N TROSY NMR (Cre recombinase) a 25°C. El espectro
muestra una buena dispersion, indicando que la proteina esta plegada.
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Figura 4. Experimentos tipicos de triple resonancia para la asignacién de la cadena
principal. Los recuadros rojos y azules representan los nucleos que son correlacionados
en los experimentos. Los recuadros grises representan el recorrido de la magnetizacion
en el experimento sin la adquisiciéon de informacién para estos nucleos.
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Por ejemplo, el experimento HNCACB correlaciona los protones amida y los nitrdgenos
con los carbonos Ca y CB del mismo residuo (correlacion intra). Asi mismo, se obtiene también
sefal para la correlacion con los carbonos de los residuos anteriores (correlacion inter) (Figura
5). Por lo tanto, para cada residuo para el que se tiene una sefal en el experimento de
correlacién en 2D, (HSQC -por Heteronuclear Single Quantum Coherence- o TROSY), se espera
observar cuatro sefales: la correspondiente a las correlaciones H,N,Ca y H,N,CB del mismo
residuo; y las correlaciones H,N,Ca-1 y H,N,CB-1 con el residuo anterior (con la excepcion de la
Glicina, donde se esperan solamente dos sefales para los Ca).

Para el analisis del experimento, los datos se muestran en forma de bandas o franjas, de
forma que cada franja corresponde a una sefal observada en el espectro de 2 dimensiones
(Figura 3). El proceso de asignacion consiste en identificar las sefal para los Ca y CB de una
franja con los correspondiente Ca-1 y CB-1 de otra franja. De esta forma se conectan entre si
distintas franjas, que corresponden a sectores de aminoacidos contiguos entre si. Puesto que en
ocasiones la senal del HNCACB es incompleta o resulta dificil distinguir entre sefiales
correspondientes al mismo residuo o al residuo anterior. Para complementar la informacion se
realiza normalmente el experimento CBCACONH [3]. En este experimento la transferencia de
magnetizacion ocurre a través de los CO, con lo cual la correlacidén es exclusivamente entre el
proton y el nitrégeno de un residuo con los Ca y CB del residuo anterior. Los dos espectros se
suelen analizar en conjunto y se muestran como franjas alternas.
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Figura 5. Esquema del proceso de asignacioén utilizando datos del HNCACB. El primer
paso corresponde a la extraccion de franjas individuales para cada sefal en la proyeccion
del 1H-15N plano. El proceso de asignacion consiste en identificar franjas con correlacién
intra y franjas con correlacion inter que tengan el mismo valor. Las conexiones entre
franjas corresponden a fragmentos de la cadena principal polipeptidica.
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Debido a que algunos residuos producen sefiales en sitios caracteristicos del espectro
(Figura 6), se utilizan estos datos particulares para conocer los aminoacido de las conexiones
entre franjas. Es posible, entonces, identificar algunos tipos de aminoacidos en los segmento de
conexiones y, por lo tanto, es posible determinar su posicion en la secuencia. Por ejemplo, en el
segmento de HNCACB que se muestra en la Figura 5, hay dos Ala y una Thr, los cuales tiene Cp
caracteristicas (basandonos en los valores de la Figura 6). Asi se puede inferir que el segmento
corresponde a la secuencia de xAxAxxxT, donde x representa cualquier otro aminoacido. Ahora
se busca dentro de toda la secuencia primaria de la proteina este patron y, si resulta unico, se
pueden conocer los valores para los aminoacidos denotados por x.

En la practica los experimentos no son perfectos y resulta necesario realizar diferentes
experimentos para obtener una asignacion completa de nuestra proteina. Se utilizan entonces
experimentos complementarios para obtener toda la asignacion de las sefales de la cadena
principal (Figura 4). Este paso es esencial para la continuacién de cualquier analisis
multidimensional de RMN (Figura 1).
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Figura 6. Valor promedio para el desplazamiento quimico de los carbonos. El largo de la
barra corresponde a una desviacion estandar. Diferentes colores representan diferentes
carbonos. Datos extraidos de BMRB [16].

1.3 Asignacion de la cadena lateral

La asignaciéon de la cadena lateral no es un requisito para analizar datos de RMN, pero
si lo es para la determinacion de estructuras. Esta asignacion se basa en la combinacién de
experimentos tipo cosy (correlation spectroscopy)/tocsy (total correlation spectroscopy) y
experimentos de ftriple resonancia [2,3]. En estos experimentos, se correlacionan nuestros
grupos aminos, ya asignados, con todos los carbonos de la cadena lateral. Como ya se tiene la
asignacion de los aminos, es relativamente sencillo finalizar la asignacién de los carbonos.
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Sin embargo, en muchos casos estos experimentos de analisis sencillo no
producen buenas senales y se tiene que realizar experimentos tipo HCCH [2]. La diferencia
general es que, en los experimentos descritos anteriormente, la asignacion comienza desde los
grupos aminos; en cambio, en estos experimentos la asignacion debe de comenzar desde un
proton unido a un carbono, lo cual hace que el analisis se complique substancialmente. Los
experimentos tipo cosy nos dan solamente correlaciones entre ndcleos contiguos, mientras que
los de tipo tocsy nos proporcionan todas las correlaciones [3].

2. Determinacion de estructuras

La principal fuente de informacion estructural derivada de la RMN sigue siendo la
medicién de distancias entre protones, medidas a partir de experimentos basados en el efecto de
Nuclear Overhauser (NOE) [2,3]. Este efecto se debe a la interaccion entre dipolos a través del
espacio y es dependiente de la distancia entre los nucleos. De esta manera, al cuantificar el
efecto, simplemente cuantificando intensidades de sefiales, se puede inferir la distancia entre
nucleos y asi conocer experimentalmente las distancias entre distintos residuos de la proteina.
Este efecto es de corto alcance con lo cual solamente permite la medicion de distancias menores
a 5 A; la magnitud del NOE es inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia
entre los nucleos (NOE ~ 1/r6) [2,3]. En un experimento de NOEs, solamente obtendremos
sefales cruzadas para nucleos que estén cerca en el espacio (Figura 7).

Figura 7. Ejemplo de un NOE observado en una proteina. En el espectro de NOE, se
observa una sefial para los residuos A-B, lo cual implica que en nuestro modelo esta
distancia medida experimentalmente tiene que ser satisfecha.

Los distintos patrones observados en los experimentos NOE son indicadores de
determinados elementos de estructura secundaria (Figura 8) y proporcionan una informacion
muy valiosa que puede ser usada en el proceso de asignacion [2].

Al analizar estos experimentos, se obtienen listas de distancias entre nucleos para la
proteina, y estos datos experimentales tiene que ser satisfechos por un modelo estructural.
Utilizando simulacién por computadora [17], se introduce esta gran lista de distancias, junto con
una cadena de aminoacidos totalmente desplegada, a una temperatura alta. El proceso para
obtener un modelo estructural consiste en disminuir poco a poco la temperatura mientras los
distintos campos de fuerza actian (datos experimentales). Este proceso se repite varias veces
obteniendo asi una gran cantidad de estructuras, para asegurarse de que no se esté dentro de
un minimo local. Al finalizar este proceso se selecciona una familia de estructuras que mejor
coincidan con las restricciones medidas experimentalmente. Cuando se cuenta con un gran
numero de restricciones experimentales de distancia, es posible por este proceso obtener el
plegamiento bien definido de una proteina.
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Aunque la principal fuente de informacién para obtener la estructura tridimensional es
esta lista de distancias experimentales, es posible incluir otros tipos de restricciones
estructurales utilizados en RMN, como son: restricciones angulares, enlaces de hidrégeno,
acoplamientos dipolares e incluso desplazamientos quimicos [17].

3. Interacciones moleculares

Una de las aplicaciones mas comunes y mas poderosas de la RMN biomolecular
consiste en la identificacion de sitios de unidén de diferentes ligandos [18-20]. La determinacion
de estos sitios de interaccion es fundamental para la comprensiéon de enzimas, la regulacién de
genes, el desarrollo de farmacos y muchos otros procesos biologicos. Aunque es posible
determinar la estructura tridimensional, de nuevo, para estos complejos, por lo general esto
requiere de mucho tiempo, es una operacién costosa y solo es posible para sistemas donde la
interaccién con el ligando es fuerte, mientras que muchas interacciones biolégicamente
relevantes son necesariamente débiles para garantizar la reversibilidad.

Sin embargo, la espectroscopia de RMN permite determinar las interfaces de interaccion
de manera sencilla y rapida, sin necesidad de determinar de nuevo la estructura [1,2]. Es
importante destacar que estos métodos son a menudo aplicables a sistemas de interaccion
fuerte y débil y pueden incluso aplicarse en grandes ensambles [1].

a-Helix
i i+1 i+2 i+3 doN(i,1) 2.7
_——— —_— — _— d(IB(i,i) 2.2-2.9
HN HN HN HN dBN(i,i) 2.0-3.4
daN(i,i+1) 3.5
dNN(i,i+1) 2.8
dBN(i,i+1) 2.5-3.8
Ha Ha Ha  Gan(i,i+2) 4.4
dNN(i,i+2) 4.2
daN(i,i+3) 3.4
B-Sheet
i i+1 i+2 i+3 daN(i, i) 5.8
dof(i,1i) 2.2-2.9
HN HN HN N aBN(i, 1) 2.4-3.8
daN(i,i+1) 2.2
dNN(i,i+1) 4.2-4.3
dBN(i,i+1) 3.2-4.4
Ha Ha Ha Ha daN (i, i+2)
dNN(i,i+2)
daN(i,i+3)
HR HR HR HR daB(i,i+3)

Figura 8. NOEs observados comunmente para estructuras secundarias. Las lineas rojas
y azules representan los NOEs observados en elementos de estructura secundaria,
mientras que su grosor representa la intensidad. La distancias promedias entre nucleos
se muestra en la tabla. Datos extraidos de BMRB [16].
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La frecuencia de resonancia, es decir, la posicion de la sefal en el espectro de un nudcleo
de RMN activo es determinada por su entorno quimico local, con lo cual, si este entorno quimico
llegase a cambiar, también lo haria la posicion en el espectro. Si imaginamos una proteina que
interacciona con un acido nucleico [20] (Figura 9), es claro que los residuos en el sitio de
interaccién cambian de entorno quimico cuando interaccionan, lo cual da como resultado un
cambio en la sefal de los residuos interactuantes. El aspecto importante aqui es que, para los
residuos que no se encuentran en la zona de interaccién, el entorno quimico permanece igual y,
por lo tanto, también permanece igual su posicion en el espectro. Esto nos permite saber qué
residuos estan en los sitios de interaccion.

El analisis de estas perturbaciones del desplazamiento quimico se efectia mediante el
registro de espectros de correlacion heteronuclear de dos dimensiones (HSQC) de la molécula
libre y de la molécula que interacciona con el ligando.

Debido a su versatilidad y sencillez, la perturbacién espectral es quiza la técnica de RMN
mas ampliamente utilizada para la determinacion de interfaces de enlace. Sin embargo, es
importante tener en cuenta la naturaleza de la informacion obtenida. Si la interaccion da lugar a
cambios conformacionales, estos cambios daran lugar a cambios en el entorno quimico y
podrian producir perturbaciones espectrales para residuos lejanos a la interfaz, lo que complica
el analisis. Cabe mencionar que si este es el caso, existen otros experimentos de RMN para la
completa determinacién de sitios de interaccién [1]. Los desplazamientos quimicos también
pueden ser utiles en la generacion de modelos estructurales de los complejos moleculares
cuando se combina con la informacién estructural y con servidores de acoplamiento (docking).

) . b)

HN

—

Figura 9. Esquema de experimento de perturbaciones de desplazamiento quimico. a)
Espectro en dos dimensiones de 1H-15N correlacion. Residuo correspondiente a las
sefiales b) Se muestra el mismo espectro (negro) y el cambio que presenta (rojo) cuando
la proteina interacciona con el ligando. Las sefiales de los residuos en la interface sufren
una perturbacién en la posicién. Mientras que sefiales de residuos que no estan en la
interface permanecen en el mismo sitio.

4. Dinamica de Proteinas

Una de las mayores fortalezas de la espectroscopia de RMN es que permite la medicidon
del movimiento molecular con resolucién atémica en un gran rango de escalas de tiempo [1,21-
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23]. Actualmente, comienza a ser reconocida la importancia fundamental de la dinamica para la
funcion de una proteina. EI comportamiento dinamico que afecta las funciones bioldgicas abarca
una amplia gama de escalas de tiempo, que pueden caracterizarse experimentalmente usando
una variedad de métodos basados en RMN [21,24]. Los procesos dinamicos en una enzima
incluyen la re-orientacion de cadenas laterales, el movimiento de asas (loops), los cambios de
estructura secundaria, los movimientos de dominio, la unién del ligando, el plegado y la tasa de
recambio [25,26]. Con relacidon a otras técnicas para estudiar la dinamica, la RMN permite el
monitoreo simultdneo de todos los residuos de la proteina, ademas de que no existe la
necesidad de insertar una sonda especifica en el sistema que perturbe las propiedades
esenciales de su estructura, su dinamica y su funcién.

Experimentalmente, el procedimiento para la medicion de la dinamica molecular depende
de la duracion de los movimientos moleculares. La Figura 10 muestra los rangos que pueden ser
estudiados por métodos de RMN vy algunos de los mecanismos moleculares que requieren de
movimiento para su funcionamiento.

El modelo mas simple de un proceso dinamico es la interconversion entre dos estados
conformaciones A—B. Por RMN, los dos estados tienen entornos quimicos diferentes, por lo que
tendran desplazamientos quimicos vA y vB con una diferencia Av = | vA - vB | [1, 2]. Es
importante mencionar que la sefial en el espectro de RMN dependera de las poblaciones de
cada uno de estos dos estados, PA y PB, y los valores relativos de la interconversién kB kA.

Acoplamiento Dipolar Residual Intercambio
uimico

T, T _Quimico

HetNOE T1 Top Dispersion Tiempo real
ps ns Hs ms s

-12 -9 -6 - 0
10 10 10 10 3 10
Movimiento interno Catalisis Movimiento de Dominios

Formacion de Complejos

te

Figura 10. Escala de tiempos, desde pseg hasta segundos. Se muestran los distintos
experimentos de RMN para la medicién de dinamica y la linea roja representa las escalas
de tiempo donde son aplicables. Los mecanismos moleculares que requieren de
movimiento van acompafiados de una linea azul. La linea verde representa el tiempo de
correlacion de las proteinas (tiempo de rotacién). T1 y T2 corresponden a tiempos de
relajacion.

Ahora bien, si el cambio es lento (kex <<| Av |) las sefales de ambos estados se
observan, reflejando sus distintos entornos, intensidades y formas. Esto se debe a que la
interconversion A—B no es significativa durante el periodo de deteccion del experimento de
RMN. En este limite, la intensidad de cada sefal nos informa directamente sobre la poblacion de
esa especie.

En el limite opuesto de intercambio rapido se observara Unicamente una sola sefal, que
corresponde al promedio de los desplazamientos quimicos y sus poblaciones. Esto se debe a
que la rapida interconversién A<~B ocurre mucho mas deprisa que el experimento y la deteccion.
En cambio, en un intercambio intermedio, la interconversién ocurre en el tiempo que se adquiere
el experimento de RMN. Los novedosos experimentos de dispersién miden la dinamica en esta
escala de tiempo, que corresponde a una escala de tiempo de milisegundo [27,28]. El
experimento consiste en una serie de ecos en los cuales, si el entorno quimico no cambia, el eco
tiene como efecto que no haya cambios en la senal. Sin embargo, si al comenzar el experimento
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un residuo se encuentra en una posicién A y después del eco ha cambiado a un estado B, su
entorno ha cambiado y el eco no produce el efecto deseado, con lo cual la sefal cambia. De
acuerdo a estos cambios, es posible determinar el movimiento de intercambio de A—B y asi
conocer el movimiento para cada residuo en la proteina.

Otro ejemplo de experimento para la mediciéon de la dinamica por RMN son las
mediciones en tiempo-real [29,30]. En una escala de tiempo lenta, se pretende ver el intercambio
de A—B mientras este tiene lugar. Para este tipo de estudios, se utilizan experimentos con un
tiempo de repeticion corto. El objetivo es repetir el experimento mientras sucede esta
interconversién y asi poder describir el movimiento, esto es, describir los cambios mientras van
sucediendo, puesto que los espectros van cambiando al mismo tiempo. Esta metodologia ha
sido utilizada con éxito para el estudio del plegamiento de proteinas [29,30].

5. Otras avances
5.1 Acoplamientos dipolares residuales

Durante la dultima década, se han desarrollado métodos para la medicién de
acoplamientos dipolares residuales (RDC) en moléculas parcialmente alineadas. Estas
mediciones permiten obtener informaciéon sobre las orientaciones relativas de los distintos
nucleos, dominios o moléculas [31,32].

Una gran ventaja de este enfoque experimental es que el requisito para el analisis de
este tipo de informacién es simplemente la asignacion de la cadena principal. Los acoplamientos
dipolares surgen de la interaccion entre dos dipolos y el campo magnético. Aunque esta
interaccién es dominante en los espectros de RMN en estado sélido, en solucion, debido al
rapido giro de las proteinas, estos acoplamientos se promedian a cero. Sin embargo, si se obliga
a la molécula a tener una orientacién débilmente preferencial en relacion con el campo
magnético externo, los acoplamientos dejan de tener un valor de cero y es posible obtener
informacion estructural y de dinamica [19,33].

El método mas comun de obtener estos acoplamientos dipolares residuales es mediante
la comparacion de espectros de correlacion del sistema libre y el sistema alineado en
experimentos acoplados. La diferencia entre el acoplamiento escalar en estos dos espectros
corresponde al acoplamiento dipolar [34].

5.2 Efectos paramagnéticos en la RMN

Las técnicas paramagnéticas han surgido como un complemento a la resonancia
tradicional. La presencia de electrones no apareados en un ion paramagnético tiene grandes
efectos sobre el espectro de RMN, proporciona un conjunto de informacion angular y de
distancias inexistente por otras fuentes [35-38]. Estos efectos pueden detectarse como
acoplamientos dipolares residuales (RDC) [39], relajacién paramagnética (PRE) [39-41] y
cambios de pseudocontacto quimico (PCS) [39,42].

La anisotropia magnética de los iones paramagnéticos alinea parcialmente la proteina
con el campo magnético externo, dando lugar a acoplamientos dipolares residuales, sin la
necesidad de un medio de alineacion. Mientras que el efecto de relajacion paramagnética (PRE)
se basa en el incremento de la relajacién debida a la anisotropia magnética del ion
paramagnético, este efecto depende de la distancia. De esta forma, los cambios en la relajacién
de cada residuo puede ser correlacionados con la distancia de cada uno de estos atomos al
centro paramagnético. En la practica, las resonancias de los residuos muy préximos al centro
paramagnético sufren una relajacion demasiado rapida y se pierde toda senal.
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El ultimo efecto paramagnético tiene que ver con el cambio de desplazamiento quimico
debido a los electrones no apareados y al momento dipolar del centro paramagnético. Este
cambio en la frecuencia se llama cambio de pseudocontacto quimico (PCS) y es un cambio
generalmente pequefio que solo afecta a los residuos cerca del centro paramagnético. Este
cambio depende de la distancia y del angulo, con lo cual se puede utilizar para obtener
informacion de la proteina.

Conclusiones

La RMN ha sido una técnica de gran repercusion cientifica en las ultimas 3 décadas v,
debido al desarrollo continuo de la teoria, la instrumentaciéon y la aparicion de nuevas
aplicaciones, es logico esperar que tenga una contribucién incluso mayor en el futuro. Desde el
punto de vista practico, la limitacion mas importante de la RMN es su poca sensibilidad, que
convierte a la RMN en una técnica costosa en tiempo y en cantidad de material, aunque estas
exigencias han ido reduciéndose con el tiempo. La RMN resulta también econdmicamente
costosa debido a la tecnologia necesaria para fabricar los instrumentos de alto campo magnético
y las muestras marcadas isotépicamente. A pesar de estas limitaciones, la RMN sigue siendo la
Unica técnica que puede detectar simultaneamente entre decenas y cientos de sondas por
molécula, lo que permite obtener una informacién muy completa que no puede igualarse en
estudios por medio de otras tecnologias.
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GENOMICA Y PROTEOMICA FUNCIONAL,
UNA NUEVA FORMA DE VER LAS COSAS

M. en C. Enrique Santos Esteban

La nueva tecnologia de Analisis de Alto Contenido (HCA por sus siglas en ingles), se
define como el proceso automatizado de extraccion y analisis cuantitativo de datos, proporcionados
por imagenes obtenidas mediante microscopia de alta resolucion.

Esta revolucionaria tecnologia tiene impacto en varias disciplinas:

e Investigacion basica

o Biotecnologia

e Investigacion de nuevos compuestos con actividad biolégica

o Desarrollo de nuevos medicamentos y pruebas de seguridad de los mismos

Gracias a las excepcionales capacidades de adquisicién de imagenes que esta tecnologia
permite, es posible, ahora, realizar una examinacion detallada de las imagenes celulares y
subcelulares obtenidas, permitiendo asi:

e Un analisis de complejos mecanismos de sefnalizacion celular

e Lainvestigacion de funciones moleculares en estados normales o patoldgicos

o El estudio del comportamiento celular en profundidad, correlacionando multiples eventos y
marcadores contra similares fondos fisioldgicos

e La seleccion de nuevos blancos para farmacos o la elucidaciéon de sus mecanismos de
accion

La tecnologia de Analisis de Alto Contenido, es muy adaptable y versatil, lo que le permite
tener una amplia variedad de aplicaciones:

e Obtencidon de datos de intensidad, morfologia y localizacion espacial de multiples
marcadores fluorescentes

e Monitoreo simultaneo, en el tiempo, de diversos marcadores, en presencia o ausencia de
varios tratamientos

o Posibilidad de realizar diversos tipos de mediciones en células individuales

o Uso de diversos tipos de muestras para realizar los estudios: cultivos celulares, secciones
de tejido, organismos pequenos

Decenas, Cientos e incluso miles de imagenes pueden ser capturadas y analizadas en un

solo dia y cada imagen contiene cientos de células. Esto hace posible realizar estudios funcionales
y a gran escala, multiparamétricos, e incluso estudiando estructuras subcelulares. De esta forma, la
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nueva tecnologia de Analisis de Alto Contenido, permite realizar estudios donde se pueden
involucrar variables a nivel genémico, protedmico o, incluso de organelos celulares y de células
completas (incluso, se pueden analizar pequefos organismos completos), lo que otorga una mayor
complejidad de los estudios y con ello mayor informacion y de mayor calidad.

174



PRINCIPIOS Y APLICACIONES DEL RNA DE INTERFERENCIA

M. en C. Laura Alejos Velazquez

El RNA de interferencia y los procesos que conllevan su funcién, sirven como un sistema
de regulacion en todos los organismos eucariontes. Estas son secuencias cortas de RNA de 21 pb
que degradan o reprimen la expresion de RNAs homadlogos.

Actualmente tenemos una comprension mayor de las moléculas y procesos que estan
involucrados en el sistema de RNA de interferencia, su especificidad de reconocimiento y
degradacion del RNA mensajero homologo y muchos de los requisitos clave que se requieren para
disenar moléculas efectivas de RNA..

Ademas, con la secuencia completa del genoma humano y la disponibilidad de organismos
modelos ya estudiados, ahora es posible escoger la secuencia de RNA que degrade
selectivamente el mMRNA de un gen de interés, modificando un fenotipo o llevando a una pérdida de
funcioén sin afectar a otros genes relacionados.

El estudio del RNAi se ha convertido por tanto en una herramienta poderosa que ha
revolucionado los estudios de expresidon de genes, analisis de perdida de funcion o sobre
expresion, identificacidon y la validacion de blancos con propdsitos terapéuticos. De igual forma, los
estudios de RNA de interferencia in vivo, mantiene una enorme promesa en aplicaciones médicas.
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EL USO DEL MULTIPLEXING COMO HERRAMIENTA EN EL ANALISIS
DE PROTEINAS

D. en C. Samuel Garcia Nieto

Product Manager-Bioscience
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México

samuel.nieto@merckgroup.com

www.millipore.com/mx - www.merck-chemicals.com.mx
Merck-Millipore is a division of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

La técnica del multi-analisis o multiplexing se basa en la capacidad de detectar y cuantificar
multiples analitos en la misma muestra. En otro tipo de metodologias como ELISA o Western Blot,
solo se puede analizar un analito a la vez lo cual implica una mayor inversidén de tiempo en la
obtencién de resultados.

El poder obtener multiples resultados en un solo ensayo provee una alternativa valiosa en
el ahorro de recursos y tiempo, aspectos ampliamente valorados en cualquier laboratorio de
investigacion.

El multiplexing, basado en la tecnologia xXMAP® (Multi Analyte Profiling) de Luminex, es
una metodologia que involucra el uso de tres areas de especialidad especificas: deteccion de
fluorescencia avanzada, manufactura de micro-esferas de precision y conjugacion covalente de
reactivos a las micro-esferas. Con esta tecnologia, los ensayos biolodgicos o bioensayos se llevan a
cabo en la superficie de las microesferas en lugar del fondo de un pozo. Una vez que el ensayo ha
sido completado, es entonces procesado con un analizador Luminex que combina laseres, optica
avanzada, sistema de fluidos y procesamiento digital de la sefial para generar resultados en forma
rapida y precisa. En nuestro caso, empleamos anticuerpos como los reactivos de captura y
deteccion, permitiendo que este inmuno-ensayo sea el que nos permite cuantificar los analitos de
interés.

Esta tecnologia permite la deteccién de multiples analitos, permite el uso de cantidades
minimas de muestra (entre 5 — 50 pl), tiene una sensibilidad muy alta (en muchos casos <1 pg/ml)
ofreciendo resultados rapidos y reproducibles.

La introduccién de la tecnologia xXMAP® nos ofrece una técnica 100% comparable con las
técnicas tradicionales como ELISA o Western Blot. Los valores obtenidos en ambas técnicas
mantienen una correlacion muy alta proveyendo un factor mas de decision a favor del multiplexing.

Otra de las ventajas de esta plataforma es que se pueden utilizar otro tipo de biomoléculas

como reactivos de captura y deteccion como sondas de DNA solo por mencionar una, lo cual
permite realizar ensayos tipo micro-arreglos en experimento de este tipo.
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Merck-Millipore como uno de los socios comerciales de Luminex, la compafia creadora de
la tecnologia xMAP®, tiene el portafolio mas completo de paneles para el analisis multiplexing, con
kits que permiten la cuantificacién de citocinas y quimiocinas, biomarcadores de cancer, moléculas
involucradas en enfermedades neurodegenerativas, paneles de especialidad como sepsis,
proteinas reguladoras del metabolismo como insulina, grelina o adiponectina entre muchas.
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Deckar E. Rojas Saiz

Field Applications Specialist

Espectrometria de Masas: Una herramienta esencial para la identificaciony
caracterizacion de biomarcadores

Un Biomarcador se conoce como una caracteristica somatica especifica o un cambio biolégico
medible relacionado con un estado de salud o enfermedad, con una enfermedad o con un conjunto de ellas.
Se entiende por biomarcador, “una caracteristica que es medida y evaluada de forma objetiva como un
indicador de procesos bioldgicos normales o patologicos, o respuestas farmacologicas a una intervencion
terapéutica”. Ademas, se puede utilizar para monitorear el progreso de la enfermedad o los efectos de un
tratamiento.

La naturaleza del biomarcador puede ser muy diversa y podemos encontrar proteinas, péptidos,
lipidos 5, carbohidratos, oligonucleotidos ¢ o combinaciones entre estos, por lo que uno de los objetivos
principales en el estudio de los biomarcadores es su identificacion y caracterizacion. No menos complejo es
su origen (suero, plasma, orina, liquido cefalorraquideo, tejidos, lineas celulares, etc.). Asi mismo su
abundancia natural es cominmente muy baja (en comparacion con los componentes comunes de la
muestra). Por ello, uno de los requisitos indispensables para clasificar una molécula
como biomarcador es que pueda ser medida objetivamente al inicio o durante el
desarrollo del proceso bioldgico. Para lograr lo anterior, es necesario el uso de técnicas o
metodologias de fraccionamiento o aislamiento para poder detectar mas eficientemente
al biomarcador 7 y utilizar técnicas e instrumentos altamente sensibles para su
identificacion, caracterizacion y medicion.

Una de estas técnicas es la espectrometria de masas que, desde el inicio de la
busqueda de biomarcadores, se ha vinculado esencialmente con el descubrimiento y
caracterizacion de los mismos. La espectrometria de masas tiene un potencial mayor que
las técnicas de inmuno-ensayo en las que puede resultar muy dificil eliminar las
interferencias entre péptidos en las mezclas altamente complejas que resultan de la
digestion de proteinas. Otra gran ventaja de la Espectrometria de masas es que N0S aAp sC|EX TOF/TOF™
permite ir al siguiente paso en el estudio de biomarcadores: la cuantificacion. 5800 System

Para esto, la espectrometria de masas ha sido un excelente complemento por la necesidad de
utilizar una gran variedad de software analiticos e integrativos para los analisis 3; junto con el gran poder de
especificidad, linealidad en la cuantificacion, rapidez y robustez de los espectrometros de masas. Ademas,
mediante el empleo de nuevas metodologias de andlisis basadas en imagenes bidimensionales de espectros
de masas generadas por el espectrometro de masas (Mass Spectrometry Imaging [IMS o MSI]) sobre un

tejido u drgano en especifico corroborar la presencia y

e '"" 7"* T ubicacién del biomarcador, o su expresion diferencial .

Recientemente, los estudios de biomarcadores
Ll A LAl i estdn basados en utilizar técnicas poco invasivas
i == : T ., recolectando muestras de pacientes como suero o plasma
ERE y poder monitorear diversos componentes que Nnos
indiquen el progreso de enfermedades o la eficacia de un
tratamiento 7. Diversos estudios han sugerido el empleo
de distintos espectrometros de masas para realizar este
proceso de una manera simple, pasando de la
identificacion de proteinas a la validacion/cuantificacion
del biomarcador, en poco tiempo, sin necesidad de utilizar
complejas técnicas de marcaje, multiples técnicas de
" fraccionamiento, o el disefio de anticuerpos especificos
para su caracterizacion 5. Esto es posible gracias a que se aprovecha la complejidad natural de la muestra y
se toma ventaja de la alta eficiencia y reproducibilidad de la cromatografia liquida con la velocidad,
sensibilidad y especificidad del espectrometro de masas, utilizando escaneos especificos y dirigidos
(targeted) contra el o los biomarcadores.

En diversos estudios han ligado el uso de espectrometros de masas 4800 plus o 5800 MALDI TOF-
TOF™ o hibridos doble cuadrupolo con tiempo de vuelo (5600 TripleTOF™ o QSTAR Elite™) para el
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descubrimiento de los biomarcadores. Asi como el empleo de instrumentos de triple cuadrupolo (Triple
Quad™) o hibridos (QTRAP®) para la cuantificacion y validacion del biomarcador, mediante el empleo de
escaneos altamente sensibles y especificos, Multiple Reaction
Monitoring (escaneos MRM) como su base, ligados con escaneos
EPI (Enhanced Product lon) para su cuantificacién y secuenciacion
simultanea 2. La utilizacion del Espectrémetro de masas
TripleTOF™ 5600 para el descubrimiento, caracterizacion y
validaciéon de biomarcadores, puede hacer que se realice todo lo
relacionado a los biomarcadores con un solo instrumento, gracias a . :
su gran velocidad de andlisis (hasta 100 escaneos MS/MS a  cHiPLC-Nanoflex-Based Nano Proteomics:
resolucién de 15,000) y poder hacer Qual/Quant en un solo escaneo. Nano 2D-LC™ + 5500 QTRAP®

Durante la platica veremos algunos ejemplos de como utilizar a los diferentes
espectrometros de masas 4800 plus MALDI TOF-TOF™ 4, AB SCIEX TOF/TOF™ 5800 o
el AB SCIEX TripleTOF™ 5600 2 para el descubrimiento de los posibles candidatos a
Biomarcadores. Finalizando, con un ejemplo del uso de diferentes software de andlisis
junto con escaneos MRM para el proceso de validacion de una serie de biomarcadores
SelexlION™ utilizando un espectrémetro de masas 4000 QTRAP® LC/MS/MS 2.

Bils L ousang F Sample

DISCOVER QUANTIFY

AR SCTEE TORTOE™S Spsneeg

AR SCIEX Triphs TOF™ Speleme

AR HCIEK QTRAP* Syateims

. Proel pi i ™ . maee] WEKEMVIEW™ . M RRAPOE™ ' (AT Ae TE e TissueView™
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Biosciences

Odyssey® Infrared Imaging System.

La empresa LI-COR Biosciences es una empresa lider en la deteccién de
western blot por fluorescencia; y visualizacion de imagenes en infrarrojo cercano.
La fluorescencia cercana al infrarrojo (NIR, por sus siglas en ingles) proporciona
una sensibilidad igual 6 mayor que la quimioluminiscencia, dando una sefal de
ruido, una deteccion multiplexado y una sensibilidad que cualquier sistema
fluorescente. Por otra parte, debe mencionarse que la fluorescencia cercana al
infrarrojo resulta ser una mejor opcién que la fluorescencia en el rango de luz
visible. Las membranas y los plasticos pueden producir una sefal de ruido alta en
la region de la luz visible, debido a la autofluorescencia y a la dispersion de luz de
los materiales. Esto limita la sensibilidad de la fluorescencia visible, y hace que
sea casi imposible de detectar las proteinas de baja abundancia (en el caso del

western blot).

El equipo Odyssey® Infrared Imaging System explota las ventajas que
ofrecen la fluorescencia del infrarrojo cercano, reduciendo drasticamente la
autofluorescencia y dispersion de la luz. Entre las ventajas que ofrece el equipo
son la deteccion precisa de sefales fuertes y débiles en un amplio rango. Ademas
con el equipo no se requieren sustratos, soluciones reveladoras nocivas, 6
peliculas fotograficas; asimismo no se necesita de un cuarto obscuro.
Es importante mencionar que a diferencia de la fluorescencia, en la
quimioluminiscencia se emplean muchos reactivos fotograficos que son altamente
toxicos, no son biodegradables; ademas de que algunos de ellos son tratados con

ozono 6 peroxido.

El equipo Odyssey® es un sistema constituido por dos canales de deteccion
independientes: un canal de 700 nm de longitud de onda, y otro canal de 800 nm
de longitud de onda. La compania LI-COR Biosciences ofrece los fluoréforos
IRDye® que al ser empleados como marcadores en sondas & anticuerpos,

permiten optimizar la deteccion de dos blancos simultaneamente en la misma
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membrana 6 en las mismas células. Debe mencionarse que las sefiales de los
IRDye en las membranas son estables por tiempo indefinido, si se almacenan

correctamente; por lo que se pueden visualizar posteriormente.

El sistema Odyssey® se ha utilizado para muchas aplicaciones, tales como:
deteccion cuantitativa de geles de proteina (con IRDye blue protein stain),
visualizacion de geles de DNA (empleando SYTO®60), western blot cuantitativo,
western on-cell, western in-Cell, western in-gel, northern blot, southern blot,
ELISA/FLISA (con IRDye Streptavidina), ensayo de cambio de gel/EMSA (ensayo
de movilidad electroforética), arreglo de proteinas, deteccion de glicoproteinas,
ensayos de proteasa, ensayos de factor de transcripcion, ensayo de gen reportero

y la visualizaciéon de seccion de tejidos 6 de pequefios animales (como ratas o

ratones).
Quimica Valaner S. A. de C.V.
QUIMICA Jalapa No. 77, Col. Roma,
Del. Cuauhtémoc. México, D.F.
VALAIS\.,I&’SC_V. C.P. 06700,

Tel 5525 5725, 5207 3404
www.valaner.com
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