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El proceso educativo en las areas bioldgicas ha sido un reto
constante ya que varios de los conceptos que los alumnos
deben adquirir son abstractos y requieren de la ayuda de
estrategias y herramientas que permitan comprenderlos para
construir y fortalecer su formaciéon académica. De la misma
forma, los docentes deben actualizar sus conocimientos para
transmitirlos de la mejor manera a los estudiantes.

Es claro que para los alumnos y los profesores es necesario
mantener una constante actualizacion del conocimiento y del
avance de la ciencia, de tal manera que se logre su adquisicion
y la incorporen tanto en su formacién académica como en las
actividades docentes y/o profesionales que asi lo exigen.

De esta forma, el TAB surge como un instrumento que
proporciona elementos tedricos y practicos que les permiten
a los asistentes actualizar y entender de una mejor manera
algunos conceptos del area bioldgica asociados a las bases de
la Bioquimica y la Biologia Molecular, lo que contribuye a su
formacién académica y al mismo tiempo tener la capacidad
de transmitir el conocimiento.

Celebrando los primeros 50 afios del Taller, es necesario
reconocer el trabajo que a través del tiempo han realizado un
sinnumero de académicos que con su entusiasmo y dedicacion
han logrado hacer de esta actividad un referente nacional que
ha beneficiado tanto a profesores como estudiantes.

En esta ocasion, el Taller cubre una serie de temas que
mantiene la calidad y profesionalismo de los Talleres
anteriores.

* La Dra. Saldafia hace una resefia de la historia del
Taller enfocando la atenciéon a los inicios de éste y
sobre las diferentes estrategias de las actividades que se
implementaron para los asistentes.

Sobre las alergias alimentarias, el Dr. Reyes mostrara
la importancia de conocer, a través de los analisis
inmunoprotéomicos, el valor que tiene esta informacion
en la toma de decisiones que contribuyan en un futuro no
lejano a un mejor tratamiento de las personas que tiene
este tipo de padecimientos.

Otro tema de interés es el cancer, en donde la actividad
incrementada de la via glucolitica ha permitido estudiar
algunas enzimas que son claves como la triosafosfato
isomerasa, la cual presenta diferencias postrasduccionales
entre las células sanas y las enfermas, lo que le ha
permitido al Dr. Enriquez estudiar estas modificaciones
como un posible modelo para el desarrollo de farmacos
que contribuyan al tratamiento de los pacientes.

Con relacion a la estructura y funcién de las proteinas, el
Dr. Fernandez describira las estrategias experimentales
que se emplean en la actualidad para estudiar el
plegamiento de las proteinas, incluso en modelos que por
el momento no se han descrito en la naturaleza, gracias al
avance de la Biologia Molecular.

El Dr. Trevifio discernird sobre la importancia de
desarrollar nuevos métodos para identificar variantes
de estudios de asociacion del genoma completo en
diferentes padecimientos y su relacion con fenotipos
especificos y variantes genéticas.

Un tema relevante en salud reproductiva es que el
embarazo llegue a término de manera exitosa. Sin
embargo, en algunas personas el parto se presenta antes,
lo cual es motivo de varios problemas tanto para la
madre como para el bebe. Al respecto, el Dr. Sandoval
presentard los avances del estudio que ha realizado para
contar con marcadores inmunologicos que les permitan
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predecir la posibilidad de un parto pretérmino y al
mismo tiempo proporcionar elementos que le permitan
al médico la toma de decisiones que favorezcan un parto
sin complicaciones.

Las proteinas de choque térmico tienen multiples
funciones, entre las cuales estan efectos pre y pro-
apoptoticos, participacion en varias enfermedades y como
moduladores de la respuesta inmune. El. Dr. Guerrero
mostrara los avances de los efectos de la HSP60 sobre
los procesos inmunes y la respuesta inflamatoria y coémo
su participacion puede ayudar a mantener la salud o
contribuir a su deterioro en ciertas enfermedades.

Una de las enfermedades que mas han causado problemas
en su tratamiento es la tuberculosis, ya que implica la
administracion simultanea de al menos tres farmacos por
tiempos prolongados. La Dra. Mata describira el disefio
de nuevos métodos que se basan en la inmunoterapia
génica usando vectores adenovirales. Se pretende
acortar el tiempo del tratamiento, coadyuvando con
la antibioticoterapia convencional. Estos hallazgos
permitiran establecer una alternativa en el tratamiento de
este padecimiento.

En este mismo sentido, el microbioma humano, que
abarca todos los tejidos del organismo humano, tiene
también un papel importante a nivel pulmonar. A este
nivel, el microbioma interacciona con el sistema inmune
para proteger de posibles patégenos. Sin embargo,
durante la tuberculosis, la microbiota del paciente se
ve modificada, lo cual sera discutido por la Dra. Silva-
Herzog.

Las técnicas de secuenciacion del DNA han mostrado
que los linajes celulares muestran subpoblaciones,
lo que ha permitido tener un mejor conocimiento en
estudio del cancer o la fisiologia del cerebro, entre otros
procesos biologicos. La Dra. Mandujano mostrara
que con la técnica de transcriptomica espacial Visium
se han identificado subpoblaciones que han contribuido
a un mejor conocimiento en el estudio del cancer y la
cicatrizacion.

Al betaglicano se le asignaron funciones moduladoras
complejas. El estudio de este factor in vivo realizado
por el Dr. Lopez muestran que las actividades del
betaglicano depende del contexto celular, modulando
las respuestas asociadas al desarrollo y a la homeostasis,
entre otras funciones celulares.

El analisis de los parametros cinéticos ha permitido
conocer como es que las vias metabolicas se modulan.
Sin embargo, el Dr. Pardo mostrara que, en una nueva
forma de interpretacion, la k /K ~corresponde a la
constante de velocidad de la captacion del sustrato
por una enzima para formar uno o varios complejos
productivos. Con esta vision, discutird como este tipo
de analisis permite entender mejor el flujo de las vias
metabolicas bajo ciertos contextos.

La Dra. Vazquez discutira sobre el papel de la carnitina

y la Coenzima Q10 en la actividad de la glucdgeno
fosforilasa ¢ como una alternativa en el tratamiento de la
enfermedad de McArdle. Los resultados que presentara
muestran que la actividad de la enzima se ve favorecida
por la carnitina y la Coenzima QI10, por lo que su
administracion a los pacientes con esta enfermedad
podria contribuir a una mejoria a su estado de salud.
Mantener una adecuada relacion en el nucleo y las
mitocondrias es fundamental en la vida celular. En este
sentido, las interacciones entre las proteinas codificadas
en el genoma nuclear y mitocondrial son relevantes.
La Dra. Zamudio mostrard que existe una gran
diversidad en los promotores mitocondriales, lo que a
futuro le permitira entender la evolucion mitonuclear
y especiacién y como el reconocimiento del promotor
les proporciona a las mitocondrias la plasticidad de la
maquinaria transcripcional.

El patrimonio cultural es una manifestacion de la
historia y valores de un pueblo que le da identidad. De
ahi en interés de conservar todo lo relacionado a dicho
patrimonio. Sin embargo, existe robo y saqueo, entre
otros delitos, que minan el patrimonio de un pais. La Dra.
Tapia nos planteara aspectos legales para la proteccion
y recuperan del material y cémo la participacion de
los restauradores es fundamental en la identificacion y
recuperacion de los bienes muebles.

Es su conjunto, las ponencias permitiran discutir y actualizar
los conocimientos sobre temas relevantes, algunos de ellos
asociados a enfermedades que hasta el momento presentan
problemas con el tratamiento. Por la calidad de los invitados,
este Taller sera todo un éxito.

Mayo, 2023
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Cincuenta ainos del Taller de Actualizacion Bioquimica.

Fifty years of the biochemical update workshop.

Saldafia Balmori, Yolanda''.

'Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM.

*Correspondencia. Avenida Universidad 3000, Col. Universidad Nacional Autonoma de México C.U., Coyoacan, CDMX, CP 04510.
Tel: (+52)5513769098, (+52)5556846277, balmori@bg.unam.mx

Resumen

Hace 50 afios el Departamento de Bioquimica de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional Autéonoma de
México, inicid6 un programa orientado para apoyar a los
profesores de Bioquimica de la Republica Mexicana, tanto
en el contenido académico como en la parte pedagogica,
esta actividad recibio el nombre de Taller de Actualizacion
Bioquimica. La Universidad NACIONAL Autéonoma de
México en su nombre lleva un compromiso nacional, con
esta labor académica, la Facultad de Medicina ha contribuido
a que se cumpla en parte, ese compromiso, pues a través del
tiempo son cientos de profesores provenientes de diferentes
universidades de los distintos estados del Pais los que se
han nutrido con el Taller. Esta actividad, que dependiendo
de las necesidades en la época en las que se ha estado
realizando y tomando en cuenta que son 50 afios, ha tenido
diferentes formatos ya sea, con la intervencion activa de los
participantes conducida por los ponentes, algunas veces con
la realizacion de practicas, otras con produccion de material
didactico o bien, con asistencia a las conferencias. A los cinco
afios del primer Taller se inici6 la publicacion de la revista
anual llamada Mensaje Bioquimico que reune el contenido
de las ponencias que se habran de presentar en el Taller
de Actualizacion Bioquimica, desde su primer volumen
en 1978, se ha entregado al principio de las actividades, la
intencion de esta entrega anticipada a los asistentes, es con la
pretension de que, con la lectura previa a las presentaciones,
se pueda facilitar la comprension de las ponencias

Palabras clave: Actualizacion bioquimica,
profesores, compromiso universitario.

apoyo a

Abstract

50 years ago the Biochemistry Department of the School of
Medicine of the Universidad Nacional Auténoma de México,
started a program aimed to support Biochemistry professors
throughout the Mexican Republic, both in academic content
and in the pedagogical part; this activity was called Taller
de Actualizacion Bioquimica (Biochemistry Update
Workshop). The NATIONAL Autonomous University of
Mexico in its name carries a national commitment with the
academical work, the School of Medicine has contributed to
fulfill in part, that commitment, because over the years, there
are hundreds of professors from different universities and
different states who have been nourished with the Workshop.
This activity, depending on the needs of each period in which
it has existed, considering that they are already 50 years,
has had different format either, with the active intervention
of the participants led by the speakers, sometimes with the
realization of practices, others with production of didactic
material or just conference assistants. Five years after the
first Workshop, the publication of the annual magazine called
Mensaje Bioquimico (Biochemical Message) began, which
brings together the content of the papers to be presented at
the Biochemical Update Workshop, since its first volume in
1978; the intention of this advance delivery to the attendees
is that with the previous reading of the presentations, the
understanding of them can be facilitated.

Keywords: Biochemical update, support for teachers,

university commitment.




Saldafia Balmori, Mens. Bioquim. 47 (2023) 6-20

Demografia en el pais, en la Universidad Nacional
Autonoma de México y en la Facultad de Medicina

En 1950 la poblacion en la Republica Mexicana era de
25.8 millones; en 1960, de 36.3 millones; en 1970, de 50.3
millones y en 1980, de 67,7 millones, esto es, en 30 afios la
poblacion en México aument6 2.62 veces.
Hubounaexplosion demograficaen el Pais, consecuentemente
en la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM)
que en 1967 tenia 47,000 alumnos, pasé en 1972 a atender
a 80,000 estudiantes. Ante este incremento de la poblacion
dentro de la Universidad el Rector Pablo Gonzalez Casanova
propuso la creacion de nuevas edificaciones fuera del campus
universitario y fue asi que en 1974 en la UNAM se crearon
las ENEP Cuautitlan, Iztacala y Acatlan y en 1975 las otras
dos ENEP, Zaragoza y Aragdén para poder contribuir en
dar cabida a la poblacion estudiantil. En las ENEP Iztacala
y Zaragoza se impartid la carrera de medicina, lo que
represent6 un desahogo para la situacion que se estaba viendo
en la Facultad de Medicina en Ciudad Universitaria. Dentro
de este mismo contexto en 1974, se inician las funciones de
tres Unidades de la Universidad Autéonoma Metropolitana:
Iztapalapa, Azcapotzalco y Xochimilco, lo que vino a
constituir otra opcion educativa a nivel superior en la Ciudad
de México.

La inquietud de miles de jovenes para acceder a las aulas
universitarias, repercutio en la Facultad de Medicina, pues en
1971 tenia una poblacion estudiantil de 14,447 y para 1976
llegd a 22,364; el numero de alumnos de primer ingreso que
regularmente aceptaba la Facultad en afos anteriores era de
cerca del1,000 y en el afio de 1974 se tuvo la cifra mas alta ya
que se admitieron a 5,376 estudiantes (1).

Formacion didactica en la UNAM

Una situacion existente en la UNAM observada desde
tiempo atrds, era que no se contaba con programas para la
formacion pedagdgica de los profesores universitarios. En un
principio hubo varias propuestas enfocadas a la formacion
y profesionalizacion de la docencia y fue en 1969 en el
rectorado del Dr. Javier Barros Sierra que se cristalizaron esas
inquietudes lograndose que se reestructuraran los programas
de estudio por objetivos de aprendizaje y se crearan el Centro
de Didactica (CD) y un poco mas adelante la Comision de
Nuevos Métodos de Ensefianza (CNME), en 1977 estas dos
opciones de formacion pedagogica se fusionan con algunas
modificaciones para dar lugar al Centro de Investigaciones
y Servicios Educativos (CISE) cuya finalidad fue que los
profesores tuviesen una profesionalizacion de la docencia
universitaria con una vision teorica-conceptual y de alguna
manera uniendo la docencia con la investigacion. Esto
fue el proceso mediante el cual, independientemente de la
formacion de contenido académico en la disciplina que se
ensefiaba, era indispensable que el profesor adquiriera una
formacion tedrica y metodoldgica para ejercer la practica

docente con un enfoque didactico; finalmente el CISE,
que contribuy6 en la formacion pedagogica de miles de
profesores, desaparecio en 1997 (2).

Ademas, la UNAM en colaboracion con la Organizacion
Panamericana de la Salud y la Asociacion de Universidades
e Institutos de ~ Educacion ~ Superior (ANUIES) en
1973, desarrollo el Centro Latinoamericano de Tecnologia
Educacional para la Salud (CLATES) y hacia 1980 el
CLATES se deslinda de organismos externos y queda como
Centro Universitario de Tecnologia Educacional para la
Salud (CEUTES) dependiente de la UNAM.

La pretension general ante la creacion de todas estas
opciones dentro de la Universidad, era contar con profesores
competentes en el campo de su disciplina, ademas, de tener
una formacion en el campo didactico los cuales se adquiririan
mediante talleres, cursos cortos que ayudaran al docente en
el desarrollo de habilidades en la ensefianza, organizacion de
sus contenidos, utilizacion de técnicas didacticas atractivas
y convincentes, dominio grupal, enfoque ético e inquietud
por una superacion académica. La formacion adquirida
contribuy6 en algunos casos, a que los profesores tuviéramos
conciencia y el convencimiento de que nuestra funcion era
la de ser formadores de personas, de futuros profesionistas.
Los estudiantes son el motivo principal para la existencia
de las universidades y los docentes tienen el compromiso
de contribuir a que ellos obtengan una buena formacion.
Para lograrlo, los profesores deben tener conocimientos,
habilidades, estrategias educativas didacticas con una buena
formacion en el campo didactico-pedagdgico y una vision
precisa de cual es su papel en el desarrollo de personas que
como profesionistas van a influir en la sociedad (3).

La materia de Bioquimica

La Bioquimica se impartia en el segundo afio de la carrera
de Medicina y en los afios previos -como lo menciono
arriba- la poblacion era cercana a 1,000 estudiantes, la que
estaba formada por alumnos que habian acreditado el primer
afio y los repetidores que era aproximadamente el 20%; se
distribuia en 32 grupos de mas o menos 30 alumnos. Debido
al incremento poblacional que se dio en la Universidad hacia
inicios de los afios 70, la Facultad con su ingreso promedio
de 5,000 estudiantes, hizo modificaciones que afectaron
la organizacion, distribucion de espacios, contratacion de
profesorado, etc.

En el Departamento de Bioquimica se duplico el nimero de
grupos, la materia dejé de ser anual para ser semestral y se
hicieron un buen niimero de ajustes para poder atender a la
gran cantidad de estudiantes, entre otras, se contrataron a
profesores que no habian sido formados con los canones del
Dr. Laguna, ya que los que si nos habiamos formamos bajo
ese criterio, durante dos afios seguidos antes de ser titulares
de grupo, fuimos ayudantes de diferente profesor con la
obligacion de impartir un tema diferente en cada uno de los
dos afios y antes de la presentacion en el salon de nuestras
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clases, el contenido era discutido con el profesor titular del
grupo, ademas, el dia de la presentacion el profesor estaba
presente en el aula.

Los ajustes que se hicieron para atender adecuadamente a
los alumnos inscritos, repercutieron en el rendimiento en
general de la poblacion ya que se redujeron tanto el nimero
total de horas dedicados a la materia, asi como en numero
de practicas pues la materia es tedrica-practica; de esta
manera los alumnos no tuvieron las mismas oportunidades
de formacion que los de las generaciones anteriores.

Lo que ocurria en el Departamento, ocurria en la Facultad
y en toda la Universidad, en esa temporada hubo un cierto
desprestigio de la UNAM debido a la formacion que estaba
dando a sus estudiantes.

El Departamento de Bioquimica

Las actividades de organizacion de grupos, distribucion
de profesores, elaboracion de exdmenes y el resto de
actividades relacionadas con la ensefianza, desde el inicio del
Departamento en 1957, fueron atendidas y dirigidas por el
Jefe de Departamento el Dr. José Laguna Garcia (Fig. 1) con
la colaboracién muy estrecha del Dr. Jesus Guzman Garcia;

Figura 1. El Dr. José Laguna Garcia, Jefe del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina UNAM de 1957 a 1971.

ante las multiples actividades que debian de atender
relacionadas con los diferentes proyectos de investigacion
existentes, funciones administrativas, publicaciones,
donativos, acuerdos con las autoridades, etc. en 1969, el Dr.
Laguna designé a tres profesores Guillermo Alvarez Llera,
Magdalena Carrillo Santin y quien suscribe este documento
Yolanda Saldafia Balmori para asumir estas funciones
y con ello quedoé constituida la Seccion de Ensefianza del
Departamento. El Dr. Laguna en 1971 fue designado Director
de la Facultad y como Jefe del Departamento quedé el Dr.
Enrique Pifia Garza (Fig. 2).

Durante casi 10 afios los integrantes de este grupo nos
dedicamos a la revision de los contenidos del programa
de la materia, organizacion de las plantillas de profesores,
elaboracion de exdmenes tanto departamentales que eran

Figura 2. El Dr. Enrique Piiia Garza, Jefe del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina UNAM en varios periodos, en el
primero de ellos se inici6 el Taller de Actualizacién Bioquimica.

trimestrales, como los extraordinarios -en esa época, la
modalidad era aplicar uno cada mes-, la atenciéon de los
problemas relacionados con el estudiantado y la produccion
de material didéctico con el formato de unidades de auto-
ensefianza. Se elaboraron 9 unidades de este tipo, la mayoria
de ellas fueron encabezadas por profesores del Departamento
con la colaboracion de estudiantes incorporados al mismo
como instructores. Las unidades que se produjeron fueron: 1.
En la unidad de “Agua y electrolitos” dirigida por el profesor
Gonzalo Cinco Espinoza, contribuyeron Silvia Jiménez
Thomas, Carlos Chavez Villavicencio y Josué¢ Garza Flores;
2. Launidad de “Energia” encabezada por el Dr. Enrique Pifia
Garza intervinieron Rocio Orozco Topete, Cristina Saldate
Alonsoy el Dr. Eduardo Pifia Garza; 3. Laprofesora Magdalena
Carrillo Santin invit6 a participar en la unidad de “Genética”
a Gustavo Gonzalez Bonilla, a Jorge Pruneda y a Eduardo
Castellanos; 4. Con el profesor Jorge Soria Diaz Infante
en la elaboracion de “Hipoglicemia” participaron Vicente
Diaz Sanchez y Roberto Garcia Loaiza; 5. “Integracion y
regulacion del metabolismo™ suscrita por los profesores de la
Seccion de Ensefianza: Guillermo Alvarez Llera, Magdalena
Carrillo Santin y Yolanda Saldafia Balmori; 6. “La nutriciéon”
encabezada por el profesor Guillermo Alvarez Llera conto
con la colaboracién de Sara Morales Lopez; 7. “Obesidad”
encabezada por la que suscribe Yolanda Saldafia Balmori
con la participacion de Silvia Jiménez Thomas y Sara
Morales Lopez; 8. “Oxidaciones biologicas y bioenergética”
encabezada por el profesor Guillermo Alvarez Llera, tuvo
la contribucion de Josué Garza Flores; y 9. “Regulacion
hormonal del metabolismo” nuevamente suscrita por los
profesores Guillermo Alvarez Llera, Magdalena Carrillo
Santin y Yolanda Saldafia Balmori.

A partir de lo arriba mencionado, en relacion con la formacion
didactica de los profesores al pretender la profesionalizacion
de la ensefianza, en el Departamento de Bioquimica se dieron
los primeros pasos: los tres participantes de la Seccion de
Ensefianza en 1972 tuvimos la oportunidad de asistir a un
Taller de Didactica y a un Seminario de Actualizacion
Didactica -este tltimo con duracion de tres dias de trabajo-,
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ambos impartidos por el personal de la Comision de Nuevos
Métodos de Ensefianza.

De agosto de 1973 a marzo de 1974 los miembros de
la seccion de Ensenanza, llevamos el curso -8 horas a
la semana- “Didéctica para la formacién de profesores
de Bioquimica” impartido por profesores del Centro de
Didactica, en ¢l pudimos sumergirnos en metodologias,
filosofia de la enseflanza y técnicas didacticas, fue asi
utilizando que los recursos aprendidos, pudimos planear
actividades dedicadas a mejorar la parte pedagogica de
los profesores del Departamento, las que sumadas a las
necesidades de contenido académico, acabd dando lugar al
Taller de Actualizacion Bioquimica (Fig. 3).

Todo esto lo he querido mencionar debido a que, eso fue la
piedra angular para que al tener varias platicas con el Jefe de
Departamento el Dr. Pifia, en 1973 en torno a los problemas
relacionados con el proceso ensefianza-aprendizaje por el
incremento en la poblacidén escolar que teniamos, ya que

El Centro de Didictica
de la
Universidad Nacional Auténoma de México. hace constar que:

YOLANDA SALDANA BALMORI

participd en el

curso de  DIDACTICA PARA LA FORMACION DE

PROFESORES DE BIOQUIMICA

que se efectud en EL CENTRO DE DIDACTICA

del MES DE AGOSTO DE 1973 A MARZO DE 1974

* POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU "

Cd. Umversitaria, D. F. a |2 DE ABRIL DE 1974

Director

Figura 3. Documento a favor de Yolanda Saldafia Balmori como
participante de una de las primeras actividades formativas del Centro

de Didactica.

como ya lo mencioné, en lugar de los aproximadamente
1,000 alumnos que acostumbraban ingresar en los afios
anteriores, ahora atendiamos a 5 veces mas, se buscara una
forma de resolver la situacion que se estaba viviendo en el
proceso ensefianza-aprendizaje dentro del Departamento.

En adelante, en muchas ocasiones me referiré en primera

persona, ya que relataré mis experiencias vividas durante la
organizacion y desarrollo de los primeros 14 afios del Taller
de Actualizacion Bioquimica (a excepcion del tercero) y el
trabajo editorial de 10 volimenes de Mensaje Bioquimico
que después de un intervalo de 4 afios, tuve la responsabilidad
por 2 afios mas.

El inicio del Taller

En una junta hacia mediados del afio 1973, que tuvimos los
participantes de la Seccion de Ensefianza con el Dr. Pifia,
discutimos principalmente acerca de la desercion estudiantil
que estabamos teniendo y del alto indice de reprobacion,
quiza por la posible falta de profundidad en la presentacion
de algunos temas debido a la improvisacion de profesores.
Fue entonces que el Dr. Guillermo Alvarez propuso que se
organizara una serie de platicas y con las opiniones de los
participantes de la reunion, se enriquecio la idea y finalmente
se concreto que fuera un ciclo de conferencias con la duracion
de una semana, para lo cual invitariamos a profesores expertos
en los diferentes temas a que nos compartieran los avances
mas recientes de algunos topicos de nuestra materia en lo que
ellos estaban inmersos. Ahondando en la idea, se pensd en
invitar a los profesores de diferentes espacios académicos
que sabiamos estaban en una situacion semejante, tal era el
caso de las Facultades de Quimica, Medicina Veterinaria y
Ciencias en la UNAM vy a la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas del IPN.

Yo estudi¢ la licenciatura en la Universidad Autonoma de
San Luis Potosi y a pesar de que ya tenia varios afios en el
Departamento de Bioquimica, mantenia una relacion muy
estrecha con algunos profesores de las escuelas de Medicina
y Quimica de mi Universidad y sabia que también ellos
estaban, en condiciones semejantes, se me ocurri6 la idea de
proponerle al Dr. Pifia que invitaramos a los profesores de
Bioquimica de San Luis, el Dr. Pifa se qued6 pensando un
momento y me dijo: “Si quiere invitar a sus paisanos, hagalo,
pero tiene que invitar a los profesores de Bioquimica del Pais”
yo me quedé helada pues el compromiso era descomunal,
pero aun sin saber lo que ello implicaba, ni comprender la
dimension y trascendencia del proceso, acepté el reto.
Aunque la UNAM ya tenia algunos afios en Ciudad
Universitaria no contaba en 1973 con alguna dependencia que
me apoyara en mi busqueda, pues fue hasta 1978 que con el
rectorado del Dr. Guillermo Soberén que se cre6 la Direccion
General de Intercambio Académico y que al frente estuvo la
Lic. Maria de los Angeles Knochenhauer. Fue asi que al cabo
de pensar durante unos dias de como le iba a hacer para saber
donde habia universidades en la Republica en las que hubiera
carreras en donde en su plan curricular estuviera incluida la
materia de Bioquimica, posiblemente con la sugerencia de
alguien, opté por recurrir a la unica organizacion que podria
darme esa informacion y asi, fui a las oficinas de la Unién
de Universidades de América Latina (UDUAL), que estaban
alojadas en un espacio dentro de la UNAM, les expliqué todo
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lo que necesitaba saber y me permitieron acceder a su acervo
que afortunadamente estaba actualizado.

Empecé a anotar estado por estado: nombre de Ilas
universidades, ciudades, domicilios, nombre del rector de
cada una de ellas, nombre de las escuelas de orden bioldgico,
nombre -si lo habia- de los directores de las escuelas de
Medicina, Quimica, Biologia, Medicina Veterinaria y
Nutricion. Esta labor me llevé tres mafianas enteras, ya con
toda esa informacion, el Dr. Pifla dispuso que la Sra. Elisa
Mora, una secretaria del Departamento, armara un directorio
con esos datos.

Es importante mencionar que, en 1973 no se tenian los
recursos tecnologicos actuales, el sistema de impresion y
fotocopiado era pésimo, el trabajo secretarial era tecleado
en maquinas de escribir, la mejor forma de comunicarnos
con personas de otras ciudades era el correo postal ya que
el teléfono de larga distancia era muy deficiente y caro, y
una serie de limitaciones que en ese tiempo no éramos
conscientes de ellas.

La Comision Organizadora del Taller de Actualizacion
Bioquimica (TAB) quedd constituida por los doctores Enrique
Pina Garza, Ricardo Tapia Ibarguengoitia, Yolanda Saldafia
Balmori, Magdalena Carrillo Santin y Guillermo Alvarez
Llera; poco a poco se fue armando el proyecto, enviamos
una primera carta dirigida -en la mayoria de los casos- a los
rectores pidiéndoles que comunicaran a sus directores de
escuelas y ellos a su vez, a sus profesores de Bioquimica,
que los invitabamos a asistir durante la semana comprendida
del 25 al 29 de marzo del siguiente afio, a un Taller en el que
investigadores o profesores expertos actualizarian algunos
temas de Bioquimica.

Poco a poco fueron llegando las respuestas tanto de algunos
directores de escuelas universitarias, en donde nos daban
los nombres de aquellos profesores elegidos para asistir, asi
como las de algunos profesores interesados.

Como lo mencioné antes, en esa temporada en los afios
1973-1974, fue cuando los miembros de la Seccidén de
Enseflanza del Departamento llevamos un curso en el
Centro de Didactica y con la ayuda del Instructor del curso
el Maestro Martin Arredondo Galvan, se elabor6 el formato
del programa en donde, en cada uno de los 5 dias a trabajar
habria tres ponencias, dos por la mafiana y una por la tarde,
ademas en cada dia, se presentaria un tema relacionado con
la Didactica, ya que una de las pretensiones de la reunion,
era incorporar el empleo de técnicas pedagdgicas a nuestro
ejercicio docente.

Al mismo tiempo quedé redactado el objetivo del Taller de
Actualizacion Bioquimica en estos términos: “Ofrecer a los
profesores de Bioquimica un mecanismo de actualizacion en
los conocimientos de su area, asi como en la sistematizacion
y en la tecnologia de la ensefianza mediante el intercambio
de la experiencia y puntos de vista entre los miembros del
personal académico de diversos centros de Educacion
Superior en la Republica Mexicana”.

Acerca de las ponencias de contenido bioquimico, cada

sesion deberia durar 2 horas 15 minutos, ese tiempo se
distribuyd en tres porciones: durante la primera parte, el
expositor deberia hacer su presentacion, en el segundo
tercio la poblacién asistente se distribuiria en grupos de
6 personas para discutir el contenido y aprendizaje de la
misma y en el tercer tramo, un representante de cada uno
de los grupos deberia poner en comun lo trabajado en cada
uno de los grupos; el planteamiento era que cada uno de
todos los asistentes, tuviéramos una participacion activa,
efectivamente un verdadero TALLER.

Se realizaron todos los preparativos y se inici6 la reunion
en una de las aulas del Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina, gracias a la participacion de profesores
de distintas universidades del Pais la reunion fue todo un
éxito, ya que contamos con la asistencia de 64 profesores:
22 de ellos provenientes de 13 universidades del interior del
Pais: Aguascalientes, Coahuila, Chihuahua, Durango, Estado
de México, Jalisco, Nuevo Leon, San Luis Potosi, Sinaloa,
Sonora, Veracruz, Yucatan y Zacatecas, asistieron 2 profesoras
provenientes de Guatemala y 40 profesores de la Ciudad
de México, donde la mayoria éramos del Departamento de
Bioquimica pues el Jefe, considerd que nuestra asistencia era
obligatorio ya que originalmente esta actividad se pensoé para
resolver los problemas de falta de actualizacién en algunos
de nuestros profesores ya que era indispensable reforzar
algunos temas. De las otras dependencias de la UNAM,
estuvieron participando algunos profesores de las Facultades
de Quimica, Medicina Veterinaria, Odontologia y Ciencias,
los profesores de las otras instituciones de la Ciudad de
Meéxico que participaron fueron provenientes de la Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas del IPN y de la Universidad
Femenina de México (Fig. 4)

Durante los cinco dias las actividades se realizaron
conforme al programa elaborado, la inauguraciéon estuvo
a cargo del Director de la Facultad el Dr. José Laguna y la
clausura la realiz6 el Jefe de Departamento, el Dr. Enrique
Pifla. La participacion, comunicacion e integracion entre
los participantes fue muy enriquecedora, expresaban
su satisfaccion por la iniciativa que habia tomado el
Departamento de Bioquimica; de esta manera la UNAM a
través de la Facultad de Medicina, estaba contribuyendo a la
formacion de profesores de nuestra disciplina provenientes
de algunas universidades del interior del Pais.

Ya en la tarde del viernes, un grupo de profesores de Torreon,
Saltillo, Monterrey y Hermosillo, nos dijeron que habian
decidido hacer un plantéon y que no se irian del aula donde
estdbamos trabajando hasta que les prometiéramos que los
convocariamos al afio siguiente.

La organizacion de Taller que se estaba realizando, nos
habia ocupado a algunos, seis meses de trabajo, tiempo en
el que habiamos descuidado otros compromisos dentro el
Departamento y lo habiamos considerado como un evento
unico, por tal razon ese Taller no tenia nimero, era sélo Taller
de Actualizacion Bioquimica. Ante una pequefia discusion
acerca de los beneficios que esa convocatoria representaba
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Figura 4. Programa del Taller de Actualizacion Bioquimica, realizado del 25 al 29 de marzo de 1974 en el Departamento de Bioquimica de la

Facultad de Medicina, UNAM.

para los asistentes, el Dr. Enrique Pifia acabd aceptando de
que los llamariamos al afio siguiente.

Debido a esa peticion se realizé el I1 TAB con la decidida
intervencion de la Facultad de Medicina y en afios posteriores
con el apoyo de profesores e instituciones que durante
varios afos nos recibieron en sus espacios universitarios en
diferentes estados de la Republica, sumado al interés de los
participantes y al aumento en la asistencia, el Taller se ha
podido realizar ininterrumpidamente desde 1974 a la fecha, lo
que ha permitido que miles de profesores y alumnos de pre- y
posgrado refuercen o adquieran su conocimiento en algunos
temas de frontera en el area de la bioquimica y disciplinas
afines (4), ahora al cumplirse 50 afios de haberlos llamado
por primera vez, es notorio que nuestro Departamento ha
cumplido con el compromiso académico que queda implicito
en el nombre de la Universidad NACIONAL Auténoma
de México que tiene con el resto de las instituciones de
ensefianza superior del Pais.

II, IIT y IV Talleres de Actualizaciéon Bioquimica

El II Taller de Actualizacién Bioquimica también se llevé a
cabo en las instalaciones del Departamento de Bioquimica
del 4 al 8 de agosto de 1975, el Comité Organizador fuimos
J Soria Diaz Infante, Y Saldafia de Delgadillo, F Fernandez
Gavarron, M Carrillo Santin y G Alvarez Llera. El Dr.
Laguna realiz6 la inauguracion y la clausura la hizo el Jefe de
Departamento el Dr. Jorge Soria Diaz-Infante; en este Taller
se abordaron los siguientes temas: “Biosintesis de virus”
por el Dr. Luis Enrique Sanchez; “Nutricion” presentado
por el Dr. Carlos Casas Campillo, “Efecto de Hormonas
proteicas en el metabolismo celular” por el Dr. José Solis;
“Regulacién de la calcemia” por el Dr. Federico Fernandez;
“Analisis clinicos” con el Dr. Roberto Pérez; “La medicion
del agua total con agua tritiada como ejemplo del empleo

de sustancias radiactivas” por el Dr. Peter L. Eberstadt;
“Radioinmunoanalisis” por el Dr. Jorge Soria; “Membranas:
estructura, composiciony funcion” por el Dr. Alfonso Cérabez;
“Reaccion inmunolédgica en el modelo actual de membrana”
por la Dra. Magdalena Fresan; “Lipidos en la clinica” por el
Dr. Eduardo Zorrilla; “Didactica, experiencia de tres grupos
piloto con ensefianza programada” por los Dres. Magdalena
Carrillo, Yolanda Saldafia y Guillermo Alvarez e “Ingenieria
Genética” por el Dr. Guillermo Carvajal.

E1 III Taller se realiz6 en la Ciudad de México del 25 al 29 de
octubre de 1976, el Dr. Jorge Soria Diaz-Infante, invit6 a los
Dres. Juan Cuauhtémoc Diaz Zagoya y Octavio Robinson a
que lo organizaran. En esta ocasion se programd que, en las
tardes, pequefios grupos de los profesores del interior de la
Republicarealizaranunas practicas conalgunos investigadores
de diferentes sitios de la ciudad. El eje central de los temas
que abordaron los diferentes doctores, fue alrededor de las
membranas, asi: “La bicapa lipidica como base estructural de
la membrana biologica” fue desarrollado por Mario Philipp;
“Organizacion supramolecular de la membrana y la superficie
celular” por Adolfo Martinez Palomo; “El transporte a través
de membranas bioldégicas” por Carlos Gémez Lojero; “Las
membranas mitocondriales y oo la compartamentalizaciéon”
por Armando Goémez Puyou y Marietta Tuena Sangri;
“La recepcion del antigeno en la respuesta inmune” por
Carlos Larralde; “Receptores y dinamica de membrana
de macréfagos” con Jesus Calderdn; “Caracterizacion y
funcion de la inmunoglobulina de la membrana de linfocitos™
con Erika Abney; “Planeacion académica integral” por
Enrique Villarreal; “Patologia de membranas” por José de
Jesus Manrique; “Las enzimas asociadas a la membrana de
musculo cardiaco” con Edmundo Calva Cuadrilla y Rosario
Nufiez; “Introduccion a la didactica” por Jesus Berruezo;
“Sistematizacion del curso de Bioquimica en la Facultad de
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Medicina” con Guillermo Alvarez, Magdalena Carrillo y
Yolanda Saldaiia; “Enfermedades genéticas con participacion
de la membrana celular” por Susana Ramirez; “Relacion entre
la edad gestacional y fosfolipidos del liquido amnidtico”
por Jorge Soria. Las 5 practicas que se realizaron fueron:
“Microscopia electronica” con Adolfo Martinez Palomo;
“Los métodos inmunoquimicos aplicados al laboratorio
clinico” con Pablo Rivera; “Curva de precipitacion antigeno-
anticuerpo y titulacion, empleando antigenos marcados con
[-125” con Erika Abney; “Identificacion de fosfolipidos
en membranas de globulos rojos” con Ricardo Martinez y
“Valoracion hormonal por radioinmunoensayo’ con personal
del Hospital de Ginecoobstetricia # 1 del IMSS. Ademas,
hubo dos sesiones de experiencia didactica relacionadas con
estos cuatro temas: “La enseflanza en la ENEP Iztacala”,
“La ensefianza en la Facultad de Ciencias en Xalapa,
Veracruz”, “El empleo de la lectura veloz en la comprension
de la Bioquimica” y “Los modelos para auto-ensefianza de
macromoléculas IgG y polipéptidos™.

El IV TAB, también se realizd en las instalaciones de la
Facultad de Medicina en Ciudad Universitaria del 5 al 9 de
septiembre de 1977, el equipo organizador lo constituimos: E
Pifia Garza, Y Saldafia Balmori, G Alvarez Llera, M Carrillo
Santin y F Fernandez Gavarrén; la inauguracion la hizo
el entonces Director de la Facultad el Dr. Octavio Rivero
Serrano. Los temas de contenido bioquimico que trataron los
diferentes doctores fueron: “Alucinégenos en Bioquimica”
por Ricardo Tapia; “Andlogos de nucledsidos y sus usos”
con Rogelio Maldonado; “Quimica de proteinas” por
Alberto Hamabata; “Mecanismo de accién de hormonas” por
Bulmaro Valdéz y Arnulfo Albores; “Metabolismo del calcio”
por Federico Fernandez; “Utilizacion de computadoras en
Bioquimica” con Alfredo Delgado; “Compartamentalizacion
celular” por Adolfo Garcia Sainz; “Ecologia molecular” por
Juan José¢ Martinez; “Bioquimica de la division celular”
por José Luis Muiioz; “Bioquimica de venenos de animales
ponzoiiosos” con Lourival Possani y Alejandro Alagon,
ademas de “Desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa”
por Blas Lotina. Los temas de aspecto pedagédgico que
presentaron los diferentes licenciados fueron “Programa de
especializacion en docencia” por Martin Arredondo Galvan;
“Aspectos psicopedagogicos en la docencia” con Graciela
Pérez Rivera; “Aspectos sociopedagogicos de la docencia”
por Teresa West Silva; “Aspectos tecnopedagogicos de
la docencia” por Ma. Esther Aguirre Lora, todos ellos, del
Centro de Didactica, UNAM.

Es importante observar que la participacion de profesores de
las diferentes universidades en esta actividad iba en ascenso,
en esta ocasion invitamos como ponentes a los doctores
Bulmaro Valdéz y Arnulfo Albores de la Universidad
Auténoma de Coahuila, al Dr. Alfredo Delgado de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn y al Dr. Juan José
Martinez de la Universidad Autéonoma de Aguascalientes.
Pudiera parecer prolijo el enlistado de los temas presentados
en los Talleres II, III y IV, pero es la tnica forma de

conservar esta informacion ya que, a partir del V Taller,
tanto la programaciéon como el contenido de todos los temas
trabajados, se integraron como capitulos en el correspondiente
volumen de Mensaje Bioquimico.

Antecedentes del Mensaje Bioquimico

Cuando estdbamos organizando en 1974 el Taller de
Actualizacién Bioquimica, les pedimos a los ponentes que
nos proporcionaran una cita bibliografica que fuera central
de su presentacion, algunos nos la dieron, las incluimos
en una hoja junto con el programa de actividades, aunque
consideramos que no fueron de utilidad para muchos de los
asistentes ya que en ese tiempo la mayoria de las bibliotecas
no tenian las colecciones de revistas cientificas como las que
ahora existen.

Para el II TAB consideramos que, si se entregaba una copia
del articulo eje de las diferentes ponencias, seria un punto de
apoyo para los profesores asistentes una vez que estuvieran
en sus respectivas universidades. En 1975 el recurso
disponible para multiplicar un documento era utilizando
el mimedgrafo, cuando reprodujimos los documentos
entregados por los ponentes, quedaron de tan mala calidad
que eran practicamente ilegibles, maxime que estaban en
inglés. Nuevamente consideramos que eran de poca utilidad
estos materiales.

El enriquecimiento de las bibliotecas -incluso las de la
UNAM- con la existencia de colecciones de revistas cientificas
fue un proceso paulatino y en los afios 70 y 80 del siglo
pasado era muy deficiente; lo que se acostumbraba era que el
investigador revisara en el Current Content las publicaciones
de su interés y enviara al autor por correo postal, la solicitud
de un sobretiro de su publicacion, regularmente tardaban
semanas y a veces meses en llegar el documento solicitado, de
tal suerte que una vez que se tenia en las manos, era un objeto
muy apreciado, asi en 1976 para el III TAB, la solicitud que
se hizo a los ponentes, fue que prestaran a los organizadores
el sobretiro fundamental de su platica para reproducirlo, en
esa ocasion se corrid con un poquito de mejor suerte.

Para el IV TAB, nuestra estrategia cambio, les pedimos a
los profesores invitados a participar como ponentes que
escribieran un documento de unas 3 a 5 cuartillas con lo
medular de su ponencia, de igual manera, las reprodujimos
y entregamos a cada uno de los asistentes un paquete con el
contenido de ellas.

Mensaje Bioquimico

Dentro del proceso natural de la evolucién, lo ya adquirido
sirve como base para la siguiente etapa; fue asi que en 1978 les
pedimos a los profesores invitados a participar como ponentes
en el V TAB que escribieran un texto de 15 a 25 cuartillas de
lo que seria su presentacion y que nos lo entregaran con 6
meses de anticipacion a las fechas de la reunion ya que se
realizaria el trabajo editorial correspondiente y reuniriamos
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todo el material para publicarlo en el primer volumen de la
colecciéon Mensaje Bioquimico.

Todos los profesores invitados a ser ponentes entregaron el
material en tiempo y forma, realizamos el trabajo editorial,
sugerimos en ocasiones algunos cambios de redaccion, los
trabajos se teclearon con un mismo formato y el volumen se
imprimi6 en la imprenta de la Facultad de Medicina. Algo
fundamental fue que en la inauguracion del Taller se les
entregd a los asistentes el primer ejemplar de la coleccion
Mensaje Bioquimico. El compromiso que los asistentes
al Taller debieran cumplir, era que antes de que iniciara
cada una de las ponencias, deberian haber leido el capitulo
correspondiente inserto en el Mensaje Bioquimico, todo con
la intencion de que antes de escuchar la platica estuvieran
enterados de su contenido, creemos que con esa estrategia
en muchos de los casos se ha cumplido con el objetivo y ha
habido un mejor aprovechamiento.

En el parrafo siguiente incluyo parte del Prélogo de este
primer Mensaje Bioquimico (Y Saldafia, G Alvarez y E Pifia,
Eds.) (5).

“Esta obra contiene los trabajos que se presentaran en
el V Taller de Actualizacion Bioquimica, con sede en
la Universidad Autonoma de Coahuila, asi como una
pequenia historia de los 4 Talleres anteriores. Se trata de
un documento de trabajo que se llevo a cabo debido a la
excelente colaboracion de todos y cada uno de los ponentes
en el Taller, a quienes manifestamos nuestra cordial gratitud.
Se pretende que sea util, tanto para su consulta durante el
Taller, como por varios afios, en la preparacion que alumnos
y profesores debemos de realizar al participar en clase, en
los temas aqui tocados. Los temas seleccionados son tan
diversos como la Bioquimica actual, el punto de union entre
todos los asistentes al Taller, ponentes y oyentes activos,
es nuestra participacion en la ensefianza de la Bioquimica
(a nivel nacional) y nuestro genuino interés por mejorar
el acto docente, asi como de facilitar el aprendizaje a
nuestros alumnos. Seleccionamos como titulo de la obra el
de MENSAJE BIOQUIMICO porque en muchos aspectos
anhelamos que este documento, junto con otros similares que
esperamos ofrecer como fruto de nuestros Talleres, sea un
verdadero mensaje ..."

Con todo este proceso evolutivo queda claro de porqué en
este aflo que se cumplen cincuenta afios del Taller, se tiene al
volumen cuarenta y siete del Mensaje Bioquimico (Fig. 5).

El Taller itinerante

El Dr. Bulmaro Valdez, a principios de 1978 ofrecio en
nombre de la Universidad Autonoma de Coahuila, colaborar
con nuestro Departamento de Bioquimica para que el V Taller
se realizara en aquel Estado. Por gestiones realizadas por la
Universidad sede ante la Direccion General de Investigacion
Cientifica y Superacion Académica de la Sub-Secretaria de
Educacion Superior e Investigacion Cientifica, dependiente
dela Secretaria de Educacion Publica (SEP), que en esos afios,

apoyaba econémicamente a las universidades del interior de
la Republica para la realizacion de eventos como el nuestro,
ademas del apoyo de la Universidad Autonoma de Coahuila,
se pudieron sufragar los gastos de transporte y alojamiento
de los profesores participantes como ponentes y del equipo
de trabajo para que durante la semana comprendida del 25
al 29 de septiembre estuviéramos trabajando en un hotel
campestre, “El rincon del montero” en Parras de la Fuente,
Coah.

Con este Taller realizado fuera de la Ciudad de México y
siempre contando con el apoyo que solicitaba la Universidad
sede a la Direccion General de Investigacion Cientifica y
Superacion Académica de la SEP, se inici6 una temporada
que durd de 10 a 12 afios en la que el TAB se realizo en
universidades del interior del Pais, lo que fortifico que se
incrementaron las relaciones humanas entre los profesores
participantes o bien entre los participantes y ponentes al
Taller ya que como regularmente estdbamos alojados en el
mismo hotel, se tuvo la oportunidad de sentarse a comer y
a conversar a veces con los ponentes, gracias a ello, hubo
varios casos de profesores de universidades del interior que
pudieron completar su formacién realizando un posgrado en
alguna de las instituciones de la Ciudad de México.

El VI Taller de Actualizacion Bioquimica se realizo del 19
al 24 de agosto de 1979 en la Facultad de Medicina de la
Universidad Autéonoma de Chihuahua, en esta ocasion el
Comité Organizadory los Editores del II Mensaje Bioquimico,
fuimos Y Saldaia, F Fernandez y J C Diaz y se cont6 con la
participacion de algunos profesores en la organizacion local
encabezada por la Dra. Margarita Escobedo Gameros.
Cuando estabamos en la realizacion del Taller, coincidio
que en esos dias el Dr. Guillermo Soberéon Rector de nuestra
UNAM, tuvo una visita a la Universidad de Chihuahua, en
algun espacio nos encontramos y al felicitarnos por nuestro
trabajo, mi Maestro me dijo en broma “Yolanda, ahora que
termine mi funcion en Rectoria, le voy a pedir que me organice
un Taller para mi solo, pues necesitaré actualizarme” (Fig. 6).
Nuestro siguiente Taller el nimero VII, se realizé del 28
de septiembre al 3 de octubre de 1980 en la Universidad de
Yucatan, el Equipo Organizador y Editores del III volumen
de Mensaje Bioquimico, fuimos Y Saldafia de Delgadillo, J
C Diaz Zagoya y ] Guzman Garcia con la participacion muy
comprometida de la profesora de la Facultad de Medicina la
Dra. Cristina Gonzéalez de MacSwiney. La inauguracion la
realizo el Rector de la Universidad de Yucatan el Dr. Alberto
Rosado G. Cantén y la clausura estuvo a cargo del Dr. Jesus
Guzman, uno de nuestros queridos profesores y que en este
Taller era participante de la organizacion. En esta ocasion
tuvimos la presencia de dos invitados del extranjero, ambos
de Estados Unidos, el Dr. Fernando Arias de Washington
University, en San Luis Missouri, quien nos compartid el
tema de “Actividad invasora del trofoblasto y sintesis del
activador del plasmindgeno” y el Dr. Joseph 1 Rabinowitz
del Veterans Administration Hospital de Philadelphia, quien
presentd el tema de “Alcoholismo. Aspectos bioquimicos”.
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Figura 5. Portada e indice del Volumen I de Mensaje Bioquimico

Al mismo tiempo nos aventuramos a invitar al Dr. Severo
Ochoa, Premio Nobel en Medicina en 1959, que en esa
temporada estaba en Estados Unidos en Roche Institute of
Molecular Biology en New Jersey, desafortunadamente
declind la invitacion por los compromisos que tenia en esas
fechas (Fig. 7).

En 1981 el Taller se iba a realizar en la Ciudad de México
y se penso6 si lo haciamos en algin lugar aislado, donde
se pudiera continuar con los logros de convivencia que se
habian obtenido, especialmente en los ultimos afios y que
a la vez estuviera cerca de la Ciudad de México, podrian
asistir un numero mayor de profesores de la UNAM,;
afortunadamente logramos que el apoyo de la Direccion
General de Investigacion Cientifica y Superacion Académica
dependiente de la SEP que habia estado dando en tres
ocasiones anteriores a las Universidades del interior de la
Republica lo continuara otorgando, lo que nos permitié
sufragar los gastos de espacio para las reuniones, viaje y
alojamiento para los ponentes durante toda la semana, de este
modo el VIII Taller de Actualizacién Bioquimica se realizd
en Oaxtepec, Morelos y se entrego6 el volumen IV de Mensaje
Bioquimico. El Dr. Philip P Cohen de Wisconsin University,
en ese entonces estaba en un periodo sabatico en nuestro
Departamento y presento el tema “Aspectos de la regulacion
de la biosintesis de la urea”. Los temas que se trataron en
este Taller y que quedaron en el volumen IV del Mensaje
Bioquimico se pueden agrupar en dos areas: ocho temas

fueron de contenido cientifico y los otros cinco versaron
sobre distintas perspectivas de la ensefianza de la bioquimica.
ElIX TAB se realizo del 3 a 8 de octubre de 1982 en la ciudad
de Durango, el Comité Organizador estuvo formado por Y
Saldafia Balmori, S Morales Lopez, A Brunner Liebshard, y
H Avila Rodriguez, este tltimo de la Escuela de Medicina
de la Universidad Judrez de Durango. Se mandaron las
cartas invitacion a casi 600 profesores y la asistencia fue
de 116 docentes, donde el 61 % eran de universidades del
interior del Pais. Los primeros cuatro volumenes de Mensaje

Bioquimica en Chihuahua, coincidimos con una visita del Dr. Guillermo
Soberon, Rector de la UNAM.
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Bioquimico, fueron tecleados en maquinas de escribir por las
secretarias del Departamento de Bioquimica. En 1982, el Dr.
Laguna era Director del Centro Universitario de Tecnologia
Educacional para la Salud (CEUTES) dependiente de la
UNAM, platicando con ¢él, le pedimos apoyo para que en esa
ocasion el V Mensaje Bioquimico se hiciese en la imprenta
del CEUTES, ¢l accedid y la presentacion del Mensaje
cambi6 radicalmente; a partir del siguiente afio, logramos
que ese trabajo lo realizaran en la Imprenta de la Facultad de
Medicina hasta que la tecnologia cambio, hacia el uso de las
computadoras.

En ese afio de 1982, me toco iniciar los tramites para el
registro de los volumenes I al IV de Mensaje Bioquimico ante
la Direccion General de Derechos de Autor dependiente de
la SEP. El tramite se hizo a mi nombre y quedaron anotados
todos los editores participantes: G Alvarez Llera, E Pifa
Garza, F Fernandez Gavarrén, JC Diaz Zagoya, J Guzman
Garcia y A Hamabata Nishimuta (Tabla I).

EIXTABsellevo acabo del 30 de octubre al 4 de noviembre de
1983 en la Escuela de Medicina de la Universidad Autonoma
de San Luis Potosi, el Comité Organizador estuvo constituido
por Y Saldana Balmori, F Sandoval Zapata, A Hamabata
Nishimuta, MC Ramos, JM Rodriguez; los doctores Ramos
y Rodriguez eran profesores de la Universidad sede y el resto

ROCHE INSTITUTE OF MOLECULAR BIOLOGY

Nutley; New Jersey 07410

3 de Marzo de 1980

Dra Yolanda Saldafia Balmori
Dr Juan C Diaz Zagoya
Dr Jesis Guzmdn Garcia

Departamento de Bioquimica
Universidad Nacional Auténoma
Facultad de Medicina
Apartado Postal 70159

Mexico 20,D F , Mexico

Distinguidos Companeros

Mucho agradezco su carta del 6 de Febrero asi como la ante-
rior llamada telefénica Lamento no poder participar em el VIL
Taller de Actualizacidn Bioquimica que se celebrard en la Uni-
versidad de Yucatdn del 28 de Septiembre al 3 de Octubre pfo-
ximos Desgraciadamente, como ya les comuniqué por teléfono,
existe un conflicto de fechas, ya que con anterioridad habfa
aceptado una 1nvitacién de la Sociedad Italiana de Biologfa
Experimental a dar una conferencia plenaria en la reunidn que
dicha Sociedad celebrard en Caserta, Napoles, en los primeros
dias de Octubre Asi mismo, este Instituto celebrard un Simpo-
s10 del 24 al 27 de Septiembre en conmemoracién de my 75 ani-
versario No puedo, pués, sino expresar una vez mas mi senti-
miento por la imposibilidad de aceptar su amable invitacién

No necesito decirles que tomarfa parte con gusto en una
futura reunidn de su Taller de Actualizacién Bioquimica Es
muy loable, a m juicio, la actividad que estdn desarrollando
y les deseo el mayor éxito

De Vds cordialmente,

1
Ltore & llese -

Severo Ochoa

Figura 7. Carta del Dr. Severo Ochoa, indicando la razén por la que
declina a nuestra invitacion de participar en el TAB de 1980.

del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina,
UNAM. Como era ya una costumbre, se entregd antes de
que iniciaran las reuniones, ¢l volumen VI de Mensaje
Bioquimico conteniendo el texto de todas las ponencias
que se presentarian. A este Taller asistieron 88 profesores
donde el 36% eran de la Universidad Potosina, 40% de la
Ciudad de México y el resto de las diferentes universidades
del Pais, ademas tuvimos la asistencia de una profesora de
Guatemala. Posterior al TAB se llevo a cabo el curso tedrico-
practico sobre “Receptores de membranas” impartido por los
doctores Jaime Flores del CINVESTAYV, IPN y Jesus Manuel
Rodriguez de la Universidad Autéonoma de San Luis Potosi
que se realizé del 7 al 11 de mismo mes de noviembre, a este
curso asistieron 9 participantes que habian sido inscritos con
anterioridad y que contaron con becas otorgadas por la SEP.
Es importante mencionar que en algunas ocasiones hubo
dificultades para la realizacion del Taller, en 1984 ¢l Comité
Organizador del XI TAB estuvo constituido por Y Saldaiia de
Delgadillo, G Alvarez Llera, M Zentella de Pifia yel Dr. Carlos
Alcocer Cuar6n este ultimo de la Universidad Autonoma de
Querétaro y se realizo del 17 al 22 de septiembre de 1984
en Ciudad Universitaria, UNAM. La reunién iba a ser en
Querétaro, pero una huelga académica en la Universidad lo
impidid, de esto nos enteramos a dos dias del inicio del TAB
y la manera en que lo resolvimos fue cambiando bruscamente
la sede gracias al apoyo del Director del entonces Centro de
Investigaciones en Fisiologia Celular UNAM (ahora Instituto
de Fisiologia Celular UNAM), el Dr. Antonio Pefa Diaz,
que nos prestd el Auditorio, pero en lugar de iniciar con las
inscripciones y entrega de material, el domingo 16 en la
tarde como era costumbre de los Ultimos afios, se desplazd
24 horas, para dar oportunidad de que aquellos profesores
que llegaran a Querétaro se pudieran mover a la Ciudad de
Meéxico, afortunadamente pudimos avisar por teléfono a
algunos profesores que teniamos la certeza de que asistirian,
ademas, los organizadores encabezados por el Dr. Alcocer en
Querétaro, pusieron letreros en algunos hoteles, en la terminal
de autobuses y en el aeropuerto avisando del cambio; con esto
quedod demostrado que cuando se tiene el convencimiento de
algo, se hace lo imposible para lograrlo. De igual manera que
en los afios anteriores, junto con las inscripciones se entrego
el volumen VII de Mensaje Bioquimico con el texto de las
ponencias del Taller.

Otro ejemplo critico fue al afio siguiente, en 1985 los sismos
que sacudieron a la Ciudad de México fueron los dias 19
y 20 de septiembre y el Taller estaba convocado para los
dias 22 al 27 de ese mes en Zacatecas, debido a los sismos,
la comunicacién se interrumpié entre los organizadores
locales y los del Departamento de Bioquimica, no habia
servicio telefonico en la Ciudad de México y por lo tanto,
los profesores que habrian de asistir de distintos sitios del
Pais, llamaban a Zacatecas preguntando si la actividad se
interrumpia y lo que les contestaban era “Si vienen los de
Meéxico, si habra Taller”. Nosotros hicimos lo indecible,
a pocas horas del temblor yo fui a la linea aérea a recoger
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Tabla 1. Registro de los primeros volimenes de Mensajes Bioquimicos ante la Direccion General de Derechos de
Autor, Secretaria de Educacion Publica.

FECHA VOLUMEN CONTROL No. DE REGISTRO LIBRO FOJAS
3 mayo 1982 1 02651 589 9 340
3 mayo 1982 I 02651 590 9 340
3 mayo 1982 111 02651 591 9 340
28 mayo 1982 v 09374 698 11 371

los boletos de avion de 15 profesores, ahi el desconcierto
era total y pasaron varias horas para conseguir mi objetivo.
Algunos de los profesores jovenes del Departamento fueron
un apoyo significativo, pues como no habia teléfono para
comunicarnos con los profesores, ellos nos ayudaron yendo a
las casas de los ponentes del Taller a entregarles sus boletos
de avion para salir el domingo 22 en la mafiana. EI Comité
Organizador central estuvo integrado por los profesores de la
UNAM G Alvarez Llera, Y Saldafa de Delgadillo, S Jiménez
Thomas, A Hernandez Tobias, y E Escamilla Marvan y por
los profesores M Escobar Lujan y R Bafiuelos Valenzuela de
la Universidad Auténoma de Zacatecas. El tiraje del volumen
VIII del Mensaje Bioquimico fue de 1,000 ejemplares al
igual que se venia haciendo desde el primer volumen. De esta
manera el XII Taller de Actualizacion Bioquimica se realizo
en Zacatecas sin complicaciones, para la sorpresa de algunos.
Un grupo de profesores de Bioquimica de la Universidad
Autonoma Agraria “Antonio Narro” solicitaron de una
manera entusiasta y decididamente apoyados por sus
autoridades, que el Taller correspondiente al afio de 1986 se
pudiera realizar en sus instalaciones, fue asi que del lunes 15
al viernes 19 de septiembre de ese afio se llevo a cabo el XIII
Taller de Actualizacion Bioquimica en Saltillo Coahuila, al
mismo tiempo se entrego al inicio de la reunion el volumen IX
de Mensaje Bioquimico. El Comité Organizador y editor del
Mensaje, estuvo formado por S Jiménez Thomas, Y Saldafia

de Delgadillo y A Carabez Trejo, el trabajo realizado por las
organizadoras locales, las profesoras Margarita Murillo, Luz
Elena Pérez y Rosalinda Mendoza, fue determinante para el
éxito de la reunion. Para la realizacion de este Taller se contd
con el apoyo del CONACYyT, de la Facultad de Medicina de
la UNAM vy de la Universidad Auténoma Agraria “Antonio
Narro” del Estado de Coahuila.

En 1987 el Comité Organizador del XIV Taller de
Actualizacion Bioquimica y editores del X Mensaje
Bioquimico estuvo conformado por L Fernandez Rivera-Rio,
Y Saldafia de Delgadillo, S Jiménez Thomas y S Morales
Lopez, el Taller se celebro del 5 al 9 de octubre en las
instalaciones de la Unidad de Seminarios Ignacio Chavez
en Ciudad Universitaria. Como parte del programa el primer
dia de trabajo se presentaron los siguientes temas: “Etapas
para el desarrollo de guiones educativos”, “La elaboracion
de unidades de auto-enseflanza” y “Unidad audio-visual,
fotosintesis, fase luminosa” las cuales sirvieron de apoyo
para que los asistentes al Taller en pequeiios grupos, durante
dos horas los dias martes, miércoles y jueves elaboraran
trabajos relacionados con el enfoque presentado y el viernes
cada uno de esos grupos, puso en comun lo producido. En el
Mensaje Bioquimico de este afio quedo incluido el capitulo
“Metabolismo del etanol” elaborado por los Dres. Martha
Zentella de Pifia y Enrique Pifia Garza, el cual no formo parte
de la programacion del Taller (Tabla II).

Tabla II. Primeros Talleres de Actualizacion Bioquimica.

NACIONALES NACIONALES
TAB ANO Asistentes del interior de Ciudad EXTRANJEROS Universidades SITIO DE REALIZACION
del Pais de México representadas
I 1974 64 22 40 2 13 UNAM
I 1975 82 29 50 3 10 UNAM
11 1976 121 40 0 1 14 UNAM
v 1977 147 50 96 1 16 UNAM
A% 1978 72 43 29 0 13 Universidad de Coahuila
VI 1979 90 39 51 0 14 Universidad de Chihuahua
viI 1980 114 60 50 4 14 Universidad de Yucatan
VIII 1981 97 37 59 1 17 Oaxtepec
X 1982 116 70 46 0 16 Universidad de Durango
X 1983 88 52 35 1 10 Universidad de San Luis Potosi
XI 1984 75 32 43 0 12 UNAM
XII 1985 92 75 17 0 19 Universidad de Zacatecas
XIIT 1986 77 42 35 0 15 Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro
X1V 1987 86 29 55 2 13 UNAM

Los datos de los Talleres I a VIII fueron tomados de referencia (6), los del Taller IX fueron tomados de la referencia (7) . La Tabla retine los datos de los
Talleres en los que yo he participado en la organizacion, de los afios 1974 a 1987 (a excepcion del de 1976).

© 2023 Mensaje Bioquimico. Todos los derechos reservados. ISSN-0188-137X
Comité Editorial: Hernandez Alcantara, G.; Meraz Cruz, N.; Ramirez Silva, L.H. y Vilchis Landeros, M.M.
Publicado por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina; UNAM

16



Saldafia Balmori, Mens. Bioquim. 47 (2023) 6-20

Durante los afios 1988 a 1991, el entonces Jefe del
Departamento de Bioquimica Dr. Juan C Diaz Zagoya,
encargd a diferentes profesores que se hicieran cargo de
la organizacion, realizacion del Taller de Actualizacion
Bioquimica y de la edicion del Mensaje Bioquimico de los
afios correspondientes; gracias al enfoque que ellos tuvieron
en mente, en septiembre de 1988 se realizo en el Palacio de
la Escuela de Medicina UNAM, el I Taller Latinoamericano
de Educaciéon Bioquimica y el XV Taller de Actualizacion
Bioquimica, donde se entregd el XI Mensaje Bioquimico.
De una manera semejante al aflo siguiente, el II Taller
Latinoamericano de Educacion Bioquimica y XVI Taller
de Actualizacion Bioquimica se realizo en la Universidad
Auténoma de Puebla, del 11 al 15 de septiembre de 1989,
del mismo modo que en los afios anteriores se edit6 y entregd
entonces, el volumen XII de Mensaje Bioquimico.

Dentro de los cambios realizados en esta temporada, en el afio
de 1990 se editaron los volimenes XIII y XIV de Mensaje
Bioquimico, los editores del primero fueron: S Lopez
Quintero, ME Salinas y Mejia, MA Vazquez Alcantara, F
Fernandez Gavarréon y JC Diaz Zagoya, y los del segundo,
fueron: G Carrillo Santin, S Lopez Quintero, ME Salinas y
Mejia, G Maldonado Mercado y JC Diaz Zagoya.

En 1992 el entonces Jefe del Departamento de Bioquimica
Dr. Jaime Mas Oliva, me pidid6 que me ocupara de la
organizacion del XIX Taller, una actividad a la que yo
apreciaba entrafiablemente por todo mi historial en ella de
lo que ya he dado cuenta en este documento; para llevarlo a
cabo invité a los Dres. Jesis Manuel Leon Cazares, Alberto
Huberman y Alberto Hamabata, a que juntos formaramos
el Comité Organizador y la edicion del volumen XVI del
Mensaje Bioquimico. El Taller se realizdo en el Auditorio
Principal de la Facultad de Medicina UNAM, la inscripcion
se hizo el domingo 4 de octubre por la tarde y las sesiones
fueron los dias 5, 6 y 7. La razon de esta reduccion a sélo
tres dias de trabajo fue debido a que, en los afios inmediatos
anteriores, el Taller se organizo junto con el Congreso de la
Asociacion Mexicana de Profesores de Bioquimica, AC. para
constituir la Semana de Educacion Bioquimica, conservando
cada una de las dos actividades su perfil propio.

Al afio siguiente, en el Palacio de la Escuela de Medicina
UNAM se realizo la II Semana de Educacion Bioquimica, el
XX TAB llevé a cabo sus actividades del 5 al 8 de septiembre
de 1993, en los dias siguientes la Asociacion Mexicana
de Profesores de Bioquimica AC. tuvo su Congreso. La
Comision Organizadora del TAB y editoras del volumen X VII
de Mensaje Bioquimico fuimos Y Saldaiia de Delgadillo,
S Morales Lopez y P del Arenal Mena. Se cont6 con una
asistencia de 93 profesores de los cuales 33 provenian de
17 universidades del interior del pais: Chihuahua, Chiapas,
Durango, Estado de Meéxico, Guanajuato, Hidalgo,
Michoacan, Nuevo Leon, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan y
Zacatecas. La inauguracion la hizo el Director de la Facultad

Dr. Juan Ramén de la Fuente y la clausura la realizo el Jefe
de Departamento, el Dr. Jaime Mas Oliva.

En los afios 1988-1991 y en los posteriores (a excepcion de
los afios 1992-1993), mi participacion en los Talleres fue la de
asistente, por lo tanto, es muy poca la informacién que tengo
acerca de la organizacion del TAB y de la edicion del Mensaje
Bioquimico, pero lo que si sé, es que todos los profesores
que han participado, lo han hecho con entusiasmo y entrega a
este servicio que el Departamento de Bioquimica ofrece a los
académicos y estudiantes relacionados con nuestra disciplina.
Debo sefialar que en 1990 se obtuvo el ISSN (por sus
siglas en inglés de “International Standard Serial Number”)
para el Mensaje Bioquimico con el nimero: 0188-137X;
independientemente de que el tramite para la obtencion de
los certificados de titulo y contenido, se ha realizado con
regularidad.

En la Tabla III, estan anotados los datos de los 50 Talleres de
Actualizacion Bioquimica, los nombres de los 63 profesores
que a través de ese tiempo participamos en la organizacion de
los cuales 59, hemos sido editores del Mensaje Bioquimico.
Modificada de referencia (4).

El Taller de Actualizacion Bioquimica durante todo el tiempo
que ha pasado desde su inicio, ha tenido caracteristicas que han
persistido, la mas determinante es su presencia ininterrumpida
durante los 50 afios y la edicion de 47 volumenes de
Mensaje Bioquimico; otras se han modificado, ya sea por las
necesidades o por los cambios que inminentemente se han
dado a través del tiempo transcurrido, por el enriquecimiento
en tecnologias, entre ellas esta: la reduccion de cinco a
tres dias de sesiones que en un principio se dio por su
asociacion con el Congreso de Profesores de Bioquimica
y luego por el cambio de enfoque hacia la presentacion de
conferencias; en alguna época, los tiempos dedicados a cada
sesion tenia mas duracion; en ocasiones, ha habido maés
interaccion entre los ponentes y los asistentes; en el tiempo
de la pandemia de COVID-19 la comunicacion se realizé en
linea; etc. pero algo que no ha cambiado, es la entrega de
los profesores participantes en la organizacion del Taller y
edicion del Mensaje, la respuesta de profesores y estudiantes,
ademas, algo muy importante es el convencimiento que las
autoridades del Departamento de Bioquimica y de la Facultad
de Medicina han tenido para que el Taller que inicié6 como un
evento que iba a ocurrir so6lo en 1974, haya continuado hasta
nuestros dias.

Estoy segura que todos los que, en su momento, hemos
trabajado para el Taller de Actualizaciéon Bioquimica, nos
hemos sentido satisfechos de la aportacion realizada para la
construccion de esta obra que esta inmersa en el compromiso
que tiene la Universidad Nacional Autéonoma de México ya
que como sunombre lo indica es una Institucion NACIONAL.
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Tabla II1. 50 aiios de Taller de Actualizacion Bioquimica y 47 de Mensaje Bioquimico

i NUM. DE NUM. DE
ANO TAB MENSAJE ORGANIZADORES Y EDITORES
BIOQUIMICO _
1 E Pina Garza, R Tapia Ibarguengoitia, Y Saldana Balmori, M Carrillo Santin y G Alvarez Llera.
1975 11 J Soria Diaz Infante, Y Saldafia de Delgadillo, F Fernandez Gavarrén, M Carrillo Santin y G Alvarez Llera.
1976 11 JC Diaz Zagoya y O Robinson.
1977 v E Pifia Garza, Y Saldafia Balmori, G Alvarez Llera, M Carrillo Santin y F Fernandez Gavarron.
1978 \Y% I Y Saldafia de Delgadillo, G Alvarez Llera y E Pifia Garza.
1979 VI I Y Saldaiia de Delgadillo, F Fernandez Gavarrén y JC Diaz Zagoya.
1980 VII 111 Y Saldaiia de Delgadillo, JC Diaz Zagoya y J Guzman Garcia.
1981 VIII v Y Saldafa de Delgadillo, A Hamabata Nishimuta y J Guzman Garcia.
1982 IX A\ Y Saldana de Delgadillo, S Morales Lopez y A Brunner Liebshard.
1983 X VI Y Saldaiia de Delgadillo, F Sandoval Zapata y A Hamabata Nishimuta.
1984 XI VII Y Saldaiia de Delgadillo, G Alvarez Llera y M Zentella de Pifia.
1985 XII VI G Alvarez Llera, Y Saldafia de Delgadillo, S Jiménez Thomas, A Hernandez Tobias y E Escamilla Marvan.
1986 XIII X S Jiménez Thomas, Y Saldaiia de Delgadillo y A Carabez Trejo.
1987 XIV X L Fernandez Rivera-Rio, Y Saldafia de Delgadillo, S Jiménez Thomas y S Morales Lopez.
1988 XV X1 MA Vazquez Alcantara, J Ponce Frausto y ME Salinas y Mejia.
1989 XVI XII ME Salinas y Mejia, MA Vazquez Alcantara, J Ponce Frausto, F Fernandez Gavarrén y JC Diaz Zagoya.
1990 XVl XIII S Lopez Quintero, ME Salinas y Mejia, MA Vazquez Alcantara, F Fernandez Gavarron y JC Diaz Zagoya.
G Carrillo Santin, SE Lopez Quintero, ME Salinas y Mejia, G Maldonado Mercado y JC Diaz Zagoya.
1991 XVIII il\y G Carrillo Santin, JC Diaz Zagoya, S Lopez Quintero, F Martinez Montes y ME Salinas y Mejia.
1992 XIX XVI Y Saldaiia de Delgadillo, JM Leon Cazares, A Huberman y A Hamabata Nishimuta.
1993 XX XVII Y Saldaiia de Delgadillo, S Morales Lopez y P del Arenal Mena.
1994 XXI XVIII S Morales Lopez, F Martinez Montes y A Saavedra Molina.
1995 XXII XIX F Martinez Montes, S Morales Lopez, ME Jiménez Catafio y V Saavedra Alanis.
1996 XXIII XX MA Juarez Oropeza, S Morales Lopez y F Martinez Montes.
1997 XXIV XXI J P Pardo Vazquez, MA. Juarez Oropeza, S Morales Lopez, F Martinez Montes.
1998 XXV XXII J P Pardo Vazquez, MA Juérez Oropeza, S Morales Lopez, F Martinez Montes.
1999 XXVI XXIII F Martinez Montes, MA. Juarez Oropeza, JP Pardo Véazquez y S Morales Lopez.
2000 XXVl XXV F Martinez Montes, MA Juarez Oropeza, S Morales Lopez y JP Pardo Vazquez.
2001 XXVIII XXV MA Juérez Oropeza, JP Pardo Vazquez, IP del Arenal Mena, A Cea Bonilla y E Pifla Garza
2002 XXIX XXVI A Cea Bonilla, IP del Arenal Mena, H Riveros Rosas y E Vazquez Contreras
2003 XXX XXVII O Flores Herrera, H Riveros Rosas, A Sosa Peinado y E Vazquez Contreras
2004 XXXI XXVIIL O Flores Herrera, H Riveros Rosas, A Sosa Peinado y E Vazquez Contreras
2005 XXXII XXIX O Flores Herrera, H Riveros Rosas, A Sosa Peinado y E Vazquez Contreras
2006 XXXIII XXX O Flores Herrera, I Velazquez Lopez E Rendon Huerta y J Oria Hernandez,
2007 XXXIV XXXI J Oria Hernandez, E Rendon Huerta, H Reyes Vivas, I Romero Alvarez e I Velazquez Lopez
2008 XXXV XXXII I Bustos Jaimes, C Castafieda Patlan, J Oria Hernandez, E Rendon Huerta, H Reyes Vivas e I Romero Alvarez
2009 XXXVI XXXIIT I Bustos Jaimes, C Castafieda Patlan, E Rendon Huerta, H Reyes Vivas e I Romero Alvarez
2010 XXXVII XXXIV G Alvarez Fernandez, | Bustos Jaimes, C Castafieda Patlan, ] Guevara Fonseca, I Romero Alvarez y H Véazquez Meza
2011 XXXVIII XXXV G Alvarez Fernandez, I Bustos Jaimes, C Castafieda Patlén, ] Guevara Fonseca y H Véazquez Meza
2012 XXXIX XXXVI J Guevara Fonseca, D Matuz Mares y H Vazquez Meza
2013 XL XXXVIL A Butanda Ochoa, E Rendon Huerta, J Guevara Fonseca, A Guevara Flores, D Matuz Mares y H Vazquez Meza
2014 XIL XXXVIII A Butanda Ochoa, A Guevara Flores, D Matuz Mares, R Lara Lemus y PV Torres Duran
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2015 XIIL XXXIX A Butanda Ochoa, M Gonzalez Andrade, A Guevara Flores, R Lara Lemus, D Matuz Mares, E Molina y PV Torres

2016 XIIIL XL iu(r}itvara Flores, M Gonzalez Andrade, R Lara Lemus, J de ] Martinez Gonzalez y PV Torres Duran

2017 XIVL XLI C Cardenas Monroy, J de J Martinez Gonzalez, M Gonzalez Andrade, LH Ramirez Silva y G Hernandez Alcantara

2018 XLV XLII C Cardenas Monroy, M Gonzalez Andrade, G Hernandez Alcantara, J de J Martinez Gonzalez y LH Ramirez Silva.

2019 XLVI XLIIT C Cardenas Monroy, M Gonzalez Andrade, G Hernandez Alcantara, J de ] Martinez Gonzalez y LH Ramirez Silva.

2020 XLVII XLIV M Gonzalez Andrade, G Hernandez Alcantara, J de J Martinez Gonzalez, LH Ramirez Silva y M Vilchis Landeros.

2021 XLVIIT XLV M Gonzalez Andrade, G Hernandez Alcantara, J de J Martinez Gonzalez, LH Ramirez Silva y M Vilchis Landeros.

2022 XLIX XLVI M Gonzalez Andrade, G Hernandez Alcantara, J de ] Martinez Gonzalez, N Meraz Cruz, LH Ramirez Silvay M
Vilchis Landeros.

2023 L XLVII G Hernandez Alcantara, N Meraz Cruz, LH Ramirez Silva y M Vilchis Landeros.

Modificada de referencia (6)
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Naci6 en Tula Tamaulipas el 5 de marzo de 1938, estudio la carrera de Quimico Farmacobi6logo en la Universidad Autonoma
de San Luis Potosi y el Doctorado en la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México. Profesor de
tiempo completo en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM por 55 afios.

Su trabajo académico es relacionado con los tres giros de la UNAM: Docencia, Investigacion y Difusion de la Cultura, en
docencia impartio 89 cursos de Bioquimica en la Facultad de Medicina (Bioquimica, Bioquimica e Inmunologia o Bioquimica
y Biologia Molecular), donde aproximadamente 4,500 estudiantes fueron sus alumnos, ademas, ha sido profesora de posgrado
en las Facultades de Medicina, Quimica y Odontologia de la UNAM. Su trabajo en investigacion se ha desarrollado tanto
en la investigacion basica como en la educativa. En el primer caso participd en el estudio del metabolismo del colesterol y
purificacion de la cicloaldolasa (1964-1969) y mas tarde, en proyectos relacionados con la accion de algunos antiinflamatorios
no esteroideos, ante la generacion de radicales libres ocasionados por intoxicacion alcoholica (1988-1994). En investigacion
educativa, ha sido lider del proyecto relacionado con la evaluacion del aprendizaje de la Bioquimica en la Facultad de
Medicina, basandose en los resultados obtenidos por los estudiantes en las evaluaciones institucionales. En el campo de la
difusion de la cultura, ha sido la principal organizadora de los primeros Talleres de Actualizacion Bioquimica, editora de los
primeros 12 volimenes de Mensaje Bioquimico, Coordinadora Editorial de los primeros 11 afios de Boletin de Educacion
Bioquimica y posteriormente, editora desde su fundacion hasta la fecha, del mismo Boletin, que cambi6 su nombre a Revista
de Educacion Bioquimica.

Cuenta con la publicacion de 18 articulos en revistas internacionales con comité editorial; 87 articulos en revistas cientificas
nacionales; 32 de difusion cientifica; conferencias en diferentes foros; ha presentado su trabajo en 55 congresos internacionales
y en 87 nacionales Tiene publicados 89 diferentes crucigramas cientificos, publicados trimestralmente como CRUCIBIOQ
de la Revista de Educacion Bioquimica, de los cuales se tienen registradas poco mas de 40,000 visitas en linea. Ha recibido
multiples reconocimientos, entre otros, la UNAM en 2012, le otorgo el Sor Juana Inés de la Cruz; el Gobierno del Estado de
Tamaulipas le entrego, en 2005 el Diploma y la Medalla al Mérito Luis Garcia de Arellano, otorgado al mejor tamaulipeco del
aflo; en Tula, Tamaulipas en 2005, se instituy6 la Medalla Yolanda Saldafia Balmori que se entrega anualmente, a profesores
de cualquier nivel que ese afo cumpla 40 afios de servicio; ademas, ha recibido varios reconocimientos otorgados por
instituciones del Pais y del extranjero.

© 2023 Mensaje Bioquimico. Todos los derechos reservados. ISSN-0188-137X
Comité Editorial: Hernandez Alcantara, G.; Meraz Cruz, N.; Ramirez Silva, L.H. y Vilchis Landeros, M.M.
Publicado por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina; UNAM

20



Comité Editorial: Hernandez Alcantara, G.; Meraz Cruz, N.; Ramirez Silva, L.H. y Vilchis Landeros, M.M.
© ISSN-0188-137X

Versidn electrénica en http://biosensor.facmed.unam.mx

Sl
C R
TAB }-

MENSAJE BIOQUIMICO

N

Mens. Bioquim. 47 (2023) 21-35

Memoria del 50° Taller de Actualizacion Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM

Estudio inmunoproteémico de las alergias alimentarias.

Immunoproteomics study of food allergies.
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Resumen

Las alergias son enfermedades cronicas que comprometen
seriamente la calidad de vida del paciente llegando a ser
fatales cuando se presenta anafilaxia y no se atiende a
tiempo. La Organizacion Mundial de la Salud estima que su
prevalencia mundial es de entre 1 al 8%, incrementandose
en los ultimos afios y se consideran, junto con la obesidad,
como las dos principales pandemias no infecciosas que
afectan al ser humano. Se han reportado cientos de alergenos
en diversas bases de datos, donde la constitucion de éstos es
principalmente de naturaleza proteica. La mayoria de las bases
de datos se basan en informacion proveniente de América
del Norte (Canada y EUA), Europa y Asia, mientras que la
contribucion de alergenos identificados en Latinoamérica es
escasa. Debido a que las alergias presentan un componente
geografico importante, es sustancial conocer los principales

alergenos que afectan a la poblacion mexicana, asi como

Abstract

Allergies are chronic diseases that seriously compromise the
quality of life of the patient becoming fatal when anaphylaxis
is reached and is not immediately attended to. The Word
Health Organization estimates that allergies prevalence
ranged from 1-8% increasing in the last years, together
with obesity, they have been considered as the main non-
infectious pandemics. Hundreds of allergens are currently
reported in which their constitution is mainly proteic.
Most allergen databases are built from studies of North
America (Canada and EUA), Europe, and Asia, whereas
the contribution of identified allergens in Latin America is
scarce. Since allergies show a geographic component, the
knowledge of principal allergens affecting the Mexican
population and novel allergenic components discovers are
of utmost relevance. The consequences of obtaining such

information are, besides generating novel scientific evidence,
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identificar posibles nuevos componentes alergénicos no
descritos. La relevancia de obtener esta informacion es,
aparte de generar nuevo conocimiento cientifico, impactar en
el diagnostico de certeza en las alergias y sentar las bases para
tratamientos por inmunoterapia con los alergenos que afectan
con mas frecuencia en nuestra poblacion incrementando asi
la eficiencia de la intervencion terapéutica. Este trabajo se
centrara en dos ejemplos de alergias alimentarias en poblacion
pedidatrica, la alergia a la manzana y la alergia a la leche de
vaca. Los resultados muestran que utilizando enfoques
inmunoprotedmicos, logramos obtener los alergenos mas
frecuentes en estos alimentos que afectaron a un grupo de
pacientes pediatricos alérgicos. Ademas, se obtuvo evidencia
de nuevos posibles alergenos cuya confirmacion se encuentra

€n proceso.

Palabras clave: Inmunoprotedmica, alergia, IgE, IgG,

espectrometria de masas.

to impact the accurate diagnosis of allergies and lay the
groundwork for immunotherapy treatments by using the
most frequent allergens affecting our population increasing
the success of therapeutic interventions. This work is focused
on two examples of food allergies in the pediatric population,
apple allergy, and cow’s milk allergy. The data show that
through immunoproteomic approaches, we obtained the
most frequent allergens affecting an allergic pediatric group.
Furthermore, evidence of novel allergens was performed,

and their confirmation is currently in progress.

Keywords: Immunoproteomics, allergy, IgE, IgG1, mass

spectrometry.

Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud ha establecido que
actualmente las dos pandemias no infecciosas son la obesidad
y las alergias, éstas ultimas afectando a cerca de 150 millones
de personas (1). Las alergias reducen significativamente la
calidad de vida del paciente, promoviendo una condicion
cronica patologica por una atencion inadecuada y tardia de
la enfermedad llegando incluso al fallecimiento del paciente
cuando se presenta anafilaxia. La alergia se define como
manifestaciones clinicas desencadenadas por el contacto
con una fuente alergénica, capaz de promover respuesta
inflamatoria alérgica (2). Las manifestaciones clinicas
por las alergias son muy diversas y se pueden clasificar en
respiratorias, cutaneas, gastrointestinales, entre otras. Estas
manifestaciones involucran al sistema inmunoldgico y
pueden incluir mecanismos mediados por anticuerpos, por
células o por ambos. Se ha establecido que las alergias pueden
clasificarse en tres categorias (3): alergias mediadas por las
inmunoglobulinas tipo E (IgE), alergias no mediadas por
IgE y alergias mixtas donde estan involucrados mecanismos

mediados por IgE y por células.

Nomenclatura y bases de datos de alergenos

Los componentes moleculares que mas frecuentemente
producen alergias son las proteinas, sin embargo, también debe
considerarse que algunos carbohidratos estan involucrados
en el fendmeno de alergias (4). Para nombrarlos, existe una
nomenclatura oficial generando una abreviatura a partir de
la fuente bioldgica de donde proviene el alergeno (4—6). La
abreviatura utiliza las tres o cuatro primeras letras del género,
seguida de una o dos letras de la especie continuando con un
numero arabigo que refiere al orden en que se descubrid. En la

[73%1)

abreviatura, se puede afiadir el prefijo “n” cuando se trata de

[T}
r

componentes naturales, o bien “r”” cuando se obtuvo mediante
tecnologia recombinante. Por ejemplo, la leche de vaca (Bos
taurus) contiene el alergeno beta-caseina nombrado como
Bos d 11; el abedul (Betula verrucosa) contiene una proteina
alergénica llamada PR-10 que se nombra Bet v 1. Ademas,
la nomenclatura considera los denominados isoalergenos;
se definen como multiples formas moleculares del mismo
alergeno de una misma especie y presentan un 67% o mas
de identidad en su secuencia aminoacil. La nomenclatura de
los isoalergenos incluye adicionar dos o mas digitos después
del primer nimero arabigo y un punto decimal. Por ejemplo,
para Bet v 1, existen los isoalergenos Bet v 1.01, Bet v
1.13, etc. Adicionalmente, existen isoformas o variantes de
alergenos, estos se definen como aquellas formas del mismo

alergeno mostrando un intervalo de identidad de 73% a
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98%. Las isoformas se sefialan afiadiendo dos o mas digitos
después de los niimeros que describen a los isoalergenos; por
ejemplo, Bet v 1.0102, Bet v 1.0116.

Existen diferentes bases de datos donde se clasifican los
alérgenos (Cuadro I).

Cada uno tiene diferentes criterios de clasificacion. Por

ejemplo, AllFam clasifica los alergenos por familias, la
pagina de la Organizacion mundial de la salud, junto con la
Unidn Internacional de Sociedades en Inmunologia (WHO/
1UIS, por sus siglas en inglés) clasifica a los alergenos por
su nomenclatura sistematica. Las principales regiones que

contribuyen a estas bases de datos son América del Norte

Cuadro 1. Bases de datos que contienen alergenos descritos

NOMBRE DE BASE DE DATOS

PAGINA DE INTERNET

Allergen Online
WHO/IUIS  Allergen

Sub-Committee

Nomenclature

Allergome

The COMPARE Allergen Database
AllerBase

Allfam

http://www.allergenonline.org/
http://www.allergen.org/

https://www.allergome.org/
https://comparedatabase.org/
http://bioinfo.unipune.ac.in/AllerBase/Home.html
http://www.meduniwien.ac.at/allfam/

(Canadd y EU), Europa y Asia. Estas regiones también
contribuyen de forma muy significativa en el conocimiento a
nivel molecular de las alergias. En la region Latinoamericana,
especificamente hablando de México, la aportacion al
conocimiento de los alergenos a nivel molecular es todavia
limitada, donde los grupos de la Dra. Adela Rodriguez
Romero del Instituto de Quimica de la UNAM, y del Dr.
Luis Manuel Teran del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias, pueden tomarse como pioneros. Claramente,
en México se requiere un mayor nimero de estudios a nivel
molecular de las alergias y las moléculas que promueven
estas enfermedades. Esta informacion repercutira en realizar
diagnosticos mas precisos a los pacientes, asi como mejorar

los tratamientos con inmunoterapias mas efectivas.

Epidemiologia

Se estima que la prevalencia de alergias en el mundo es
del 25% con una tendencia a incrementarse en paises
desarrollados (1,7). En relacion con las alergias alimentarias,
la organizaciéon mundial de la salud (OMS) y el Instituto
de Medicina determinaron que su intervalo de prevalencia
es desde un 1.1% hasta el 10.8% dependiendo del pais
y la edad del paciente (8). Existe una gran variedad de
alimentos considerados como alergénicos, sin embargo, a

nivel mundial existe un conglomerado denominado como

“los ocho principales grupos de alergenos alimentarios”.
En este grupo se incluyen los siguientes alimentos: huevo,
cacahuate, nuez, pescados y mariscos, trigo, soya, ajonjoli
y la leche de vaca. Sus frecuencias de alergenicidad varian
dependiendo de la region geografica, lo cual demuestra
diferencias en sensibilidad de cada poblacion, posiblemente
debido a diferencias en sus contextos sociales, genéticos
y de otra naturaleza (7,9,10). Por ejemplo, para Europa, la
prevalencia de alergia al huevo es de 1.7% mientras que, para
las regiones de Asia, el Este Medio y Africa, la prevalencia se
incrementa entre 3.0% y 3.3 (11). Para el caso del cacahuate,
en estas mismas regiones, la prevalencia es de entre 2% al
11% mientras que, para Canada, el valor disminuye a 1%
(12).

En México, no se tienen suficientes datos epidemiologicos
para determinar prevalencias, sin embargo, existe
informacion que permite definir algunas frecuencias. Por
ejemplo, a diferencia de otras regiones como Europa, Asia o
América del Norte (EUA y Canadd), en México se sabe que
uno de los principales alimentos alergénicos es la manzana
(Malus domestica) y otras frutas pertenecientes a la familia
Rosaceae (pera y durazno) (13). Ademas, dentro de los ocho
principales alergenos alimentarios se encuentran la nuez,
pescado y mariscos, cacahuate, huevo, leche y trigo. A nivel
pediatrico, donde un gran numero de individuos inician las

alergias, se ha observado que la leche de vaca junto con las
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frutas de la familia Rosaceae y el platano (Musa paradisiaca),
son los principales alimentos alergenos (14—16).

Estos datos muestran la regionalizacion de los alergenos
en distintas zonas geograficas y etnias. Por lo anterior, es
fundamental determinar las prevalencias de los alergenos en
nuestro pais. Adicionalmente, como ya se sefialo, es esencial
definir silos componentes moleculares alergénicos reportados
en las bases de datos internacionales son representativos
en nuestra poblacion mexicana, o bien, existen en nuestro
pais componentes importantes sin identificar que deben
considerarse para el diagnostico y posible tratamiento de la
alergia.

En ese contexto, consideramos que el enfoque de la
protedmica, especificamente la inmunoproteémica, en
combinacion con la biologia molecular recombinante, pueden
aportar informacion relevante al respecto. En este trabajo se
mostraran algunos ejemplos de su utilizacion, sus posibles
interpretaciones, asi como los alcances y limitaciones de estas
herramientas moleculares en el diagndstico y tratamiento de

las alergias alimentarias.

Antecedentes

La proteémica se define como el estudio de cambios de
expresion, asi como de modificaciones postraduccionales
(MPT) durante una condicion metabolica, normal o
patologica, de un cultivo celular, microorganismos, tejido
u organo (17). El objetivo es conocer cuales proteinas
cambiaron de expresion o de MPT. Estos cambios pueden
compararse, por ejemplo, entre condiciones fisiologicas
y una condicién donde se estimule o modifique al sistema
bioldgico a estudiar, como la adicion de una hormona,
citocinas, nutrientes, etc. El cambio de expresion también
puede compararse contra una condicion patologica, como
la adicion de toxinas, inhibidores, o inclusive farmacos o
compuestos con potencial farmacologico.

Otra segunda area que la protedmica puede estudiar es la
interaccion entre proteinas denominada como interatoma,
donde un grupo de proteinas conocidas o identificables
pueden operar como “anzuelos”, las cuales interactuaran
con otras no conocidas que fungiran como “presas”. El
objetivo sera identificar cuales proteinas son las presas.
En ese contexto, la inmunoproteémica se relaciona con

esta caracteristica, donde el extracto proteico de algin

alergeno (“presa”, planta, hongo, insecto, alimento, etc.)
se pone a interactuar con suero de pacientes alérgicos que
contiene inmunoglobulinas especificas contra determinados
componentes alergénicos (anzuelo).

La identificacion de las

proteinas antigénicas o

inmunoreactivas puede hacerse con ayuda de técnicas
como la secuenciaciéon de proteinas por el método de
degradacion de Edman (18,19) o por espectrometria de
masas (17). A continuacion, se debe demostrar que dichas
proteinas generan una respuesta alérgica. Para lo anterior, se
requiere obtener la proteina a estudiar con gran pureza; con
frecuencia la obtencion de esta proteina a partir del recurso
natural es complicado debido a su baja abundancia. Como
alternativa, a partir de las bases de datos de los genomas
de un gran nimero de organismos secuenciados, se puede
conocer el gen de dicho alergeno. Lo anterior permite disenar
oligonucleétidos especificos de dicho gen para amplificarlo
después de que su RNA mensajero se aisle y retrotranscriba.
Otra alternativa es utilizar la informacion del gen de interés
para mandar a sintetizarlo en casas comerciales que se
especializan en lo anterior. Una vez que se obtiene el gen de
interés, se clona en un plasmido de expresion y se inserta en
una bacteria como Escherichia coli para sintetizarla de forma
recombinantes. Esta estrategia por lo general permite obtener
grandes cantidades de la proteina en cuestion para realizar
estudios funcionales y estructurales. La capacidad alergénica
de las proteinas recombinantes se evalua con técnicas como
ELISA y Western blot usando el suero de pacientes alérgicos
al organismo de donde la proteina proviene originalmente.
Toda esta informacion permitird al clinico tener mejores
datos para realizar su diagnostico molecular sobre los
componentes alergénicos que afectan al paciente. Por
ejemplo, la informacién permitird conocer las caracteristicas
del alergeno, si se trata de un alergeno mayor o menor, uno
especie-especifico o panalergeno, si es un alergeno regional
o descrito internacionalmente, o bien, si es una reaccion
por alergenos de reactividad cruzada, etc. Todo lo anterior
permitira iniciar la medicina de precision cuya definicion es
personalizar la practica médica orientando individualmente
las intervenciones terapéuticas (4).

En este trabajo se presentardn dos casos de investigacion
en alergias alimentarias que ejemplifican el abordaje de la
inmunoprotedmica, ambos casos se estudiaron en poblacién

pediatrica. El primero es el caso de las alergias mediadas
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por IgE a cuatro frutas, tres de ellas de la familia Rosaceae
(manzana, pera y durazno) y una de la familia Musaceae. El
segundo es un caso de alergia a las proteinas de leche de
vaca no mediada por IgE, donde las inmunoglobulinas que

intervienen en la reaccion son las IgG subtipo 1 (IgG)).
Alergia a las frutas

Las frutas son una importante fuente de vitaminas, minerales
y fibra. Su ingesta puede llevarse a cabo a lo largo del dia y de
la semana. Por ejemplo, la manzana aporta gran cantidad de
fibra, vitamina C, vitamina K, algunas vitaminas B y potasio;
ademas, aporta pectina, fibra prebidtica que favorece a la
microbiota intestinal. La pera aporta vitamina C y potasio.
El durazno aporta también potasio, cantidades discretas
de magnesio y yodo, asi como provitamina A. EI platano
aporta potasio, vitamina K, algunas vitaminas B, pectina y
diferentes variedades de carbohidratos.

Para el caso de los lactantes, el proceso de ablactacion,
que implica el inicio de la introduccion de alimentos no
lacteos a la dieta, inicia con frutas como la manzana, la pera
y el platano. Después del primer afio de vida del bebe, se
comienza a incorporar a la dieta familiar nuevas frutas como
el durazno, entre otras (20). Durante ese periodo, el bebé
puede exponerse frecuentemente a estas frutas. Actualmente
los alergenos alimentarios pueden clasificarse en dos grandes

grupos (21):

* Alergenos alimentarios clase I. Se produce cuando
existe una sensibilizacion primaria al alimento, donde
las manifestaciones clinicas pueden variar desde leves
hasta muy graves con la presencia de anafilaxia.

* Alergenos alimentarios clase II. Se promueve cuando
se trata de una sensibilizacion al alimento secundaria a
reactividad cruzada, donde el sensibilizador primario
proviene de una fuente alergénica inhalada como
hongos, acaros, polen de arboles, pastos, etc. A este
evento se le conoce como sindromes de reactividad
cruzada aeroalergenos-alimentos. La gravedad de los
sintomas también es variable.

Para las frutas, se ha observado que los alergenos de la familia
Rosaceae (manzana, durazno y pera) son del tipo Bet v 1
(Mal d 1 de manzana, Pru p 1 de durazno, Pyr c 1 de pera),
profilinas (Mal d 4 y Pru p 4) y nsLTP (Mal d 3 y Pru p 3).

Estas proteinas alergénicas promueven reactividad cruzada
por sensibilizacion secundaria a pélenes de arboles y pastos.
En México, los pdlenes que mas frecuentemente producen
la sensibilizacion primaria para los alergenos sefialados
son el aliso comin (Alnus glutinosa) y roble (Quercus
robur), seguidos del abedul (Betula verrucosa), olivo (Olea
europea), zacate (Phleum pratense) y aligustre (Ligustrum
vulgare) (15). A este fenomeno de reactividad cruzada entre
pélenes y frutas se le denomina sindrome polen-alimentos
(15).

Para el caso del platano, que pertenece a la familia Musaceae,
contiene a las proteinas nsLTP1 (Mus a 3), quitinasa clase 1
(Mus a 2) y beta-1,3 glucanasa (Mus a 5). Estos componentes
alergénicos también contribuyen a eventos de reactividad
cruzada, el primer alergeno con el maiz mientras que los
otros dos con el latex promoviendo una manifestacion
clinica denominada sindrome latex-fruta (22). Ademas,
ocasionalmente la alergia alimentaria produce una forma
de presentacion clinica denominada como sindrome de
alergia oral (SAO), que se caracteriza por manifestaciones
orofaringeas que incluyen prurito y sensacién de quemazon
en los labios, boca y garganta; estos sintomas se presentan
minutos después de la ingestion del alimento (14,15).

Como se ha sefialado, todos estos alergenos han sido descritos
principalmente por grupos internacionales que incluyen las
regiones de América del Norte (EUA y Canada), Europa y
Asia (8,11,12,23). Esta informacion funciona adecuadamente
en pacientes mexicanos para realizar los diagnosticos y
tratamientos por inmunoterapia. Sin embargo, para acceder a
la medicina de precision, es fundamental incluir informacion
regional de los posibles alergenos y panalergenos existentes
en nuestro pais, a través del estudio con muestras de
pacientes mexicanos. La utilidad de esta informacién es aun
mas relevante si se destaca el fenomeno de regionalizacion
geografica que tiene las alergias debido a multiples factores
como diferencias en habitos alimenticios, medioambientales,
étnicas y genéticas de nuestra poblacion (8—11).

Por lo anteriormente expuesto, nuestro grupo tomod la
realizar estudios de

iniciativa de inmunoprotedmica

utilizando extractos de las cuatro principales frutas
alergénicas en pacientes pediatricos: manzana, durazno, pera
y platano (13—15). Para lograr este objetivo, el primer punto
fue la extraccion de proteinas de las frutas a partir de una

técnica con solventes, particularmente el fenol (24-26) que
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incluyeron algunas modificaciones (27,28). Esta técnica ha
sido muy eficiente para la obtencion de extractos proteicos de
manzana, durazno, pera y platano, como puede observarse en
los ensayos de SDS-PAGE (Figura 1A). En estas imagenes
se muestra que existen diferencias importantes en los perfiles
proteicos de cada fruta; ademas, se logra observar que
existen gran cantidad de proteinas de bajo, medio y alto peso
molecular indicando una gran integridad de las muestras. El
ensayo de SDS-PAGE permite separar a las proteinas de forma
desnaturalizada por sus pesos moleculares, sin embargo, en
cada banda podria estar presente un gran nimero de proteinas
con masas similares. Para obtener una mejor separacion de
los extractos, se llevo a cabo el corrimiento electroforético
por geles de dos dimensiones (geles-2D). En esta técnica,

las proteinas se separan primero por sus propiedades de

carga intrinseca (punto isoeléctrico, pl) introduciéndolas a
un gel con un gradiente de pH. Posteriormente, las proteinas
separadas por pl ahora se separan por su peso molecular, el
resultado es un gel de poliacrilamida repleto de manchas
donde cada una corresponderia a unas pocas proteinas.

La Figura 1 muestra los geles-2D de los extractos proteicos
de manzana, durazno, pera y platano (Fig. 1 B, C, D y E,
respectivamente).

Como puede apreciarse, cada uno de los perfiles de geles-2D
son diferentes sugiriendo diferencias entre las expresiones
de proteinas para cada fruta. Para determinar las proteinas
inmunoreactivas de las frutas, se realizaron ensayos de
Western blot. Consiste en transferir las proteinas del gel
(SDS-PAGE o geles-2D) hacia una membrana de polifluoruro

de vinilideno (PVDF); posteriormente, las membranas se

1C

Figura 1. Ensayos electroforéticos de los extractos de frutas. (A) SDS-PAGE al 12% de acrilamida y 13% de glicerol de extractos de proteina de difer-

entes frutas. Cada carril contiene lo siguiente: PM: marcador de pesos moleculares; (1) 15 pg manzana; (2) 15 pg pera; (3) 15 pg durazno; (4) 15 pg platano.

Geles-2D de extractos de proteina de frutas. El intervalo de pH es de 3-10, 12% acrilamida y 13% glicerol. (B) manzana; (C) durazno; (D) pera; (E) platano.

incuban con el anticuerpo del paciente alérgico a la fruta. En
los estudios de las frutas, se analizo la alergia mediada por
IgE. A continuacion, la membrana se incub6 con un segundo
anticuerpo anti-IgE de humano conjugado con peroxidasa; lo
anterior permitié revelar la membrana por una técnica muy

sensible, quimioluminiscencia.

Alergia a la manzana

Hasta el momento de este manuscrito, los pacientes que se
lograron reclutar fueron alérgicos a la manzana, durazno, pera
y platano en el Servicio de Alergias del INP. Estos pacientes
cumplieron con una serie de requisitos para incluirse en el

estudio, como ser paciente de cualquier género, con edad
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de entre 3 a 16 afios con diagndstico clinico de alergia a las
frutas. Contar con historial clinico exhaustivo que incluyera
habitos alimenticios, informacion relevante de sus parientes
cercanos como probables alergias de algun tipo (atopia).
También deberia contar con un estudio de sintomatologia
sistémica inmediatamente después del consumo de frutas
como la posible presencia de sintomas cutaneos (dermatitis
atopica, urticaria o angioedema), sintomas respiratorios
(rinitis alérgica o asma), SAO u otros sintomas (oftdlmicas
como conjuntivitis alérgica o sintomas gastrointestinales).
Adicionalmente, los pacientes deberian tener estudios que
comprobaran la alergia, tales como pruebas de reto oral,
dermatolégicas o estudios de IgE especificos contra frutas.

En este trabajo se excluyeron a pacientes que estuvieran bajo

tratamiento con inmunosupresores, como esteroides u otros,
pacientes con enfermedades cronicas u otras condiciones
que pudieran confundir la interpretacion del diagndstico de
alergia a la manzana.

Se reclutaron 26 pacientes donde la distribucion entre nifias
y nifios fue del 50%, el intervalo de edad fue de 3 a 16 afios
(Cuadro II).

Dentro de los antecedentes mas relevantes son que
inmediatamente después de consumir frutas (manzana, pera,
durazno o platano), el 45% de los pacientes presentaron
manifestaciones respiratorias en forma de rinitis alérgica y
el 20 % presentaron asma, mientras que el 23% presentaron
manifestaciones  cutaneas

(dermatitis). Ademas, Ia

confirmacion de la alergia se realizd con prueba cutanea o

Cuadro II. Caracteristicas demograficas de los pacientes con alergia a las frutas*

VARIABLE VALORES
Edad (afios) 26 pacientes (3-16)

N %
Género
Femenino 13 50
Masculino 13 50
Manifestaciones clinicas
Rinitis alérgica 12 45
Asma 5 20
Dermatitis 23
Prueba cutinea positiva
Manzana 10 39
Durazno 7 28
Pera 6 22
Platano 3 11
Prueba reto oral positivo
Manzana 10 37
Durazno 7 28
Pera 16
Platano 5 19
Antecedentes de atopia familiar 20 77

* Los datos se obtuvieron de Fernandez-Molina 2023
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de reto oral para cada fruta. E1 77% de los pacientes tuvieron
antecedentes de atopia familiar.

Las muestras de suero sanguineo de los pacientes se evaluaron
contra extractos de proteina de manzana en Western blots
(Fig. 2A). Como se puede apreciar, solo 16 pacientes fueron
reactivos contra dicho extracto (1, 2, 3,4, 6,7, 9, 12, 14, 15,
16, 20, 21, 22, 24 y 26). Algunos sueros reaccionaron contra
mas de una banda sugiriendo la existencia de diferentes
proteinas inmunoreactivas. Por otra parte, los sueros que no
reaccionaron podrian deberse a que el extracto de manzana no
contiene las proteinas antigénicas para éstos, sugiriendo que
los sueros de pacientes que no reaccionaron, serian reactivos
a proteinas que so6lo se localizan en la pera, durazno o platano.
Actualmente, se estan realizando estudios de Western blot
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14.4 kDa

14.4 kDa

6.5 kDa

06

para estas tres frutas. Con relacion a los sueros reactivos
contra manzana, el siguiente paso fue generar un pool de
ellos para realizar Western blot con los geles-2D. La Figura
2B muestra un resultado representativo del ensayo donde se
realizd un Gel-2D que se tifi6 con Coomassie coloidal; un
duplicado de ese gel se transfirié6 a membrana de PVDF para
Western blot y detectar las proteinas inmunoreactivas (Fig.
20).

A partir del Gel-2D se tomaron los spots inmunorreactivos
para su identificacion por espectrometria de masas. Se
detectaron cuatro principales spots inmunorreactivos,
los cuales se identificaron como el alergeno principal de
manzana Mal d 1 (spot 1), nucledtido difosfato cinasa (spot
2), proteina acida ribosomal (spot 3) y glutation transferasa

(spot 4) (Cuadro III).
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Figura 2. Deteccién de proteinas inmunoreactivas a IgE especificas de extracto de manzana utilizando muestras de suero de pacientes alérgicos
a manzana. (A) Western blot de SDS-PAGE; (B) Gel-2D de extracto de manzana; (C) Western de Gel-2D, los circulos sefialan donde se encuentran las

proteinas inmunoreactivas que fueron cortados en el Gel-2D para identificarse por espectrometria de masas. Datos obtenidos de Fernandez-Molina 2023.
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A continuacion, se describen las caracteristicas de cada
proteina identificada.

Mal d 1. Esta proteina pertenece a las PR-10 (proteina
relacionada con patogénesis-10). Mal d 1 pesa 17.5 kDa y
es el principal alergeno de manzana, como se ha sefialado,

se relaciona con reactividad cruzada (Alergenos alimentarios

clase II) con el abedul, especificamente con su alergeno Bet v
1; es el componente molecular que suele ser el sensibilizador
primario y tiene una identidad de secuencia aminoacil
mayor al 80% con Mal d 1. De forma interesante, un grupo
importante de pacientes presentaron reactividad contra este

alergeno.

Cuadro III. Proteinas de manzana identificadas como antigénicas*

No. Proteina PM(kDa)/ Nomenclatura de Cédigo Uni-
Spot pl alérgeno prot
1 PR-10 16.6/5.5 Mald 1 QI9S7M5
2 Nucledtido difosfato cinasa 16.5/6.4  No descrita AO0A498JEZ2
3 Proteina acida de ribosoma 12/4.2 No descrita AO0A498HLF4
60S
4 Glutation transferasa 27/5.3 No descrita AO0A498HW70

*Los datos se obtuvieron de Fernandez-Molina 2023

Nucledtido difosfato cinasa. Esta enzima tiene un peso
molecular de 15.3 kDa y cataliza la hidroélisis de ATP a ADP
participando en la biosintesis de CTP, GTP y UTP. Esta
enzima no se ha reportado como alergeno en manzana; sin
embargo, se ha reportado como posible alergeno en el salmén
(29).

Proteina acida de ribosoma 60S. Tiene un peso molecular
de 12 kDa y participa en el paso de elongacion de la sintesis
de proteinas. Esta proteina tampoco se ha reportado como
alergeno en manzana, sin embargo, tiene una identidad

aminoacil del 41% con Pru du 5, un alergeno de la almendra.

Glutatién transferasa (GST). Esta enzima esta involucrada
en el metabolismo de la detoxificacion de xenobidticos.
Tampoco se ha reportado como alergeno en manzana,
sin embargo, tiene una identidad del 25% con las GST de
cucaracha (Per a 5) y abedul (Bet v 8). Esto sugiere que su
antigenicidad podria deberse a una reactividad cruzada con

cualquiera de estos organismos.

Alergia a la proteina de la leche

La leche es el alimento mas importante durante la etapa

de lactancia. La leche de seno materno es esencial para el

crecimiento del lactante y contiene todos los nutrientes para
esta etapa. La leche materna en raras ocasiones promueve
alergia, sin embargo, se ha demostrado que, si la madre
consume leche de vaca, algunos péptidos de la beta-
lactoglobulina pueden presentarse en la leche materna y
generar una reaccion alérgica en lactantes sensibilizados (21).
Como se ha sefalado, la alergia a la leche de vaca (APLV)
es el alimento mas alergénico en la poblacion pediatrica (16).
Diversos factores incrementan su frecuencia, como falta de
lactancia materna o la incorporacion temprana de formulas
lacteas derivadas de vaca durante la lactancia y antecedentes
familiares de alergias (10). En Europa, la prevalencia de
APLV es del 1.7%, mientras que en EUA, la prevalencia en
nifios es del 2%; sin embargo, este valor se incrementa al
doble en el grupo menor a los dos afios (11,12). En México,
no se cuenta con valores epidemioldgicos, sin embargo, se
sabe que su frecuencia se incrementa también en menores
de dos afios (13). En la base de datos de la WHO/IUIS, se
reportan ocho componentes alergénicos de la leche de vaca
(Bos d 4, Bos d 5, Bos d 6, Bos d 8, Bos d 9, Bos d 10,
Bos d 11, y Bos d 12); adicionalmente, también se considera
alergénica a la lactoferrina (Bos d lactoferrina). Como se ha
seflalado anteriormente, tales componentes alergénicos se
identificaron con muestras de pacientes de América del norte,
incluyendo a Canada y EUA, asi como paises de Europa y

Asia, existiendo una escasa informacion de los alergenos mas
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importantes en nuestra poblacion, o bien, de la existencia
de alergenos nuevos o regionales en México. Por tanto, se
desarroll6 el estudio inmunoproteémico en APLV. Nuestro
estudio involucrd a 34 pacientes pediatricos con intervalos
de edad de entre 1 y 15 meses.

Las

gastrointestinales de las cuales, el 75% se clasificaron como

principales  manifestaciones  clinicas  fueron

no mediadas por IgE (30,31). En este estudio, no se hicieron

pruebas confirmatorias de APLV como la prueba de reto
oral, sin embargo, todas las manifestaciones clinicas de los
pacientes se ecliminaron cuando fueron alimentados con
férmulas lacteas extensamente hidrolizadas. Este resultado
sugiere que los pacientes son efectivamente alérgicos a la
leche de vaca.

Utilizando técnicas de precipitacion y cromatografia de

intercambio idnico, se obtuvo un extracto de proteinas

Cuadro IV. Caracteristicas demograficas de los pacientes con alergia a la leche de

vaca*
VARIABLE VALORES
Edad (meses) 34 pacientes (1-15)

N %
Género
Femenino 15 44
Masculino 19 56
Manifestaciones clinicas
Reflujo gastroesofagico 22 65
Vomito 20 59
Colico 7 21
Diarrea 12 35
Hematoquecia 8 23
Disquecia 17 50
Distencion abdominal 14 41
Desnutricion 18 53
Esofagitis eosinofilica 10 29
Gastropatia eosinofilica 9 27
Duodenitis eosinofilica 10 29
Dermatitis atdpica 78 23
Rinitis alérgica 5 15
Broncoespasmo 5 15
Tos cronica 4 12
Laringoespasmo 3 9
Anemia 6 18
Dermatitis 8 23
Antecedentes de atopia familiar 19 56
Consumo de formula lactea 31 92

*Los datos se obtuvieron de Torres-Arroyo 2023
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de la leche de vaca baja en grasas y caseinas; lo anterior
permiti6 obtener un gran enriquecimiento de proteinas de
baja abundancia dividido en cinco principales fracciones
cromatograficas (Figura 3) (10).

Utilizando estas fracciones se realiz6 un analisis serologico de

los pacientes encontrando que todos presentaban ausencia de

PLV TOTAL

s

FRACCION 1

-

FRACCION 2

IgE especificas contra proteinas de la leche. Este dato confirmé
que nuestros pacientes presentaban APLV no mediada por
IgE. El analisis de anticuerpos especificos a las fracciones
de leche se extendio para las IgG y sus subtipos (IgG,, IgG,,
IgG, e IgG)). El resultado mostr6 que la subclase 1gG, se

incrementa significativamente en los pacientes con APLV.
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Figura 3. Geles-2D del extracto total de leche de vaca y de las cinco fracciones obtenidas por cromatografia de intercambio iénico. Los circulos

dentro de cada gel-2D ilustran las proteinas enriquecidas en cada fraccion. Datos obtenidos de Torres-Arroyo 2023.

Esto es relevante pues existen reportes de su participacion en
la respuesta alérgica, lo cual se abordara mas adelante. Con el
interés de determinar si estas inmunoglobulinas se generaron
selectivamente contra componentes moleculares de la
leche, se realizd la inmunoprotedmica contra las fracciones
enriquecidas de la leche de vaca, utilizando un pool de sueros
de pacientes.

La Figura 4 muestra los Western blots obtenidos de los
geles-2D para las fracciones 3, 4 y 5 de leche de vaca, las
cuales fueron las mas inmunoreactivas. Como se observa,

en las tres fracciones se obtuvo un numero importante

de spots dando un total de 44, mientras que los controles
presentaron reacciones escasas o nulas, sugiriendo que las
reacciones fueron especificas. A partir de geles-2D que se
corrieron en duplicado con aquellos que se transfirieron
para los ensayos Western blot, se cortaron los spots para
realizar su identificacion por espectrometria de masas. El
cuadro V muestra el resultado de la identificacion de los
spots obtenidos en las tres fracciones, donde se obtuvieron
11 proteinas no redundantes. Esto significa que un niimero
importante de proteinas se localizaron en mas de un spot
con diferente punto isoeléctrico sugiriendo que la mayoria
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Figura 4. Localizacion en Geles-2D de las proteinas inmunoreactivas de las fracciones de leche 4, 5y 6 mediante ensayos de Western blot 2D
revelados por IgG1 especificas. Las flechas ilustran las proteinas inmunoreactivas y se cortaron en los Geles-2D para su identificacion por espectrometria
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de masas. Datos obtenidos de Torres-Arroyo 2023.
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Cuadro V. Proteinas de leche de vaca identificadas como antigénicas*

No. Proteina Nomenclatura de Cédigo Uniprot
Spot alérgeno
1-14*  Albumina Bosd 6 P02769
1-2%
1-6¢
16 Proteina 2 similar a f-lactamasa  No descrita QI1LZ83
18-19* Caseina 0-S2 Bosd 10 P02663
20 P-lactoglobulina Bosd 5 P02754
4-7°
17¢
21« o-lactalbimina Bosd 4 P00711
18¢
7¢ Lactotrasferrina Bosd LF P24627
8¢ Lactoperoxidasa Bos d lactoperoxidasa P80025
9¢ Caseina a-S1 Bosd9 P02662
15¢ B-Caseina Bosd 11 P02666
10-11¢
17¢  xk-Caseina Bosd 12 P02668
13¢
19¢ Angiogenina No descrita P10152

*Los datos se obtuvieron de Torres-Arroyo 2023
“Numeracion tomada de la Figura 4, fraccion 3
’Numeracion tomada de la Figura 4, fraccion 4
‘Numeracion tomada de la Figura 4, fraccion 5
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presenta proteoformas con modificaciones postraduccionales
que modifican sus cargas

De forma interesante, se encontraron nueve proteinas
reportadas anteriormente como alergenos: Bos d 4, Bos d
5,Bos d 6, Bos d 9, Bos d 10, Bos d 11, Bos d 12, y Bos
d lactoferrina. Ademas, se identificd una proteina reportada
como antigénica, la lactoperoxidasa (29). Adicionalmente,
identificamos dos nuevas proteinas inmunoreactivas no
reportadas hasta ahora, la angiogenina y la proteina 2 similar
a la beta lactamasa.

Aunque la relevancia de la IgG, especifica como marcador
alergénico ha sido muy poco apreciada (3), recientemente el
grupo de Jiménez-Saiz ha cambiado el panorama. Este grupo
encontr6 que durante los estados tempranos de la exposicion
aun alergeno, el desarrollo de células de memoria inmaduras
tipo B especificas para alergenos IgG," (IgG,” MBCs, por
su siglas en inglés) precede a la generacion de la respuesta
a IgE; por tanto, cuando el paciente se vuelve a exponer al
alergeno y se contiene en el medio interleucinas tipo IL-4
e IL-13, las IgG,"” MBCs pueden transformarse en células
productoras de IgE especificas suplementando al medio con
esta inmunoglobulina (32,33). Por tanto, la presencia de IgG,
especificas contra alergenos podria ser marcador temprano
para predecir riesgo a desarrollar alergias mediadas por IgE
(34). Ademas, esta informaciéon contribuye a comprender
los mecanismos etiopatoldgicos que subyacen en la alergia
no mediada por IgE. Actualmente, se estan llevando a cabo
estudios dirigidos a demostrar esta hipotesis.

Hasta donde tenemos conocimiento, estos son los primeros
estudios relacionados con la busqueda de los alergenos
mas frecuentes de la leche de vaca, asi como de potenciales

nuevos alergenos a partir de un enfoque inmunoproteémico.
Comentarios finales

Como se ha senalado, las alergias son enfermedades
crénicas que comprometen la calidad de vida del paciente
e incluso, puede poner en riesgo su vida cuando se llega
a la anafilaxia; son un problema de salud publica y su
tendencia a nivel mundial ha sido a incrementarse (7,30).
Ademas, las alergias presentan un componente geografico
derivado de diversos factores como los ambientales, habitos
alimenticios y genéticos. Adicionalmente, las bases de

datos internacionales de alergenos identificados contienen

informacion principalmente de paises como EUA, Canada,
paises europeos y asiaticos, careciendo substancialmente
Mas

aun, estudios epidemiologicos sobre las alergias y los

de alergenos identificados en Latinoamérica.

componentes moleculares que las promueven en poblacion
latinoamericana, son escasos. La informacion que se obtenga
permitird la obtencién de mejores diagndsticos de certeza y
optimizar tratamientos de inmunoterapia.

En los dos casos que se han descrito, es necesario demostrar
que las proteinas identificadas como inmunorreactivas,
sean efectivamente alergénicas. Para lo anterior, la biologia
molecular asiste a la demostracion de la alergenicidad
permitiendo obtener proteinas recombinantes a partir de
bacterias. En la actualidad, se esta realizando la extraccion
de RNA total y la obtencion de cDNA para clonar los genes

de las proteinas inmunoreactivas.
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Las modificaciones postraduccionales de la triosafosfato
isomerasa de humano la hacen un potencial objetivo
farmacologico contra el cancer.

Post-translational modifications of human triosephosphate isomerase make it a
potential anticancer drug target.
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Resumen

El cancer es un conjunto de enfermedades que se forman
debido al crecimiento descontrolado de las células en el cuerpo
humano. A nivel mundial las estadisticas indican que es una de
las enfermedades que mas aquejan al ser humano y conforme
avanzan los afios, hay aumento considerable de casos,
principalmente en paises en desarrollo como el nuestro. Hay
una gran cantidad de medicamentos que se usan actualmente,
desde agentes quimioterapéuticos, inmunoterapia, trasplante
de organos, entre otros. Estos pueden llegar a causar efectos
secundarios muy severos y en algunos casos existe la remision
y avance de la enfermedad con consecuencias graves. Dentro
de las caracteristicas que presentan las células cancerosas se
encuentra una actividad glucolitica aumentada y en algunos
casos pueden llegar a tener gran dependencia de esta via
metabolica. La triosafosfato isomerasa es la quinta enzima
de la via glucolitica importante en la produccion neta de
ATP. Se conoce la estructura y funcion de esta enzima en una
gran cantidad de especies lo que ayuda a un entendimiento
mas integral de la misma. Particularmente se han descrito
algunos eventos postraduccionales que suceden en Ia

Abstract

Cancer is a group of diseases that are formed due to the
uncontrolled growth of cells in the human body. Worldwide
statistics indicate that it is one of the diseases that most afflict
human beings and as the years go by, there is a considerable
increase in cases, mainly in developing countries such as
Meéxico. There are a large number of drugs that are currently
used, from chemotherapeutic agents, immunotherapy,
organ transplantation, among others. These can cause very
severe side effects and in some cases, there is remission
and progression of the disease with serious consequences.
Among the characteristics of cancer cells is an increased
glycolytic activity and they can become highly dependent
on this metabolic pathway. Triosephosphate isomerase is
the fifth enzyme of the glycolytic pathway and is important
for net ATP production. The structure and function of
this enzyme is known in a large number of species which
contributes to a more comprehensive understanding of
this enzyme. Particularly, some posttranslational events
have been described that occur in human triosephosphate
isomerase in which important functional and structural
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triosafosfato isomerasa de humano en los cuales se provocan
alteraciones funcionales y estructurales importantes. Esto ha
sido considerado como una ventana de oportunidades dadas
las diferencias que pueden existir entre las células cancerosas
y su contraparte en células normales con respecto a la
enzima glucolitica. El presente trabajo pretende demostrar
que estas modificaciones postraduccionales, pueden tomarse
como eje para estudio entre la enzima no modificada
postraduccionalmente y la que ha sido modificada dadas
las potenciales diferencias estructurales. Finalmente se
dan elementos para considerar el estudio profundo de la
triosafosfato isomerasa en condiciones de modificacion
postraduccional para generar propuestas que ayuden con
mejores herramientas para el desarrollo de compuestos con
potencial farmacoldgico con gran selectividad.

Palabras clave: Glucolisis, desamidacion, fosforilacion,
S-nitrosilacion, modificacion postraduccional.

alterations are provoked. This has been considered as a
window of opportunity given the differences that may
exist between cancer cells and their counterpart in normal
cells with respect to the glycolytic enzyme. The present
work aims to demonstrate that these post-translational
modifications can be taken as a pivot for study between the
enzyme that has not been post-translationally modified and
the one that has been modified given the potential structural
differences. Finally, elements are given to consider the deep
study of triosephosphate isomerase under post-translational
modification conditions to generate proposals that help
with better tools for the development of compounds with
pharmacological potential and high selectivity.

Keywords:  Glycolysis, deamidation, phosphorylation,
S-nitrosylation, post-translational modification.

El cancer como una enfermedad de impacto negativo en
la salud a nivel mundial

Segiin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el
cancer es un conjunto de enfermedades que tienen su
origen en procesos relacionados con el crecimiento y la
diseminacion celular descontrolados, lo que puede afectar
de forma leve hasta muy grave al humano (http://www.who.
int/topics/cancer/es/). En condiciones normales en cualquier
organismo y después de un periodo de tiempo, sus células
creceran, se dividiran y duplicaran su numero, para sustituir
a células envejecidas o para reparar el dafio producido en
los tejidos, concluyendo en la muerte celular programada.
Contrastante y caracteristicamente, las células cancerosas
no obedecen este patron de desarrollo predecible como
esta muy bien establecido en las células normales; éstas,
creceran, se dividirdn y crearan mas células anormales. Si
este proceso no es revertido, paulatinamente se difunden
a otras partes del cuerpo invadiendo areas como tejidos u
organos, proceso denominado metastasis. Por tanto, se altera
profundamente el crecimiento, division, diferenciacion
y muerte celular, generando aumento descontrolado de
células que se propagan, lo que gradualmente alterara el
funcionamiento normal del organismo (1). Aunque no todos
los tipos de células cancerosas se difunden a las diversas
partes del cuerpo, la vasta mayoria de ellas hacen metastasis,
provocando consecuencias muy severas. Lo anterior ha
sido sefialado por la OMS y enfatiza que el cancer es una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial. Por ejemplo, este organismo sefiala que a nivel
mundial en el afio 2021 fallecieron mas de 12 millones de
personas y se reportaron mas de 19 millones de nuevos casos
de cancer (GLOBOCAN) https://gco.iarc.fr/. Es de tomar en

cuenta que, aunque esta enfermedad se presenta en todo el
mundo, diversas fuentes (OMS, GLOBOCAN) indican que
las muertes por cancer se concentran en regiones con menor
desarrollo econémico, como Africa, Asia, Centroamérica
y Sudamérica. En México, de acuerdo con la Union
Internacional Contra el Cancer (UICC), esta enfermedad es
la tercera causa de muerte y cada afio hay mas de 128,000
nuevos casos (http://www.uicc.org/). En la actualidad, hay
mas de 32 millones de personas con cancer en el mundo y
los datos estadisticos indican que seguird aumentando el
numero de personas afectadas a pesar de la gran cantidad de
recursos econoémicos que se invierten en investigacion para
tratar de erradicar esta compleja enfermedad. Un ejemplo de
lo anterior es que en 2018 el costo anual (tan s6lo en Europa)
destinado solo a la investigacion del cancer fue estimado en
mas de 199 mil millones de euros (2). El cancer, también se
ha conceptualizado a menudo y de manera erronea como una
enfermedad de la vejez. En este sentido, son de destacar los
datos estadisticos de los Estados Unidos de Norteamérica que
sefialan que esta enfermedad es la segunda causa de muerte
en nifios con edad comprendida entre 1 a 14 afios (http://
www.cdc.gov/Features/dsCancerInChildren/). En México se
estima que existen anualmente entre 5,000 y 6,000 nuevos
casos de cancer en menores de 15 afios. Al respecto los tipos
de cancer mas relevantes en la poblacion infantil mexicana
son las leucemias con el 52% del total de los casos; linfomas
el 10% y los tumores del sistema nervioso central el 10%
(http://censia.salud.gob.mx/contenidos/cancer/cancer_
infantil.html). Asi, el cancer infantil es una de las principales
causas de muerte por enfermedad en mexicanos entre 5 y
14 afios. Por su profundo impacto en la salud, el cancer ha
sido objeto de investigaciones durante muchas décadas. Esto
ha conducido a avances notables en la comprension de las
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bases moleculares y celulares que subyacen esta enfermedad,
sin embargo, el desarrollo de nuevos conocimientos ain no
ha logrado impactar significativamente en la disminucion
de nuevos casos, por lo menos en paises de bajos recursos
economicos. En México, los reportes indican que para el 2020
se gastaron en promedio mas de 20,150 millones de pesos
mexicanos, este presupuesto incluye factores médicos, no
médicos, asi como pérdida de la productividad principalmente
de la poblacion econdmicamente activa (3). Por otro lado, y
dado que el cancer es una enfermedad multifactorial y que
afecta cualquier tipo celular, se han descrito mas de 200
tipos de cancer, cada uno de ellos con sintomas particulares,
grados de severidad, formas de diagndstico y tratamientos
especificos. Sin embargo, a pesar de esta gran variedad, los
reportes a nivel mundial mencionan que los tipos de cancer
mas comunes son el cancer de mama, pulmodn, colorrectal,
prostata, entre otros (Figura 1). Mientras que, para México,
segin GLOBOCAN los tipos de cancer mas comunes son los
de mama, prostata, colorrectal, tiroides cérvico uterino, entre
otros (Figura 2).

2500000
2000000
1500000
1000000

500000

Numero estimado de incidencias
a nivel mundial

2 & > o o 3
& o & q, & o
& & & 4°‘° &8

Figura 1. Los 10 tipos de cincer mas comunes y su frecuencia en ambos
sexos a nivel mundial. Consultado en (http:/gco.iarc.ft/).
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Figura 2. Los 10 tipos de cincer mas comunes y su frecuencia en ambos
sexos en México. Consultado en (http://gco.iarc.fr/).

Los mecanismos involucrados en el inicio y desarrollo del
cancer son muy complejos y no se comprenden integramente.
La mayoria de los tipos de cancer se originan debido al dafio en
los genes o a mutaciones genéticas; en cualquier caso, puede
deberse tanto a factores internos como externos (ambientales).
Los factores internos pueden incluir algunos genes dentro
de los cuales se han descrito dos familias que tienen gran
relevancia en la génesis y difusion del cancer. a) Oncogenes.
Son formas mutadas de genes que promueven en las células
una elevada proliferacion, por lo que quedan fuera de control
convirtiéndose en células cancerosas. b) Genes supresores de
tumor. Son genes normales que regulan la division celular,
ayudan a reparar errores del acido desoxirribonucleico
(ADN) y controlan la muerte celular programada o
apoptosis. Cuando los genes supresores de tumor funcionan
incorrectamente, las células crecen sin control conduciendo
al desarrollo del cancer. Otros factores internos importantes
son los mecanismos de regulacion de la expresion genética
a diferentes niveles como la hipometilacion global de ADN
(4), alteracion en la acetilacion del ADN (5), alteracion
de modificacion de histonas (6), entre otros, asi como
las condiciones hormonales, el estado inmunolédgico, los
desordenes metabodlicos y las anormalidades genéticas
heredadas. Los factores externos o ambientales en la
carcinogénesis incluyen radiacion de alta energia, exposicion
a agentes quimicos, tabaquismo, habitos alimenticios y
enfermedades infecciosas. Aunque la exposicion a estos
factores de riesgo no es limitante para el desarrollo de cancer,
si aumenta la predisposicion.

Diagnéstico del cancer

El diagnostico del cancer se hace rutinariamente con analisis
microscopicos de tejidos (biopsia) o células (citologia). En
determinados tipos de cancer, una autoexploracion puede
detectar la presencia de un posible crecimiento o tumor
como en el cancer de mama, de testiculo, etc. Actualmente,
se usan rutinariamente técnicas moleculares como la técnica
citogenética de FISH, que identifica secuencias especificas
de ADN relacionadas al cancer. Otra técnica es la de PCR,
muy cuantitativa y permite amplificar secuencias de ADN
tumorales. La inmunohistoquimica se usa para detectar en
tejidos tumorales, antigenos o expresion de proteinas basados
en el uso de anticuerpos. La citometria de flujo es una técnica
usada para examinar y diferenciar células basado en sus
propiedades fisicas y quimicas. La microscopia electronica
se usa para identificar estructuras celulares o intracelulares
que necesitan ser examinadas, lo que ayuda a una mejor
clasificacion del tipo de tumor. Otra forma de diagnosticar
el cancer es la deteccion de algunos biomarcadores que son
proteinas relacionadas a esta enfermedad y cuya deteccion
0 aumento en su expresion puede confirmar la presencia de
cancer. Las pruebas de imagen ayudan en la identificacion,
por ejemplo: la radiologia, el ultrasonido, la resonancia
magnética de espectroscopia, la tomografia, la tomografia
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optica de laser, etc., son rutinariamente usadas para el
diagnostico de cancer (7).

Tratamiento contra el cancer

Los tratamientos que se administran a pacientes con cancer
dependen de la etapa en que se detecte, tipo de cancer, su
desarrollo y extension. Basicamente existen cinco opciones
generales de tratamiento: cirugia, radioterapia, quimioterapia,
terapia hormonal, terapia bioldgica (inmunoterapia y terapia
génica) y la combinacion de una o mas de ellas. Dado que
la forma mas comun de tratamiento es la quimioterapia,
actualmente se usan mas de 100 farmacos, solos o en
combinacion con otros medicamentos. Muchos de estos
ejercen su accion en células que se estan reproduciendo
activamente, sin embargo, mantienen una selectividad
restringida hacia las células cancerosas, por lo que también
dafian significativamente a las células normales, causando
efectos secundarios muy severos tales como fatiga, pérdida de
cabello, anemia, problemas gastrointestinales, desnutricion,
dolor e infecciones, los cuales disminuyen considerablemente
la calidad de vida de las personas e incluso pueden conducir a
lamuerte de los pacientes (8). Adicionalmente y para empeorar
la situacion ya de por si grave, de manera frecuente, las células
cancerosas pueden generar resistencia, ya sea adquirida o
heredada a los diferentes tratamientos quimioterapéuticos
como ha sido ampliamente demostrado (9, 10). Por tal
motivo, se siguen realizando esfuerzos en investigacion
con el objetivo de desarrollar nuevos compuestos que sean
eficaces para eliminar de manera mas selectiva a las células
cancerosas. Una de las estrategias de mayor éxito para lograr
selectividad hacia células cancerosas, son las terapias que se
basan en las diferencias metabolicas entre las células blanco
(cancerosas) de las células normales.

Metabolismo de células cancerosas

Para proliferar, es necesario que las células cancerosas
generen suficiente biomasa como aporte para las siguientes
generaciones celulares. Por tanto, se requiere de grandes
cantidades de aminoacidos, lipidos, energia en forma de ATP,
nucledtidos, colesterol, etc. de tal forma que la sintesis de
estas biomoléculas esta alterada en los fenotipos cancerosos.
Por ejemplo, se ha demostrado que el metabolismo de
la glutamina esta acelerado y que es importante para la
produccion de biomasa, debido a que es el principal donador
de electrones en la sintesis anaplerética del aspartato, que a su
vez es esencial en larespiracion de células en proliferacion, tal
y como ocurre en los procesos cancerosos (11). Otro ejemplo
es el metabolismo de los lipidos, el cual también se encuentra
aumentado ya que es muy efectivo para la obtencion de
energia mediante la f—oxidacion. Esto se ha evidenciado en
algunos tipos cancerosos por el incremento en la transcripcion
de genes relacionados con esta via metabdlica como el
receptor CD36, que es quien inicia la cascada de sefializacion

para la internalizacion de lipidos del medio extracelular (12).
Desde hace mucho tiempo se sabe que algunas extirpes de
células cancerosas pueden ser altamente glucoliticas, por lo
que tienen alta actividad metabolica y sobre-expresion de sus
genes, contrastando con su contraparte células normales que
tienen actividad glucolitica estrictamente regulada (13). No
s6lo hay aumento en el metabolismo de células cancerosas,
por el contrario se han reportado deficiencias metabolicas en
tumores como el hepato carcinoma, leucemias y melanoma,
en las que se sabe que no expresan alguna de las enzimas
necesarias para la sintesis de arginina, por lo tanto, son
auxotrofas para este aminoacido; en este sentido, enzimas
como la arginina deiminasa, inhiben el crecimiento de
estos tumores limitando la disponibilidad extracelular de su
sustrato y han sido utilizadas como terapia alternativa para
combatirlos (14). Todo lo anterior establece un contraste
importante entre las células normales y las cancerosas y ha
sido tomado como e¢je en el desarrollo y busqueda de nuevas
alternativas terapéuticas contra el cancer.

La via glucolitica puede llegar a ser indispensable en el
metabolismo energético de las células cancerosas

Desde hace muchas décadas se ha descrito el metabolismo
en las células cancerosas el cudl es altamente activo. En
la glucolisis, una serie de eventos enzimaticos degrada la
glucosa a piruvato, en este proceso se generan 2 moléculas
de ATP y dos moléculas de NADH por cada molécula de
glucosa. Para lograr lo anterior, en la denominada primera
fase de la via, la glucosa se fosforila, isomeriza y finalmente se
degrada a dos moléculas de tres carbonos, la dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) y el gliceraldehido 3-fosfato (GAP). En
la segunda fase de la glucolisis solo el GAP (sustrato de la
enzima glucolitica gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa)
continua en la via, con lo que se generan 2 moléculas de
ATP y 2 moléculas de NADH. Ya que en la primera fase
de la glucolisis se consumen 2 moléculas de ATP, se puede
concluir que hasta este momento no existe ganancia neta de
ATPs. Sin embargo, en la parte intermedia de la glucolisis, la
DHAP es isomerizada por la enzima glucolitica triosafosfato
isomerasa (TIM) y como consecuencia de ello se genera
una molécula mas de GAP que entra a la via. Esta situacion
da como resultado que se sinteticen 2 moléculas de ATP
adicionales. Por tanto, parte de la importancia de la TIM en la
glucolisis radica en el aporte extra de sustratos glucoliticos,
lo que conduce a la produccion neta global de 2 moléculas
de ATP aprovechables para la célula, por cada molécula de
glucosa metabolizada. Esto es de vital importancia para una
gran variedad de células cancerosas, ya que dependen en gran
medida de la glucdlisis y en condiciones aerdbicas dicha via
energética puede proveer hasta el 60 % del ATP que demanda
la célula tumoral (15) comparado con soélo el 10 % en células
normales; Warburg atribuyd este efecto a la fosforilacion
oxidativa mitocondrial defectuosa en células cancerosas (16).
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Estudios posteriores con células cancerosas, han demostrado
que pueden existir una o mas de las siguientes condiciones:
funcién mitocondrial defectuosa, disminucion en la expresion
de enzimas oxidativas y transportadores mitocondriales, asi
como el ciclo de los acidos tricarboxilicos truncado, menor
cantidad de mitocondrias por célula, cadena respiratoria
defectuosa, aumento en la cantidad de inhibidores naturales
de la ATP sintasa mitocondrial y una alta sensibilidad del
ADN mitocondrial al estrés oxidativo (17). No obstante, otros
autores han contribuido con evidencia relevante que deja ver
que este fendmeno es atin mas complejo, lo que no invalida
el argumento de Warburg. Por otro lado, se ha demostrado en
las células cancerosas que la glucolisis no sélo es importante
para la generacion de ATP, también es una fuente importante
de intermediarios metabdlicos para la sintesis rapida de
aminoacidos, nucledsidos y lipidos. Se han cuantificado
altos niveles de glucolisis aerdbica en una amplia gama de
tumores, independientemente del tipo de tejido del cual se
originaron, en contraste con tejidos normales que no utilizan
la glucolisis aerdbica para satisfacer su demanda energética
y de metabolitos (18). Esto indica que una caracteristica de
las células cancerosas, en combinacion con el crecimiento
sin restricciones, es la de desarrollar un fenotipo glucolitico
acelerado que proporciona ventajas proliferativas a las células
que se dividen rapidamente. Por lo tanto, la via glucolitica se
puede considerar como blanco atractivo y selectivo para el
desarrollo de compuestos anticancerigenos. Esta situacion
ha sido previamente aprovechada por algunos investigadores
y en la actualidad se conocen distintos trabajos donde se
evaluan las enzimas de esta via como potenciales blancos. En
consecuencia, el desarrollo de inhibidores de estas enzimas con
efecto anti-cancerigeno, se ha centrado en el uso de analogos
de sustrato (19, 20). Sin embargo, lo anterior ha tenido poco
éxito ya que se ha demostrado que son altamente toxicos en
modelos experimentales, puesto que se evaliian compuestos
con gran afinidad hacia los sitios activos de estas enzimas y
estas zonas son estrictamente conservadas entre enzimas atin
de diferentes especies. Por lo que el estudio y comprension
de las diferencias bioquimicas (funcionales y estructurales)
entre las enzimas glucoliticas de las células normales y las
cancerosas es esencial para el disefio y desarrollo de nuevos
compuestos anticancerigenos con mayor selectividad. Con
fundamento en las premisas anteriores, hemos caracterizado
a la enzima glucolitica triosafosfato isomerasa de humano
(HsTIM) y demostramos que existen notables diferencias
tanto a nivel funcional como estructural en condiciones de
desamidacion, que es una modificacion post-traduccional
no enzimatica que se desarrolla espontaneamente cuando la
HsTIM tiene intensa actividad catalitica (21).

La triosafosfato isomerasa es una enzima fundamental

Dentro de los aspectos relevantes de la TIM destaca la
interconversion entre la DHAP y el GAP ya que como se

mencioné anteriormente, en el balance final de la glucdlisis
se genera ganancia neta de 2 moléculas de ATP por cada
molécula de glucosa degradada. Otra relevancia no menos
importante de esta enzima glucolitica es que evita la
acumulacion del sustrato DHAP, molécula que puede
degradarse espontaneamente a metilglioxal, el cual es un
compuesto altamente toxico y reactivo para la célula ya que
genera dafio tanto al ADN, proteinas y lipidos, uniéndose
covalentemente a estas biomoléculas (22). Se ha demostrado
que, si la TIM esta ausente o inactiva, da como resultado
el consumo de glucosa sin ganancia de ATP, asi como la
acumulacion de DHAP, lo que genera altas concentraciones
de metilglioxal dafiando significativamente la integridad
celular (23). En consecuencia, en células donde la glucolisis
es importante como fuente de energia y metabolitos, esta
condicion podria amenazar seriamente la supervivencia
de dichas células. Por tanto y con base en los argumentos
anteriores, la TIM puede considerarse como un blanco
atractivo para el disefio de moléculas anticancerigenas.

La TIM es una enzima que ha sido exhaustivamente
estudiada y propuesta como blanco terapéutico

La TIM ha sido ampliamente estudiada en una gran variedad
de especies tanto a nivel funcional como estructural, se
considera como un catalizador perfecto ya que se ha estimado
que su catalisis se encuentra limitada solo por la difusion de
sus sustratos (24). Se conoce la secuencia de la TIM en mas
de 4900 especies (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), asi como
la estructura cristalografica de mas de 90 especies de enzimas
silvestres y sus mutantes, solas o en complejo con distintos
ligandos, inhibidores u otras moléculas, la base de datos
Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/pdb/) reporta
mas de 905 estructuras cristalograficas referentes a la TIM.
Todo lo anterior proporciona ventajas para el estudio de su
entendimiento en condiciones normales y andémalas. Cada
subunidad o mondmero de esta enzima lo conforman ocho
hojas-p plegadas centrales, rodeadas por ocho hélices-a, las
cuales se conectan a través de asas, patron de plegamiento
conocido como dominio barril o/f o barril TIM. EI sitio
catalitico se localiza en la parte central del barril, formado
por tres aminoacidos: la Lisina (Lys) 14, la Histidina (His) 96
y el Acido Glutamico (Glu) 166 (Figura 3), esta numeracion
corresponde a la secuencia aminoacil de la TIM de humano
(HsTIM). Biolégicamente, la TIM se asocia como dimero
y cada monomero tiene un sitio catalitico independiente, a
pesar de ello, el mondémero aislado no es activo, por lo que
se requiere de la dimerizacion para lograr que la enzima sea
cataliticamente activa. Lo anterior implica que la interfaz o
sitio de contacto entre las dos subunidades, es indispensable
para su funcionalidad.

La HsTIM ha sido caracterizada tanto a nivel funcional
como estructural, en un trabajo reciente se propuso como
potencial blanco anticancerigeno (25). En el citado trabajo
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Figura 3. Estructura secundaria en formato de asas y listones de la
estructura cristalografica de la triosafosfato isomerasa de humano
(HsTIM), codigo PDB 2jk2. Se muestra la unidad biologica que es el dimero
(verde y café) de la enzima, asi como la estructura secundaria, interfaz (sitio
de contacto entre dos subunidades) y la posicion de los aminoacidos que
constituyen el sitio activo en una de sus subunidades. Figura modelada con
PyMOL, version 2.0.7 (Schrodinger Inc, NY, USA).

se realizaron estudios de acoplamiento molecular (docking)
identificando algunas moléculas potenciales que se proponen
como inhibidores de esta enzima. A pesar de la excelente
contribucion de este trabajo, los autores solo generaron
hipotesis que no han sido corroboradas y no definieron
como obtener moléculas inhibitorias que tengan selectividad
sobre la TIM de células cancerosas sin que interfiera con la
actividad de la TIM de células normales. En ese sentido desde
hace algtin tiempo hemos caracterizado la desamidacion de la
HSsTIM, condicioén que la hace funcional y estructuralmente
diferente a la enzima no desamidada.

La desamidacién de la triosafosfato isomerasa de
humano genera alteraciones estructurales que se pueden
aprovechar para el disefio racional de firmacos

La HsTIM ha sido caracterizada extensivamente desde hace
mas de 30 afos, particularmente ha llamado la atencion
un evento postraduccional conocido como desamidacion.
La desamidacion es una reacciéon quimica que remueve el
grupo funcional amida de un compuesto organico de manera
irreversible. En las proteinas, esta reaccion puede ocurrir
in vitro o in vivo, llevandose a cabo tanto en los residuos
aminoaciles de asparagina (Asn) como glutamina (Gln),
los cuales son convertidos a acido aspartico (Asp) y acido
glutamico (Glu), respectivamente (26). Esta modificacion
implica la introduccion de una carga negativa donde antes no
la habia, lo que puede alterar progresivamente la actividad
biologica e integridad estructural de las proteinas. De
acuerdo con diversos investigadores conduce a la protedlisis
para su eliminacion, es decir, se considera como una “sefial”
que daria lugar a su recambio proteico controlado, lo anterior,

sin embargo, hasta la fecha no ha sido convincentemente
demostrado. Por otro lado, la desamidacion es un evento
no enzimatico y que se lleva a cabo de manera espontanea,
aunque a diferentes tasas de velocidad, dependiendo de
cada enzima. Es importante sefialar que en pocas proteinas
incluyendo la TIM se ha demostrado que esta reaccion se
acelera con los ciclos cataliticos (27). Ademas, se sabe que
este fendmeno se presenta de manera natural en la HsSTIM.
Por tanto, la excesiva y continua actividad glucolitica en las
células cancerosas puede implicar un alto nimero de ciclos
cataliticos de la TIM, lo que potencialmente conduciria
a que haya abundancia de la enzima desamidada. En este
mismo orden de ideas, esto contrastaria con las células
normales, donde la glucolisis es estrictamente regulada. A
ese respecto, existen estudios donde se demuestra que en
células con actividad proliferante hay formas de HsTIM
desamidada (28). Particularmente en esta enzima el residuo
de aminoacido Asn 16 es muy importante en el proceso
de desamidacion y desestabilizacion estructural, este se
encuentra estrechamente relacionado con el sitio catalitico y
la interfaz en una posicion de gran accesibilidad al solvente.
También se ha documentado la desamidacion de la Asn
72, sin embargo, parece no contribuir en la inestabilidad
general de la enzima, producto de dicha desmidacion. En un
trabajo del 2015 (21) caracterizamos in vitro esta enzima y
demostramos que mimetizando el evento postraduccional
de desamidacion (por mutagénesis sitio dirigida mediante la
técnica de la PCR, sustituyendo Asn por Glu) en la posicion
16 (N16D), se promueve una notable afectacion estructural
cuando se compara con la enzima no desamidada (Figura 4).

Alineamiento perfecto
de la subunidad 1 de
ambas estructuras.

Alineamiento desfazado de la

| subunidad 2 de la HsTIM

| desamidada, con respecto a la
WT.

Figura 4. Superposicién estructural del dimero de la HsTIM, no
desamidada (WT)y desamidada (N16D).A) Representacion de la estructura
cristalografica en formato de asas y listones. Se muestra la superposicion de
la HSTIM silvestre (WT), codigo PDB 2jk2 (verde) vs la HsTIM N16D,
codigo PDB 4unk (gris). En ambas estructuras una de las subunidades alinea
correctamente, mientras que la otra se desplaza en promedio 5.8 A, con
respecto a la WT. B) Representacion sencilla de la superposicion mostrada
en (A), este esquema permite destacar el desplazamiento de una de las
subunidades de HsTIM N16D debido a la desamidacion. Figura modelada
con PyMOL, version 2.0.7 (Schrodinger Inc, NY, USA).
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La figura 4 muestra la superposicion estructural de la HsSTIM
silvestre (WT) vs la HsTIM desamidada (N16D). Este
analisis demuestra que una de las subunidades del dimero
en la enzima desamidada, al sobrelaparse con la enzima
no desamidada, se desplaza en promedio 5.8 A. Revisando
con mas detalle la estructura cristalografica de la HsTIM
desamidada, se identifico que en la interfaz del dimero se
pierden aproximadamente el 60 % de sus interacciones,
por lo que se genera una gran porosidad en esa zona. En
consecuencia y debido a la afectacion estructural, la HsSTIM
desamidada es altamente permeable a moléculas de bajo peso
molecular a diferencia de la enzima no desamidada que es
poco permeable a estas moléculas, siendo esto demostrado
tanto por métodos computaciones como el docking molecular
(Figura 5), asi como experimentalmente.

Figura 5. Estructuras cristalograficas de la HSTIM [cédigo PDB: 2jk2
(WT) y 4unk (N16D)] en formato de asas y listones. Se muestra la cavidad
principal en la interfaz (sitio de contacto entre dos subunidades) y como se
acopla la molécula del rabeprazol. Hacia el centro de la imagen se observa
el detalle del acoplamiento molecular en ambas proteinas. Figura modelada
con PyMOL, version 2.0.7 (Schrodinger Inc, NY, USA).

Debido a este conjunto de propiedades muy caracteristicas
de la enzima desamidada que no las presenta la enzima WT,
decidimos evaluar si era posible inhibirla selectivamente. En
un trabajo reciente demostramos que, la enzima recombinante
HsTIM N16D (desamidada) fue inhibida en su actividad
enzimatica con el farmaco tiol reactivo omeprazol, mientras
que la enzima recombinante HsTIM WT, mantuvo su
actividad enzimatica sin afectarse en ausencia y presencia del
mencionado farmaco. Fuimos incluso mas alla del modelo
recombinante y utilizamos un sistema bacteriano carente de
la TIM endégena, donde se complement6 con la HSTIM WT
o HsTIM desamidada (N16D). En dicho modelo bacteriano
demostramos que es posible inhibir el crecimiento celular
en bacterias que portan el gen Astim nl6d, si se exponen al
farmaco omeprazol, mientras que las bacterias que portan el
gen hstim wt, mantienen estable su crecimiento en presencia
de dicho farmaco (29). Estos hallazgos nos demostraron
diferencias significativas en sensibilidad a este tipo de

farmacos entre las enzimas WT y N16D y que ademas es
posible reproducir dicha sensibilidad en un modelo celular.
A pesar de estos novedosos hallazgos, nuestro objetivo fue
muy claro desde un principio, debiamos demostrar que esta
enzima desamidada estd presente y acumulada en células
con alta dependencia de la glucolisis y que es susceptible de
inhibirse con los mencionados farmacos, y que ademas en
células normales la enzima desamidada estaria escasamente
representada, presumiblemente debido al recambio proteico.
Para tal proposito utilizamos células de cancer de mama
MDA-MB-231 ya que son altamente glucoliticas. En nuestros
resultados mas importantes demostramos que la proliferacion
de células de cancer de mama se inhibe eficientemente
en presencia de los farmacos tiol reactivos rabeprazol y
auranofina. Interesantemente encontramos que también
se inhibe la actividad enzimatica de la TIM celular. Por el
contrario, al exponer células normales HMEC (de epitelio
mamario) con los farmacos antes citados, no se registro
inhibicion en la proliferacion celular, ni pérdida de la actividad
enzimatica de la TIM (30). Experimentos posteriores nos
permitieron identificar la presencia de la enzima desamidada
en las células cancerosas, y su notable poca presencia en
células normales (Figura 6). Es importante mencionar que
para tal proposito utilizamos el método de hidrolisis proteica
por hidroxilamina, que identifica la presencia o ausencia de
desamidacion en muestras proteicas, generando diversos
fragmentos peptidicos que pueden ser identificados por su
perfil de hidrolisis en geles desnaturalizantes SDS-PAGE.
La Figura 6 muestra uno de los experimentos de nuestro
Laboratorio donde demostramos el perfil de hidrolisis de las
HsTIMs.

HsTIM recombinantes HsTIM celular
kDa 1 5 6
|
45.0 i )
31.0
26.9 kDa

Figura 6. Identificacion de HsTIM desamidada en células de cancer de
mama. SDS-PAGE al 16 % de la hidrdlisis por hidroxilamina de las HsTIM
recombinantes y TIM proveniente de células: Carril 1: estandar de peso
molecular, carriles 2 a 4: (10 pg de proteina/carril) HsTIMs no desamidada
(WT), una vez desamidada (N16D) y dos veces desamidada (N16D/N72D),
carriles 5y 6: (20 pg de proteina/carril) HsTIM inmunoprecipitada de células
normales y cancerosas, respectivamente.
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De acuerdo con la Figura 6 se demuestra que en los carriles
2, 3 y 4 hubo diferentes grados de hidrolisis de las enzimas
recombinantes HsTIM WT (no desamidada), HsTIM
N16D (desamidada) y HsTIM N16D/N72D (doblemente
desamidada), esto es, las enzimas recombinantes fungieron
como referencia para verificar la presencia o ausencia de
la TIM desamidada en células normales y cancerosas. En
los carriles 5 y 6 se muestra el perfil de hidrdlisis de TIM
extraida (inmunoprecipitada) de células normales (HMEC)
y células cancerosas (MDA-MB-231), respectivamente. Es
evidente que la TIM de células normales (carril 5) presento
un perfil de hidrolisis similar al de la HsTIM no desamidada
(carril 2); mientras que la TIM de células cancerosas (carril
6) presentd un perfil de hidrolisis similar al de la HSTIM

TIMs TIM células
Recombinantes cancerosas
A

@’1 2
*w

desamidada (carril 3). Por tanto, estos experimentos nos
demuestran la presencia de la enzima desamidada en las
células cancerosas, tal como lo suponiamos. Sin embargo
y para reforzar los hallazgos anteriores, realizamos otros
ensayos con geles nativos en los cuales se puede evidenciar
la presencia de isoformas con carga negativa (como las que
se generan cuando se desamida la HsTIM). En este ensayo
también fue necesario emplear las enzimas recombinantes
como referencia de migracion, asi como extractos totales
de proteina de células cancerosas y normales, en ausencia y
presencia de rabeprazol. Al revelar por Western-blot la sefal
de la HsTIM, demostramos la presencia de isoformas acidicas
en células de cancer de mama, mientras que en células
normales no se observaron dichas isoformas (Figura 7).

TIM células
normales

TIMs
Recombinantes

Figura 7. Western-blot de HsTIM recombinantes y celular en geles nativos. Carriles 1 a 3 (2 ug de proteina/carril), HSTIM recombinante no desamidada,
una vez desamidada y dos veces desamidada, respectivamente. Carriles 4 y 5 (100 ug de extracto proteina/carril), extracto proteico de células cancerosas
(gel de la izquierda) y células normales (gel de la derecha). Carriles 4: controles, carriles 5 tratamiento con rabeprazol. La flecha indica el nivel que migro
la TIM de células cancerosas y normales, respecto a las proteinas de referencia (recombinantes). La polaridad de los geles se indica en la parte izquierda de

cada figura.

En la Figura 7 se observa tanto la presencia de isoformas
acidicas (con carga negativa), asi como la acumulacion
de la HSTIM desamidada en células de cancer de mama,
contrastante e interesantemente en las células normales
no se observo la presencia de tales isoformas acidicas.
Adicionalmente el tratamiento con el farmaco tiol reactivo
rabeprazol indujo mayor acumulacion de dichas isoformas
que ya estaban previamente presentes en la linea celular
cancerosa (Figura 7, carriles 5 y 4 respectivamente en
c¢lulas cancerosas). En resumen, la inactivacion selectiva
de la HSTIM en células cancerosas, con la correspondiente
muerte celular en presencia del farmaco tiol reactivo, asi
como la presencia y acumulacion de la HsTIM desamidada
mayoritariamente en células de cancer de mama, nos ha
permitido identificar un blanco molecular diferenciable
que esta presente en células cancerosas y que es sensible a
farmacos tiol reactivos, es un paso significativo en la buisqueda
de alternativas anticancerigenas con gran selectividad.

Otras modificaciones postraduccionales de la HsTIM
que alteran su estructura y pueden ser consideradas con
potencial anticancerigeno

Se ha descrito que las modificaciones postraduccionales
pueden alterar las propiedades funcionales y estructurales de
las proteinas, incluida la HsTIM. En ese sentido se sabe que en
esta enzima se pueden llevar a cabo algunas modificaciones
postraduccionales, mismas que potencialmente pueden
afectar su estructura, lo que podria aprovecharse para el
desarrollo de compuestos con potencial anticancerigeno. Asi,
otra modificacion postraduccional que se ha identificado en
la HSTIM es la fosforilacion, esta implica la adicion de un
grupo fosfato a residuos aminoaciles como la serina (Ser),
treonina (Thr) o tirosina (Tyr), mediante enzimas llamadas
quinasas y puede ocurrir en respuesta a diversas sefales
celulares. En consecuencia, la fosforilacion puede provocar
cambios conformacionales, alterando su forma original y
creando nuevos sitios de union para moléculas pequeiias. Por
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ejemplo, la fosforilacion de la HsTIM se ha observado en
respuesta a diversos estimulos, como el estrés, los factores
de crecimiento, etc. Ademas, se ha demostrado que puede
modular la actividad de esta enzima y hasta su localizacion
sub-celular. Existen diversas publicaciones que demuestran
que la HsTIM se fosforila en diversos sitios provocando,
ya sea la disminuciéon de su actividad enzimatica como
fue demostrado en células cancerosas HelLa (31) o bien
el aumento de su actividad enzimatica producto de dicha
fosforilacion (32, 33). Duan y colaboradores en el 2020
encontraron que la HSTIM se fosforila en la Serina 21
(aunque en su articulo hacen referencia a este mismo residuo
aminoacil como Serina 58, ya que se basan en la isoforma 2)
e identifican que debido a esto aumentan significativamente
tanto la produccion como la actividad de esta enzima en
algunos tipos de tumores. Demuestran ademas que al
bloquear su fosforilacion se inhibe parcialmente la glucolisis,
el crecimiento de células cancerosas y la correspondiente
metastasis, por lo que potencialmente esta modificacion
postraduccional puede usarse como modelo molecular para
evidenciar cambios estructurales que nos permitan identificar
diferencias con respecto a la enzima no fosforilada, como
lo demostramos para el caso de la desamidacion. Como se
muestra en la Figura 8, este tipo de fosforilaciones podrian
provocar alteraciones estructurales en la enzima. La figura
muestra una simulacion in silico de dos fosforilaciones
importantes en la HsTIM y pone en evidencia que después
de la fosforilacion se generan contactos no permitidos en
esta zona, que potencialmente conducirian a alteraciones
estructurales sustanciales haciendo permeable a la enzima a
moléculas pequenas que puedan interferir con su funcion.

Figura 8. Estructura cristalografica de la HsTIM [c6digo PDB: 2jk2 en
formato de asas y listones. Se muestran las dos subunidades del dimero en
colores cian y verde. En uno de los monomeros se observan las Serinas 21 y
97 fosforiladas (sobreadas en amarillo transparente). Del lado derecho de la
figura se muestra un aumento de dichas zonas que destacan la fosforilacion.
Las fosforilaciones y la estructura fueron preparadas y modeladas con
PyMOL, version 2.0.7 (Schrodinger Inc, NY, USA).

Para el caso de la fosforilacion en la Serina 21 ya ha sido
demostrado experimentalmente que la HsTIM aumenta su
actividad enzimatica formando complejos heterodimericos,
lo que ayuda a que la glucolisis genere mas ATP (33).
Debido a lo anterior y en el contexto del disefio de moléculas
con potencial anticancerigeno, la estructura alterada de la
HsTIM fosforilada, podria explotarse como un objetivo
farmacolégico. Las células cancerosas pueden presentar vias
de sefalizacion anormales que impliquen fosforilaciones
aberrantes de proteinas especificas como la HsTIM. Asi,
mediante el disefio de compuestos que se dirijanselectivamente
a estos sitios alterados, producto de la fosforilacion, seria
posible inhibir la actividad de la HsTIM, lo que puede evitar
la proliferacion celular y con esto prevenir el crecimiento y
propagacion de las células cancerosas. Ademas, esta enzima
podria no estar fosforilada (o en menor grado) en las células
normales. Por lo que este fendmeno presenta una oportunidad
para desarrollar compuestos que se dirijan especificamente a
este tipo de proteinas sin afectar las células sanas. Por otro
lado, otra modificacion postraduccional relevante que ha sido
identificada y estudiada en la HSTIM es la S-nitrosilacion,
esta implica la unidon covalente de un grupo funcional de
oxido nitrico a un residuo de cisteina en una proteina.
Por ejemplo, en una investigacion se demostréo que la
S-nitrosilacion, puede regular la actividad de la HsTIM y esto
ha sido implicado en el desarrollo y progresion del cancer.
Se ha demostrado que esta modificacion puede modular la
actividad y la estabilidad de la enzima. El estudio en cuestion
demostré que la S-nitrosilacion disminuye su actividad
enzimatica (34). Adicionalmente se determiné la estructura
cristalografica de esta enzima donde se logrd identificar que
la cisteina 217 estaba S-nitrosilada (Figura 9).

Figura 9. Estructuras cristalogrificas de la HSTIM WT [c6digo PDB:
2jk2] y la HSTIM S-nitrosilada [c6digo PDB: 6d43] en formato de asas
y listones. Se muestran las dos subunidades del dimero en colores cian y
verde.Se muestra la superposicion estructural del dimero de las mencionadas
enzimas: verde WT y cian S-nitrosilada. Del lado derecho de la figura se
muestra un aumento de la zona de la Cisteina 217 S-nitrosilada, este
aumento permite identificar una ligera alteracion estructural promovida por
la modificacion postraduccional. Figura modelada con PyMOL, version
2.0.7 (Schrodinger Inc, NY, USA).
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Como se observa en la Figura anterior, la evidente alteracion
estructural promovida por otra modificacion postraduccional
nos da la pauta para considerar a esta enzima en el citado
desarrollo de compuestos con potencial anticancerigeno.
Adicionalmente en un entorno alterado como el de las células
cancerosas podria acumularse este tipo de enzimas como ha
sido demostrado para la S-nitrosilacion de la HsTIM donde
se evidencidé que se afectd su estabilidad, ya que es mas
resistente a su degradacion (35). Esta mayor estabilidad podria
contribuir a una acumulacion de la HsTIM en las células
cancerosas, promoviendo la supervivencia y proliferacion de
las células cancerosas. Hay gran cantidad de estudios donde
se ha demostrado que esta enzima glucolitica se encuentra
S-nistrosilada, por ejemplo, se encontré en adenocarcinoma
ductal pancreatico humano (36). Finalmente como hemos
visto, estos eventos postraduccionales en la HSTIM como
la desamidacion, la fosforilacion y la S-nitrosilacion pueden
alterar la estructura y la funcion de esta enzima que es clave
en la via glucolitica. Por lo que estos cambios sutiles en la
estructura de la HsTIM resultantes de estas modificaciones
pueden aprovecharse para el desarrollo de nuevas moléculas
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Resumen

El disefio de proteinas es el proceso en el cual estas
moléculas son modificadas para que tengan una estructura y
funcion especificas. Esto implica utilizar técnicas de biologia
molecular, bioinformatica y quimica para disefiar proteinas
con nuevas propiedades, como mayor estabilidad, actividad
enzimatica mejorada o afinidad por una molécula especifica.
Para ello, existen tres aproximaciones complementarias : El
enfoque racional se basa en la comprension de la estructura
y la funciéon de las proteinas existentes para predecir como
un cambio especifico en la secuencia de aminoacidos puede
afectar la estructura y/o la funcion; las técnicas de evolucion
dirigida utilizan ciclos sucesivos de generacion de diversidad
genética al azar y seleccion o tamizaje de variantes con las
propiedades deseadas; por ultimo, en el disefio de proteinas
de novo se genera una proteina completamente nueva desde
cero utilizando principios fisicoquimicos. En este momento
los mejores resultados se obtienen utilizando combinaciones
de estas tres visiones, lo cual ha permitido la creacion de
plegamientos no existentes en la naturaleza y de enzimas
con actividades novedosas y en términos generales ha
permitido investigar los principios fundamentales de la

biologia molecular.

Abstract

Protein design is the process of designing or modifying
proteins so that they have a specific structure and function.
This involves using techniques from molecular biology,
bioinformatics, and chemistry to design proteins with new
properties, such as increased stability, enhanced enzyme
activity, or affinity for a specific molecule. There are three
complementary approaches to carry out these designs:
a rational protein approach based on understanding the
structure and function of existing proteins to predict how
a specific change in the amino acid sequence might affect
the structure and function of the protein; the use of directed
evolution techniques based on successive cycles of random
generation of genetic diversity and selection or screening of
variants with the desired properties; finally de novo protein
design where a completely new protein is generated from
scratch, using physicochemical principles. At this moment,
the best results are obtained using combinations of these
three visions, allowing the creation of enzymes with de novo
activities, folds that do not exist in nature and, in general
terms, contributing to our understanding of the fundamental

principles of molecular biology.
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Palabras clave: Plegamiento, estructura de proteinas,

Ingenieria de proteinas, evolucion dirigida.

Keywords: protein folding, protein structure, protein
engineering, directed evolution.

El codigo genético y el disefio de proteinas

Las proteinas llevan a cabo una gran variedad de funciones,
entre las cuales se encuentran la estructura, el transporte y el
reconocimiento molecular. Gracias a ellas podemos catalizar
un sinnimero de reacciones que nos permiten transformar
moléculas para obtener y utilizar la energia contenida en
sus enlaces. Las proteinas han sido fundamentales en la
evolucion de todos los organismos de este planeta, ya que
nos han permitido utilizar los recursos del medio, asi como
adaptarnos a los cambios ambientales. El disefio de proteinas
tiene como objetivo entender la relacion entre la secuencia,
la estructura y la funcion de las proteinas para disenar
catalizadores y nanomateriales que nos permitan afrontar
los retos actuales y futuros en energia, alimentacion, salud y
sustentabilidad.

El codigo genético se refiere a la relacion que existe entre
la secuencia de los genes y la funcion de las proteinas.
La primera parte de este codigo, dilucidada en la década
de los 50s del siglo pasado, relaciona la secuencia de
nucledtidos de los genes con la secuencia de aminoacidos
de las proteinas. La segunda parte del codigo, conocida
como el “problema del plegamiento” relaciona la secuencia
de aminoacidos con la estructura tridimensional de las
proteinas. El campo del plegamiento de las proteinas
busca comprender las bases fisicoquimicas y el mecanismo
molecular por el cual las secuencias de aminoacidos adoptan
una estructura tridimensional particular estable [1,2]. La
primera secuencia de aminoacidos de una proteina se
determind experimentalmente en 1951, actualmente, gracias
a la secuenciacion de genes, conocemos la secuencia de
aminoacidos de aproximadamente 500 millones de proteinas

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)  La  primera

estructura de una proteina se determind en 1965, actualmente
(Marzo de 2023) gracias a la cristalografia de rayos X, la
resonancia magnética nuclear y la microscopia de electrones,
conocemos la estructura tridimensional de poco mas de
200,000 proteinas, las cuales se encuentran depositadas en
el “Protein Data Bank” (PDB) (https://www.rcsb.org/). Uno

de los hitos cientificos mas importantes del siglo XXI es

el desarrollo de algoritmos de inteligencia artificial como
AlphaFold2 [3] y RoseTTAFold [4] capaces de predecir con
gran precision, la estructura tridimensional de las proteinas
a partir de la secuencia de aminoacidos. Este avance ha sido
posible debido a la gran cantidad de secuencias y estructuras
que se han obtenido experimentalmente. Gracias a estos
algoritmos, en particular AlphaFold2, actualmente contamos
con modelos tridimensionales para casi 200 millones de

proteinas [5] (https://alphafold.ebi.ac.uk/). El problema

central del plegamiento de proteinas consiste en encontrar
la estructura tridimensional adoptada por una secuencia de
aminoacidos particular. El disefio de proteinas es también
conocido como el “problema inverso del plegamiento
de proteinas” ya que busca encontrar la secuencia de
aminoacidos capaz de adoptar una estructura tridimensional
particular. Para ello, este campo del conocimiento emplea
una variedad de enfoques en constante evolucion. A
continuacion, exponemos los antecedentes y las diferentes

fronteras que definen al disefio de proteinas.

Diseno racional

El disefio racional mediante mutagénesis dirigida es una
metodologia que permite la introduccion de mutaciones
especificas en lasecuencia de una proteina con el fin de mejorar
sus propiedades fisicas y funcionales. Esta aproximacion,
base de la ingenieria de proteinas, se fundamenta en la
comprension detallada de la estructura y funcion de la
proteina de interés y en la identificacion de los residuos clave
que afectan su comportamiento. A partir de esta informacion,
se pueden disefiar mutaciones que alteren las propiedades
su estabilidad,

solubilidad, actividad enzimatica, especificidad de uniéon o

fisicoquimicas de la proteina, como
afinidad [1,6]. En este enfoque se asume que la estructura,
estabilidad y dinamica de la proteina se perturbaran poco al
mutarla. La mutagénesis dirigida se lleva a cabo mediante
la introduccidon de mutaciones puntuales en la secuencia de
DNA que codifica para la proteina, utilizando técnicas como
la PCR dirigida, la sintesis de oligonucledtidos mutagénicos,

la recombinacion homologa o la edicion del genoma. Una vez
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generadas las mutantes, se pueden evaluar sus propiedades
mediante ensayos bioquimicos, estructurales y funcionales
para seleccionar aquellas que presenten las caracteristicas
deseadas [7]. La limitacion principal de este enfoque es la
falta de una comprensiéon cabal del funcionamiento de las
enzimas. En fechas recientes se publico en esta coleccion un
articulo sobre ingenieria de proteinas en el que se detallan
las herramientas de biologia molecular y bioinformaticas

utilizadas por la ingenieria de proteinas [8].
Disefio computacional

Dada la complejidad de la estructura de las proteinas y la
multitud de interacciones que contribuyen a la estabilidad
y a la funcidn, el andlisis “racional” se ve complementado
mediante diversas herramientas computacionales. La mas
utilizada es la suite de programas Rosetta [9,10], la cual
contiene una funcidén que evalta la factibilidad de que

una secuencia especifica adopte una estructura particular.

P I

PRSP L \ % Secuencia blanco
PDB A\ W ) [TT——
P(Y)

WPTWPVKLGWLTPRG

W
~ ) X
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Fragmentos de baja resolucion

Posteriormente, el programa muestrea otras secuencias
posibles hasta encontrar aquella de menor energia. Los dos
aspectos claves de los algoritmos de disefio computacional,
son la funcion de evaluacion y el protocolo de biisqueda de
nuevas secuencias (Figura 1).

Como las secuencias de aminoacidos (y en general cualquier
molécula) adoptan la estructura en la cual el sistema “proteina
+solvente” se encuentra en un minimo de energia, idealmente,
la funcion de evaluacion deberia ser de rapida aplicacion y de
naturaleza enteramente fisicoquimica. Ya que el plegamiento
de las proteinas es un proceso molecular, la aproximacion
adecuada para evaluar energéticamente una secuencia o una
estructura particular, deberia de estar basada en mecanica
cuantica. Desafortunadamente los calculos cuanticos no son
rapidos por lo cual, las funciones de evaluacion son “semi-
heuristicas”, esto es, utilizan aplicaciones de mecanica
clasica y términos probabilisticos relacionados con la
frecuencia con la cual se observa determinada interaccion

en la base de datos de proteinas [9,10]. Otro punto central

V(r) =4 [(o/) (o /1]

o repulsivo

Sn

Libreria de fragmentos

Modelo final a nivel atomico

Figura 1. Diagrama conceptual del diagrama de flujo de Rosetta para el disefio de proteinas a partir de fragmentos. La primera parte incluye la gen-
eracion y el ensamble de los fragmentos obtenidos a partir de las proteinas de estructura conocida, mientras que en la segunda el modelo es refinado mediante

ecuaciones semi-empiricas basadas en términos energéticos y estadisticos.
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en el desempefio de los algoritmos computacionales es el
protocolo de muestreo. El numero de posibilidades a evaluar
aumenta exponencialmente con la longitud de la cadena, esto
hace imposible el muestreo de todo el espacio de secuencia,
debido esto, la estrategia de muestreo es fundamental, en el
caso de Rosetta, éste es llevado a cabo mediante un método
Montecarlo, el cual cambia aleatoriamente la secuencia
y adopta los cambios encontrados cuando la energia de la
nueva secuencia es menor a la obtenida antes del cambio.
Por otra parte, cada residuo de la proteina puede adoptar un
numero elevado de conformaciones, las cuales se reducen
mediante la utilizacion de rotameros, los cuales corresponden
a las conformaciones de las cadenas laterales mas frecuentes

encontradas en la base de datos.

Evolucion dirigida

La evolucién dirigida es una metodologia de biologia
molecular que utiliza la seleccion artificial para dirigir la
evolucion de proteinas o acidos nucleicos hacia una funcion
especifica deseada. Es decir, se seleccionan las mutaciones

genéticas que mejoran la actividad, estabilidad, especificidad

u otra propiedad de interés en una proteina o acido nucleico.
Esta técnica se basa en la generacion de una gran cantidad
de variantes de una proteina o acido nucleico mediante
mutagénesis aleatoria, seguida de una seleccion rigurosa de
las variantes que exhiben la funcidén deseada. Las variantes
seleccionadas se utilizan entonces como punto de partida
para una nueva ronda de mutagénesis y seleccion, lo que
lleva a una evolucion dirigida hacia la funcion deseada
[11,12] (Figura 2).

Una de las limitaciones de la evolucion dirigida es su
dependencia de la seleccion artificial para encontrar variantes
mejoradas, lo que puede limitar su capacidad para resolver
problemas complejos o mejorar multiples caracteristicas
de una proteina simultdneamente. Ademas, la evolucion
dirigida puede ser limitada en su capacidad para explorar
todo el espacio de secuencias posibles, lo que puede limitar
la capacidad de encontrar soluciones Optimas. También
existe la posibilidad de que la evolucion dirigida conduzca
a cambios impredecibles en la estructura o funciéon de la

proteina, lo que puede tener consecuencias no deseadas.

5

sintesis
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( (

( ) (2)
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posutva evolutuva

(3)
Alslamlen(o y
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|
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{1
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ADN o sintesis del
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Mutacién g
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“ DNA shuffling "
otros...
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Transformacién
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y compiten simultdaneamente por “fitness”

(varias rondas)
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Act. enzimética

3

(2) Medio Selectivo
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(unaronda)
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T _umbral .
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(binario)
3
°

Act. enzimética

Figura 2. Diagrama conceptual de los experimentos de evolucién dirigida. Esquema circular de evolucion dirigida. El ciclo completo constituye una
ronda. El proceso se comienza normalmente con un gen de interés por extraccion o sintesis del mismo, el cual es sometido a alguna de las metodologias
de mutacion in vitro (la cual puede o no involucrar la multiplicacién de copias o amplificacion como en el caso de la PCR propensa a error). Esta segunda
etapa es el motor de generacion de variantes a nivel genotipico pues actia solamente a nivel del DNA. En el siguiente paso se transforman los organismos
introduciendo las variantes génicas al organismo mediante un plasmido o cromosoma bacteriano. Los organismos, asi transformados, expresan el gen y
sintetizan la proteina de interés que durante un proceso de seleccion direccional o evolucion competitiva (en un sistema de seleccion) aumenta la frecuencia
de las mejores variantes. Alternativamente, mediante un proceso de tamizaje de alto rendimiento en el cual es posible identificar el fenotipo, se seleccionan

manualmente las mejores variantes para someterlas a la siguiente ronda.
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Secuencias consenso

El efecto consenso en ingenieria de proteinas se refiere al
proceso de identificar y utilizar las secuencias de aminoacidos
de proteinas homologas para disefiar nuevas proteinas con
una funcioén especifica. Este enfoque se basa en la idea de
que las secuencias conservadas en proteinas homoélogas son
esenciales para su funcion, y que la conservacion a lo largo
de la evolucion indica que estas secuencias son importantes
para la supervivencia del organismo. Por lo tanto, se cree que
incorporar estas secuencias conservadas en nuevas proteinas
disefiadas puede mejorar su estabilidad, plegamiento y
actividad biologica [13]. En el aflo 2000, Lehmann y
colaboradores sintetizaron la secuencia correspondiente al
consenso de las trece secuencias de fitasas fngicas conocidas
a la fecha y encontraron que la enzima resultante mostré un
aumento de 15 °C en la Tm y en el 6ptimo de actividad [14].
La conservacion de regiones de la secuencia en proteinas
homologas indica que estas posiciones son importantes para
la estructura y funcion de la proteina. Al disefiar nuevas
proteinas con secuencias conservadas, se puede esperar que
estas proteinas sean mas estables y tengan una actividad
biologica similar a la de las proteinas homologas. Al utilizar
el efecto consenso en el disefio de proteinas, se pueden
reducir los errores de disefio, ya que se utilizan secuencias
que han sido probadas y evolutivamente seleccionadas. Esto
puede acelerar el proceso de disefio de proteinas y aumentar
la probabilidad de éxito en la obtencion de proteinas con una

funcion especifica [13].

Analisis de acoplamiento estadistico

Los métodos de analisis de covariacion evolutiva se basan
en la idea de que las proteinas y otros elementos biologicos
no evolucionan de manera independiente. En lugar de ello,
las mutaciones en un lugar de la secuencia pueden afectar
la estabilidad o la funcion de otros sitios. Por esta razon, los
aminoacidos en diferentes posiciones de la proteina pueden
estar fuertemente correlacionados debido a la seleccion
natural y a la coevolucion.

Para llevar a cabo un analisis de covariacion, se utilizan
algoritmos de analisis de secuencias para identificar patrones
de covariacion entre posiciones en una proteina o entre

proteinas relacionadas evolutivamente. Los pasos basicos

para realizar este tipo de analisis son: identificar una familia
de proteinas relacionadas evolutivamente, construir una
matriz de covarianza a partir de la alineacion de secuencias
de proteinas, identificar pares de posiciones que muestran
una covariacion significativa y finalmente, interpretar los
pares de posiciones covariantes para inferir interacciones
moleculares o caracteristicas estructurales y funcionales de
la proteina [15]. Tras algunos esfuerzos iniciales el primer
éxito indudable de este enfoque fue logrado por el grupo de
Ranganathan cuando demostraron que podian descifrar los
determinantes del plegamiento de una proteina de la familia
estructural de las beta-propelas. No solamente lograron
disefiar péptidos con ese plegamiento, sino que también
pudieron mantener sus propiedades funcionales [16,17].
Los métodos de analisis de covariacion son una herramienta
valiosa para identificar interacciones moleculares y otros
aspectos de la estructura y funcién de las proteinas que no
son evidentes a partir de la secuencia de aminoacidos por si

sola.

Reconstruccion de secuencias ancestrales

La reconstruccion de secuencias ancestrales es un proceso
que busca inferir la secuencia de aminoacidos de un ancestro
comun de un grupo de proteinas relacionadas evolutivamente.
Esto se logra mediante la comparacion de las secuencias de
las proteinas modernas y la identificacion de las mutaciones
que han ocurrido a lo largo del tiempo [18].

El grupo de Steven Benner utilizo6 técnicas de reconstruccion
molecular para estudiar la historia evolutiva de la superfamilia
de ribonucleasas de artiodactilos [19]. Esta superfamilia
tiene un papel importante en la digestion de los alimentos,
en particular en la degradacion de 4cidos ribonucleicos.
Mediante la reconstruccion filogenética, descubrieron que
las ribonucleasas de artiodactilos evolucionaron a partir de
una fosfolipasa. También, utilizaron técnicas de ingenieria de
proteinas para estudiar como la evolucion de estas proteinas
ha afectado su funcion permitiendo nuevas funciones, como
la capacidad de descomponer los acidos nucleicos [19].

La reconstruccion de secuencias ancestrales es util en la
ingenieria de proteinas, ya que puede ayudar a identificar
caracteristicas evolutivas conservadas, optimizar
propiedades bioquimicas y comprender las vias evolutivas

que condujeron a la diversificacion de las proteinas. Estas

© 2023 Mensaje Bioquimico. Todos los derechos reservados. ISSN-0188-137X
Comité Editorial: Hernandez Alcantara, G.; Meraz Cruz, N.; Ramirez Silva, L.H. y Vilchis Landeros, M.M.
Publicado por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina; UNAM

51



Fernandez-Velasco, et al. Mens. Bioquim. 47 (2023) 47-57

aplicaciones pueden tener implicaciones importantes en el
disefio de proteinas con caracteristicas especificas, como
estabilidad o actividad enzimatica, y en la comprension
de como las proteinas han evolucionado para adaptarse a
diferentes funciones bioldgicas. Entre las caracteristicas
deseables de las proteinas ancestrales se encuentran su alta
termoestabilidad y la promiscuidad catalitica, la cual las
convierte en un buen punto de partida para el disefio de

nuevas funciones [18, 20].

Disefio de proteinas de novo

Aunque el numero de estructuras encontradas en la
naturaleza es muy vasto, el numero posible de secuencias
es en términos practicos infinito, por lo que la fraccion del
espacio de secuencia ocupado por las secuencias naturales es
muy pequeino. El diseflo de proteinas de novo busca explorar
y extender el espacio de secuencia mediante el diseflo
computacional de proteinas cuya topologia y/o secuencia no
ha sido muestreado por la evolucion natural. En contraste
con las alternativas descritas anteriormente, en el disefo
de novo el esqueleto o andamio “es” el objetivo inicial.
El esqueleto puede ser generado por el usuario a partir de
fragmentos de estructuras obtenidas del PDB o mediante
Posteriormente, las cadenas

ecuaciones paramétricas.

laterales se agregan mediante procedimientos semejantes a

los descritos anteriormente, esto es, mediante algoritmos que
exploran y califican diferentes rotameros en cada posicion.
En 1993 se publicé el disefio de “Top7”, una proteina de
poco menos de 100 residuos, cuya topologia fue disefiada
computacionalmente, esto es, no se observa en la naturaleza
[21]. Posteriormente, en 2012, el mismo grupo describi6 una
serie de reglas que describen la relacion entre la longitud
de los elementos de estructura secundaria y las asas que los
conectan, en la formacion de motivos de estructura terciaria
como el BPa, afp, Pap. Estas reglas fueron utilizadas para el
disefio de cinco proteinas idealizadas con diferente topologia
[22]. En trabajos subsecuentes, ha sido posible disefiar una
gran variedad de estructuras, que incluye proteinas con
simetria interna, toroides ahelicoidales, barriles TIM, y
proteinas repetitivas. Ademas del disefio exitoso de proteinas
monomeéricas (Figura 3) posible disefiar homooligémeros
y heterooligomeros con la capacidad de formar lattices
bidimensionales y compartimentos tridimensionales (Figura
4)[23].

La caracterizacion fisicoquimica del plegamiento de
proteinas disefiadas de novo, permite explorar el paisaje
conformacional de regiones previamente desconocidas del
espacio de secuencia [24]. A pesar de que el disefio de novo ha
avanzado significativamente en las ultimas décadas y se han
generado una gran cantidad de esqueletos novedosos [25,26],
aun presenta limitaciones importantes, particularmente en lo

relacionado a la introduccion de funcion.

Figura 3. Estructuras representativas de proteinas monoméricas disefiadas de novo. Se muestra el esqueleto polipeptidico de las siguientes estructuras:
a) Manojo de alfa-hélices (PDB 1COS), b) Top7 la primer estructura disefiada no observada en la naturaleza (PDB ID 1QYS) c)Plegamiento tipo Rossmann
(PDB ID 2KPO), d)Plegamiento tipo ferredoxina (PDB ID 2KLS), ¢) Barril TIM (PDB ID 5VBL) f)Barril Beta (PDB ID 6CZH).
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a)

Figura 4. Estructuras representativas de proteinas oligoméricas diseiiadas de novo. Se muestra el esqueleto polipeptidico de las siguientes estructuras:
a)Compartimento icosaédrico de dos componentes (PDB 5IMS5) B)Filamento helicoidal (PDB ID 6WL1).

Catalisis de novo: Disefio computacional y mediante

consideraciones evolutivas

Los primeros trabajos relacionados con el disefio de
enzimas buscaron alterar la especificidad, para ello, se
utilizaron como andamio enzimas naturales a las cuales se
les modificaron algunos residuos que permitieron obtener
enzimas con especificidades distintas y en algunos pocos
casos con actividades cataliticas distintas [27]. Utilizar
enzimas, naturales u obtenidas por evolucion dirigida, con
actividades promiscuas como punto de partida para obtener
nuevas actividades mediante evolucion dirigida tiene varias
ventajas. En primer lugar, la existencia de la maquinaria
catalitica esencial para llevar a cabo una reaccion, aunque la
velocidad inicial sea baja, aumenta la probabilidad de que
una mutacion mejore la actividad deseada ya que se construye
sobre una base existente, lo cual puede ahorrar tiempo y
recursos en comparacion con el disefio de novo. Las enzimas
con actividades promiscuas también ofrecen la posibilidad
de utilizar sustratos relacionados, con posibles aplicaciones
industriales o biotecnolégicas. Finalmente, estas enzimas a
menudo tienen una mayor estabilidad y solubilidad que las
enzimas completamente nuevas, lo que facilita su produccion

y uso a gran escala. La factibilidad de este enfoque depende

de poder encontrar estos puntos de partida y sobre todo de
tener un sistema de seleccion que permita identificar las
variantes con capacidades mejoradas, lo cual no es siempre
posible.

La contraparte ha sido el uso de teozimas, (‘enzimas tedricas’)
las cuales son modelos tridimensionales de los grupos
funcionales requeridos para estabilizar al estado de transicion
de acuerdo a la geometria predicha mediante célculos
fisicoquimicos. El siguiente paso consiste en encontrar el
andamio idéneo para insertar la teozima, generalmente
en una region cercana al sitio original de la enzima. A
pesar de la solidez conceptual de esta aproximacion y de
los primeros ejemplos alentadores reportados [28,29], las
eficiencias cataliticas reportadas distan de las encontradas
en las enzimas naturales, por lo cual es necesario utilizar
posteriormente otros enfoques. En el caso particular del
disefio de una enzima capaz de llevar a cabo la eliminacion
de Kemp [28] después de 17 rondas de evolucion dirigida,
se logro obtener una enzima cuya eficiencia catalitica es
semejante a la encontrada en las enzimas naturales [30]. A
pesar de las limitaciones actuales en el disefio computacional
de enzimas, esta metodologia ha avanzado sustancialmente

en los ultimos afios y contintia evolucionando [31].
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Disefio de proteinas utilizando herramientas de

inteligencia artificial

Los enfoques de inteligencia artificial y aprendizaje de
maquinas pueden contribuir significativamente al disefio de
experimentos de evolucion dirigida al mejorar la eficiencia y
la efectividad de los procesos de seleccion y optimizacion.
Estos enfoques pueden automatizar gran parte del proceso
de disefio de experimentos, lo que reduce la necesidad de
intervencion humana y aumenta la velocidad en la obtencion
de resultados [32]. Por ejemplo, los algoritmos de aprendizaje
automatico pueden utilizarse para predecir el comportamiento
de mutaciones puntuales y sus combinaciones. Esto puede
ayudar a los investigadores a enfocar su tiempo y recursos
en experimentos mas prometedores y evitar caminos menos
productivos. Otra aplicacion de la inteligencia artificial en
la evolucion dirigida es el uso de algoritmos de aprendizaje
por refuerzo para optimizar el rendimiento de las moléculas
bioldgicas, los cuales ayudan a encontrar la combinacion
optima de mutaciones requeridas para lograr un objetivo
deseado, como mejorar la actividad enzimatica o la afinidad
de un ligando [32].

Aunque estos enfoques hibridos tienen un gran potencial,
todavia hay areas de oportunidad para mejorar su eficacia
y aplicabilidad en el disefio de experimentos de evolucion
dirigida. En particular, la calidad y cantidad de los datos
utilizados para entrenar los algoritmos de aprendizaje
automatico, asi como la integracion de informacion
estructural y bioquimica, puede mejorar la capacidad de los
algoritmos para predecir el comportamiento de las proteinas
y mejorar la eficiencia y la efectividad de los procesos de

seleccion y optimizacion.

Perspectivas

El disefio de proteinas de novo ha sido tratado historicamente
como un problema de optimizacién energética, esto es,
encontrar la secuencia de aminoacidos que presenta la
mejor energia para una estructura particular. El problema es
complejo y computacionalmente costoso ya que el nimero
de secuencias a evaluar es inmenso y la funcion de energia
utilizada es aproximada. En la introduccion mencionamos
como algoritmos de inteligencia artificial como AlphaFold

y RoseTTafold han revolucionado la ciencia contemporanea

gracias a su habilidad para “resolver” el problema del
plegamiento; esto es, predecir con precision la estructura
tridimensional a partir de la secuencia de aminodcidos.
Este tipo de metodologias también pueden utilizarse para
atacar el problema inverso, es decir para diseflar proteinas.
Recientemente se han reportado protocolos de disefio
que utilizan herramientas de aprendizaje profundo para
el disefio de proteinas [33-36]. Estas nuevas herramientas
expanden significativamente las fronteras del disefio de
proteinas, poniendo a nuestro alcance el disefio exitoso de
nuevas enzimas y nanomateriales con una amplia gama de
aplicaciones, las cuales seran centrales en la solucion de los

problemas que enfrenta la humanidad.
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Resumen

Los estudios de asociacién de genoma completo (GWAS)
consisten en evaluar la relacion entre uno fenotipo en
particular y miles de variantes genéticas. La heredabilidad
mide la proporcién del fenotipo que se puede atribuir a
factores genéticos. Diversos estudios muestran una que la
heredabilidad explicada por las variantes significativas en
los estudios de GWAS son menores que las estimadas en
estudios familiares. Por lo tanto, se requieren nuevos métodos
que puedan identificar mas variantes de los estudios GWAS
clasicos. En este manuscrito describiremos la estrategia
subtipeo genotipico que promete ser una herramienta ttil para
GWAS. Esta estrategia se ha evaluado independientemente
por al menos dos grupos, nosotros para una variante asociada
a la enfermedad de Crohn y otros para el abuso de alcohol
en un metaanalisis en poblaciéon japonesa. Bajo la premisa
de que la enfermedad de Crohn podia estar compuesta de
diferentes genotipos y con el fin de determinar la importancia
del marcador identificado y su posible interacciéon con otros
genes ya previamente asociados a Crohn, se procedid a generar
un GWAS separando por subtipos las muestras en base a los

Abstract

Genome-wide association studies (GWAS) evaluate the
relationship between a specific phenotype and thousands of
genetic variants. Heritability measures the proportion of the
phenotype that can be attributed to genetic factors. Several
studies show that the heritability explained by the significant
variants in the GWAS studies is lower than those estimated
in family studies. Therefore, new methods are required
to identify more variants of classical GWAS studies. This
manuscript will describe the genotype subtyping strategy
that promises to be a useful tool for GWAS. This strategy has
been evaluated independently by at least two research teams,
our group for a variant associated with Crohn’s disease and
another for alcohol abuse in a meta-analysis in a Japanese
population. Under the premise that Crohn’s disease could
be composed of different genotypes and to determine the
importance of the identified marker and its possible interaction
with other genes previously associated with Crohn’s, a
GWAS was generated, separating the samples by subtypes,
based on the genotypes of a well-known variant in Crohn’s.
Under this analysis, another 49 significant associations were
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genotipos de una variante muy conocida en Crohn. Bajo este
analisis, se identificaron otras 49 asociaciones significativas,
de las cuales 12 muestran una interaccion significativa con
la variante usada en el subtipeo. Por otro lado, otro grupo
de investigacion prueba la hipotesis de que algunas variantes
asociadas con el consumo de alcohol podian exhibir una
asociacion dependiente a un genotipo conocido fuertemente
asociado al consumo de alcohol donde los autores realizaron
un analisis similar, por subtipos. Encontraron 3 genes que no
habian sido identificados en ningin GWAS y también con
interaccion con la variante original. Por lo tanto, el subtipeo
genotipico podria detectar locus que no pudieron identificarse
en analisis de GWAS convencionales.

Palabras clave: GWAS, Heredabilidad, Subtipeo genotipico,
Enfermedades complejas, Asociacion de Genoma Completo.

identified, of which 12 show a significant interaction with
the variant used in the subtyping. The second research group
tested the hypothesis that some variants associated with
alcohol consumption could exhibit a dependent association
with a known genotype strongly associated with alcohol
consumption, where the authors carried out a similar analysis
by subtypes. They found three genes that had not been
identified in any GWAS and also with interaction with the
original variant. Therefore, genotype subtyping could detect
loci not identified in conventional GWAS analyses.

Keywords: GWAS, heritability,genotype subtyping, complex
diseases.

Introduccion

GWAS y su importancia en la identificacién de variantes
comunes

Los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS)
consisten en evaluar la relaciéon entre uno fenotipo en
particular y miles de variantes genéticas distribuidas a lo largo
del genoma. Las variantes mas comunes que son analizadas
mediante los estudios de GWAS son los polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP) que consisten en cambios de una
sola base nitrogenada en la secuencia de ADN. Estos estudios
cumplen con una estricta metodologia que estd muy bien
descrita (Figura 1). Se inicia con la recoleccion de datos
de miles de sujetos del fenotipo en cuestion incluyendo

Recoleccion de
Fenotipos
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00000000
s 30020% lele'e

\_
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controles; le sigue el genotipado de miles de SNP donde
existen distintas plataformas de microarreglos; el control de
calidad tanto de variantes como de muestras para evitar falsos
positivos debido a caracteristicas de las muestras (como
tamafo, ancestria, y parentesco, entre otros); la imputacion
de mas marcadores con un panel de referencia para aumentar
la cantidad de SNPs; y la prueba de asociacion para detectar
las variantes asociadas al fenotipo y final y opcionalmente
la seleccion de modelo (como aditivos, no aditivo, regresion
linear o regresion logistica, prueba de chi-cuadrada,
entre otras). Estudios adicionales, como meta-analisis de
GWAS, replicacion de variantes en otras cohortes o analisis
funcionales, es lo que regularmente puede continuar para los
estudios de GWAS (1).

Imputacion
Metandlisis

] Replicacién
F el Andlisis

L Funcionales,
etc.

%
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Proceso general GWAS

Figura 1. Esquema general de un analisis de asociacion de genoma completo, adaptado Uffelmann er al., 2021 (1).

Las aplicaciones de este tipo de estudios son muy amplias. Por
ejemplo, se puede comprender la funcion bioldgica de algunas
variantes, predecir riesgo a enfermedades, o desarrollo de
medicamentos al identificar blancos terapéuticos (1, 2).

Sin embargo, existen algunas limitaciones que han sido
documentadas para estos analisis como la penalizacion que
sufre debido a las pruebas multiples debido a la gran cantidad

de variantes a probar, en donde una variante es considerada
significativa solo si el valor de probabilidad es menor a 5x10-
8. Esto origina que se requieran grandes tamafios de muestras
para contrarrestarlo (3). Los GWAS no siempre identifican la
variante causal del fenotipo estudiado. Por ejemplo, no son
efectivos para identificar epistasis (4) y son muy afectados
por la estructura poblacional (relacion entre individuos) (5).
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Ademas, solo puede identificar variantes que se encuentran
en el panel utilizado, asi como la imposibilidad de detectar
variantes raras que contribuyan a la enfermedad (2).

Busqueda de genes de susceptibilidad en enfermedades
complejas

Para dimensionar la importancia de los estudios GWAS y
como recurso para obtener informacion existe GWASCatalog,
una base de datos de resultados que contiene a la fecha 6263
publicaciones de estudios de GWAS, a través de los cuales
se han identificado 487,213 asociaciones para distintas
caracteristicas, incluyendo enfermedades complejas (6)
structured, standardised and interoperable genome-wide
association study (GWAS. Las enfermedades o caracteristicas
complejas son las condiciones poligénicas que pueden ser
el resultado de variantes raras o de baja frecuencia que en
conjunto proveen pequeiios efectos sobre el fenotipo (7).
Los estudios de GWAS han identificado genes asociados a
enfermedades complejas como cardiovasculares, diabetes
tipo 2, desordenes psiquiatricos, obesidad, altura, cancer, entre
muchos otros (8, 9). La altura de una persona por ejemplo es
una de las caracteristicas complejas mas estudiadas, a partir
de marcadores de SNPs, se puede explicar de un 40-50% de

varianza fenotipica (10).

En un estudio reciente aplicado a una poblacion de 5.4
millones de individuos, se pudo determinar que 12,111
SNPs independientes, podian explicar practicamente toda
la heredabilidad para altura basada en marcadores comunes
SNPs (10).

Heredabilidad perdida y el impacto de GWAS en su
explicacion

Los estudios familiares y de gemelos han permitido
determinar la heredabilidad de algunas -caracteristicas,
especialmente aquellas que tienen un alto componente
genético (Tabla I). No obstante, los estudios de GWAS
muestran una discrepancia en relacion a la heredabilidad de
las caracteristicas, comparando con los resultados reportados
en estudios familiares (11). Esto puede deberse a diferentes
circunstancias, como la eliminacidén de variantes que tienen
una frecuencia menor al 5% en la poblacion de estudio, la
falta de modelos que evalten las interacciones entre genes
y marcadores, los efectos ambientales, entre otros (4, 12).
Esto quiere decir que se requieren técnicas mas sofisticadas
o datos mas profundos para calcular toda la heredabilidad
explicable genéticamente.

Tabla I. Proporcion de heredabilidad explicada para enfermedades complejas en estudios familiares.

Enfermedad % de h? Tipo de estudio Ref.
explicada
Enfermedad de Crohn 75% Gemelos (13)
Trastorno por Consumo de Alcohol 50% Gemelos (14)
Degeneraciéon Macular 50% Riesgo en hermanos (15)
Lupus Eritematoso Sistémico 15% Riesgo en hermanos (16)
Diabetes Tipo 2 72% Gemelos (17)
Purpura Trombocitopénica Idiopatica 71% Meédicos familiares (18)
Sobrepeso 71% Meédicos familiares (18)
Enfermedad Celiaca 78% Médicos familiares (18)
Trastorno Mixto Ansioso Depresivo 95% Meédicos familiares (18)
Glaucoma primario de angulo abierto 93% Meédicos familiares (18)
Soplos Cardiacos no Diagnosticados 59% Médicos familiares (18)
Desordenes de otras glindulas endécrinas 60% Meédicos familiares (18)
Hipertensién secundaria 50% Meédicos familiares (18)
Ref Referencia, h? Heredabilidad
Subtipeo genotipico como herramienta para analisis de a los 10,000 individuos para identificar resultados

genoma

Los GWAS requieren un tamafio de muestra superior

estadisticamente significativos (1). Sin embargo, una gran
cantidad de estudios no logran llegar a esta meta. El subtipeo
genotipico es una herramienta prometedora para el analisis de
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asociacion genoma completo, esta estrategia se ha evaluado
para una variante asociada a la enfermedad de Crohn (19)
genome-wide association studies (GWAS y para el abuso
de alcohol en un metaanalisis en poblacion japonesa (20).
En el presente documento, después de dar un repaso de las
generalidades de GWAS, se evalua la evidencia recopilada
del subtipeo genotipico con el fin de mostrar su viabilidad
como herramienta potenciadora para el analisis de asociacion
genoma completo.

Heredabilidad y enfermedades complejas
Heredabilidad estimada para enfermedades complejas

Las enfermedades complejas son condiciones poligénicas
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que pueden ser afectadas por variantes con un tamafio de
efecto pequeio y con frecuencia menor al 5% en la poblacién
de estudio (7). La frecuencia alélica de una variante es un
indicador de la probabilidad de deteccion en una poblacion,
una variante con una frecuencia menor a 0.5% (presente en 5
de cada 1000 individuos), es muy poco probable que pueda
ser identificada por pruebas genéticas, a menos que el tamafio
de los efectos sean muy grandes y que llamen demasiado
la atencion, como las enfermedades monogénicas (12).
Aquellas variantes con una baja frecuencia (MAF entre 0.5 y
5%) y con un efecto intermedio atin pueden ser identificadas
por pruebas genéticas como en los GWAS y contribuir a la
varianza explicada de la caracteristica (12) (Figura 2). Para
detectar variantes raras, se prefieren otros métodos como
secuenciacion de exoma o genoma completo.

Enfermedades causadas por
variantes de baja frecuencia

0.005

aja Frecuencia :

Frecuencia Alélica (MAF)

Figura 2: Factibilidad de identificacion de variantes genéticas mediante frecuencia alélica y efecto genético, adaptada de Manolio et al. 2009 (12).

GWAS y su aporte a la heredabilidad

Las mediciones de heredabilidad muestran un espectro muy
amplio, debido al tipo de método por el cual pudieran ser
estimadas (21). Diversos estudios muestran una discrepancia
significativa entre las estimaciones de heredabilidad al ser
determinada mediante los marcadores identificados en
estudios de GWAS (Tabla I), siendo estas tltimas mucho
menores que las estimadas en estudios familiares (13, 14).
Se puede considerar que la heredabilidad estimada mediante
GWAS esta subestimada debido a su dependencia por el
tamafio de muestra, lo que evitaria que algunos marcadores
alcancen el umbral de deteccion. Ademas, al considerar
principalmente marcadores comunes con penetrancia baja,
los GWAS no pueden detectar aquellas variantes raras y/o de
baja frecuencia de penetrancia alta a intermedia (12).

Ejemplo 1: T2D. La Diabetes Tipo 2 (DT2), es una
enfermedad compleja y multifactorial que se caracteriza

por la combinacidon de factores genéticos, ambientales y
metabdlicos que afectan la homeostasis de la glucosa (22).
Para la DT2 existen estimaciones de heredabilidad que van
del 47 al 77% (17). Los estudios de asociacion genética
han identificado alrededor de 600 loci asociados a DT2 e
implicadas en su desarrollo y patogénesis (23). Sin embargo,
aunque estos estudios han sido aplicados en mas de 1 millén
de individuos, solo el 19% de la heredabilidad ha podido ser
explicada (23).

Ejemplo 2: Capacidad pulmonar. La capacidad de difusion
pulmonar, mediante monoéxido de carbono, es una forma
de medir el intercambio de gases en los pulmones, lo
que permite evaluar la funcion pulmonar (24). Estudios
familiares han estimado que la heredabilidad para esta
caracteristica es alrededor del 44% (25). Sin embargo, un
estudio de GWAS utilizando variantes con una frecuencia
mayor al 1% y aplicado a 3,286 individuos no relacionados,
determin6 una varianza fenotipica explicada del 23 al 24%
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(26). En este GWAS la principal variante identificada es un
SNP (MAF 3%) que origina un cambio de aminoacido en la
cadena proteica codificada por el gen ADGRG®6, este cambio
tiene altas probabilidades de tener un efecto deletéreo en la
proteina, por lo que se considera altamente probable que el
SNP identificado en el analisis es funcional en el gen (26).
Los dos ejemplos mencionados muestran dos escenarios
comunes en los estudios GWAS, la identificacién de una
gran cantidad de variantes asociadas, pero con una varianza
explicada mucho menor comparada con la ya previamente
reportada en estudios familiares y la identificacion de
pocas variantes para una caracteristica moderadamente
heredable con alta heredabilidad explicada (aunque no total).
Este ultimo es mas exitoso por las variantes funcionales
identificadas con alta probabilidad de tener una alta efecto
en el desarrollo del fenotipo, lo que resulta en una menor
discrepancia en lo reportado en estudios familiares contra lo
identificado en estudios de GWAS. No obstante, esta claro
que la heredabilidad no es explicada al 100% y por lo tanto
se requieren de mayores esfuerzos tanto de nuevos diseflos
experimentales, tamaflo de muestra, y herramientas de
analisis.

Variantes raras y su impacto en la explicacion de la
heredabilidad

Las variantes raras pueden explicar parte de la heredabilidad
perdida, ya que los GWAS se enfocan a variantes comunes
ligadas a variantes causales, lo que origina descartar las
variantes causales raras o de baja frecuencia (27). Enun estudio
reciente se busco abordar la relacion entre la heredabilidad
perdida y las variantes raras, mediante la estimacion de la
heredabilidad tanto de altura como del indice de masa corporal
(IMC) de datos de genoma completo (WGS) en una muestra
de 25,465 individuos no relacionados de ancestria europea
(28). Estas estimaciones fueron comparadas con datos de
GWAS para 1 milléon de marcadores las cuales resultaron
en 0.48 y 0.24 para altura y IMC respectivamente (28). Al
comparar con WGS, se identifico una heredabilidad de 0.7
para altura y de 0.3 para IMC (28). Las variantes de altura
que mostraban un desequilibrio de ligamiento menor (LD), se
encontraron enriquecidas para heredabilidad, implicando que
dichas variantes son una fuente importante de la heredabilidad
perdida (28). Sin embargo, para el IMC la heredabilidad
estimada por WGS no alcanzo lo estimado en estudios de
genealogia (0.4 - 0.6) (29), lo cual podria reflejarse en que
variantes con MAF <0.01% fueron excluidas del estudio asi
como la falta de integracion de variantes estructurales (28).

Estrategias para aumentar la heredabilidad
Muchos estudios argumentan que la falta de explicacion

de heredabilidad se debe al tamafio de la muestra (30). Por
lo tanto, la estrategia mas comun usada para aumentar la

deteccion es incrementar el tamaifio de muestra. Otros refieren
a imperfecciones en la obtencion de datos y del fenotipo (12).
También se pudiera cambiar el disefio experimental para usar
fenotipos mas especificos; por ejemplo, en cancer de mama
donde al menos 5 tipos han sido muy bien caracterizados.
Nosotros, como otros, creemos que los algoritmos de analisis
también son perfectibles (31, 32). En la siguiente seccion
mostramos una estrategia algoritmica para aumentar la
deteccion de variantes en estudios de GWAS que llamamos
subtipeo genotipico.

Subtipeo genotipico

Subtipeo genotipico aplicado a variante de prediccion de
Enfermedad de Crohn (MARCKS)

En la plataforma de GWAS Catalog que es un compendio de
resultados de GWAS asi como su resumen de estadisticas,
estan reportadas 6263 publicaciones de estudios de GWAS
de los cuales se han identificado 487,213 asociaciones (6). Se
considera que una asociacion es genémicamente significativa
si el valor de probabilidad (p) estimado es menor a 5x10-8
(3) Regularmente muchos resultados son descartados debido
al tamafio de muestra o estructura de la poblacion, lo que
impide que alcance el p adecuado.

En un estudio publicado en el 2022 y derivado de la tesis
de doctorado de uno de los autores (33), después de aplicar
métodos multivariados para la identificacion de marcadores
asociados a la enfermedad, identificamos una variante
(rs4945943) asociada a la Enfermedad de Crohn (19) usando
datos publicos (34). El metaanalisis realizado en el estudio
original en 2017 no la detectd porque tipicamente se incluyen
solo las variantes presentes en todos los estudios, por lo que
dicha variante no fue considerada (34). En nuestro analisis,
esta variante se maped en un region enhancer, que de acuerdo
a la herramienta GeneHancer podria estar afectando al gen
MARCKS (19). Este gen, codifica para el substrato de una
proteina quinasa C rica en alanina miristoilada y regula la
expresion de citosinas en macrofagos (35). Bajo la premisa
de que la Enfermedad de Crohn podia estar compuesta de
diferentes genotipos y con el fin de determinar la importancia
del marcador identificado en el analisis multivariable de
datos de GWAS y su posible interaccion con otros genes
previamente asociados a Crohn, se generaron otros “sub”
analisis GWAS estratificando las muestras en base a los
genotipos de rs4945943 (AA, AB y BB). El numero de
casos correspondientes a cada genotipo fueron 251, 1,655,
y 2,601. Y el numero de controles fue de 397, 3,154, y
5,643 respectivamente (19). La figura 3 muestra un esquema
general del disefio de este analisis de subtipeo genotipico por
el marcador rs4945943.
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Figura 3. Disefio de analisis para subtipeo de poblacion de estudio de la enfermedad de Crohn, acorde al genotipo de la variante rs4945943. SNP
principal (nimero de SNPs totales). Adaptado de lo publicado por Garza y colaboradores en el 2022 (19).

Después de los 3 analisis GWAS, se identificaron 26
asociaciones significativas con p < 5x10-8 que no habian
sido significativas en el analisis inicial. De las variantes
independientes (8 SNPs), las dos ubicadas en los genes
ZNF365 y USP25 mostraron una interaccion significativa
(p<0.05) con el SNP rs4945943 (Tabla II). También se
replicaron 35 asociaciones (p<Se-8) de las cuales 4, en el gen
IL23R, mostraban una interaccion significativa con el SNP
rs4945943. Todos los genes identificados en la estratificacion
ya habian sido asociados a Crohn previamente (34, 36)
pero lo mas importante es que no habian sido detectados
en el GWAS clasico inicialmente. Por lo tanto, el subtipeo
genotipico permitié replicar algunos loci que no se habian
identificado en una estrategia clasica de GWAS, incluso al
disminuir el tamafio de la muestra generado por el subtipeo.
Esto implica que la particion de muestras en subtipos no es
aleatoria, sino que posee una estructura.

(Subtipeo genotipico aplicado a consumo de alcohol
(ALDH2)

Elconsumodealcoholesunacaracteristicaaltamenteheredable
(14). La proteina Aldehido Deshidrogenasa 2, codificada
por el gen ALDH2, metaboliza el alcohol consumido (37)
there are variants (i.e., alleles. ALDH2 presenta una variante
funcional, rs671 (c.1510G>A [p.Glu504Lys]), involucrada
en el consumo de alcohol y presente en ~560 millones de
asiaticos (38). Con el objetivo de comprobar la hipotesis
que algunas variantes asociadas con el consumo de alcohol
podian exhibir una asociacion dependiente al genotipo de
rs671, un grupo de investigadores japoneses generaron un
metaanalisis de GWAS estratificando para el genotipo de
rs671 en 40,679 individuos (20). La estratificacion realizada
por este grupo de investigacion es equivalente al subtipeo
genotipico explicado previamente. Los autores identificaron

Tabla II. Resultados de subtipeo genotipico para variante rs4945943, en la enfermedad de Crohn.
El# SNPS refiere a los SNPs en desequilibrio de ligamiento.

SNP # SNPS GEN SIN RS4945943 SUBTIPEO P INTERACCION
PRINCIPAL SUBTIPEO
rs11742570 10 PTGER4 6.9¢8 GG 2.5¢11 0.81
1s2066845 2 NOD2 1.4e7 GT 1.0e”? 0.20
rs924080 2 IL12RB2 2.1e3 GG 1.4e10 0.08
rs1420872 3 CYLD 5.2¢ GG 1.6e10 0.14
rs1736148 5 USP25 7.4e* GG 7.1e? 0.01
rs1000141 1 SAG 4.1e3 GG 5.6e!! 0.33
rs4921227 1 IL12B 6.1e3 GG 3.5¢8 0.17
rs10761659 2 ZNF365 6.5¢* GG 6.8¢” 0.02
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6 loci (ADHIB, ALDH1B1, ALDH1A1, ALDH2, GOT2, y
MYOMI1-MYLI12A) en la estratificacion heterozigota, de los
cuales ALDHIB1, GOT2, y MYOMI-MYLI12A no habian
sido identificados en ningun GWAS anterior (Tabla III).
Ademas ADH1B and ALDH1B1 mostraron una interaccion
significativa con rs671 (20). Aunque los genes encontrados
en la estratificacion nunca habian sido relacionados con
consumo de alcohol por GWAS, la funcion biologica de estos
da alta esperanza que las asociaciones sean genuinas.

Conclusiones
Subtipeo genotipico como herramienta prometedora

Los datos de GWAS siguen siendo una herramienta muy

importante para la identificacion de variantes asociadas
a enfermedades. Es necesario poder aplicar estrategias
que permitan replicar resultados de GWAS y que puedan
sobreponerse al efecto de las pruebas multiples y el tamaiio
de muestra. El subtipeo genotipico podria ser util para
detectar locis cuyos efectos no pudieron identificarse en
estudios de GWAS convencionales.

Trabajo futuro sistematizado y aplicado a diversas
enfermedades

Es necesaria la aplicacion de esta metodologia en diferentes
bases de datos de GWAS generados para enfermedades
complejas de distinto trasfondo genético. Se propone
aplicar el subtipeo genotipico siguiendo una metodologia
sistematica para diferentes bases de datos.

Tabla I1I. Resultados de subtipeo genotipico para variante rs671 para consumo de alcohol y publicado
por Koyanagui et al. (20).

VARIANTE GEN SIN RS671 SUBTIPEO P )
SUBTIPEO INTERACCION

rs1813977 LOC100507053 1.8¢13 GA 6.9¢27 6.2¢e10
rs10005290 ADHIB 3.0e’13 GA 5.0e?7 8.9¢10
151229984 ADHI1B 1.1e17 GA 3.4¢2%6 2.5¢7
rs2228093 ALDHI1B1 3.0e GA 7.2e14 1.2¢?
rs8187929 ALDH1A1 1.1¢e* GA 1.2¢10 2.0es
rs56884502 ALDH2 2.4¢3 GA 3.1e’10 1.0e®

rs671 ALDH2 9.8e"15%4 - - -
rs73550818 GOT2 2.5¢? GA 4.1¢? 2.5¢¢
rs572435541 MYOMI/MYLI12A 2.8¢2 GA 2.4e8 0.02
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Resumen

Los procesos inflamatorios asociados con el parto humano
ain no se comprenden completamente, no solo porque
la brecha entre la inflamacion y el inicio del parto ha sido
dificil de estudiar, también debido a las dificultades en las
metodologias de andlisis y al conocimiento limitado sobre
el papel de las citocinas durante el embarazo y el parto en
el contexto clinico. El objetivo de este estudio es mostrar, a
manera de ejemplo, potenciales herramientas de andlisis para
evaluar el riesgo de un evento (parto pretérmino) utilizando
marcadores inmunoldgicos (citocinas) que poseen cierta
complejidad para su aplicacion clinica. Se utilizaron los datos
dela cohorte prospectiva de mujeres embarazadas de la Ciudad
de México: “Pregnancy Research on Inflammation, Nutrition
& City Environment: Systematic Analyses”, esta cuenta
con mediciones longitudinales de 18 citocinas en exudado
cervicovaginal a lo largo del embarazo, ademas de variables
clinicas y demograficas, donde su desenlace principal es la
semana de gestacion del parto. Aqui, mostramos que el pre-
procesamiento de los datos es una caracteristica crucial para

Abstract

The inflammatory processes associated with human
parturition are not fully understood, not only because the
gap between inflammation and the onset of labor has been
difficult to study, but also due to difficulties in analysis
methodologies and limited knowledge about the role of
cytokines during pregnancy and childbirth in the clinical
context. The objective of this study is to demonstrate, as an
example, potential analysis tools to assess the risk of an event
(preterm labor) using immunological markers (cytokines)
that have some complexity for their clinical application. Data
from the prospective cohort of pregnant women in Mexico
City: “Pregnancy Research on Inflammation, Nutrition &
City Environment: Systematic Analyses”, were used. This
cohort includes longitudinal measurements of 18 cytokines
in cervicovaginal fluid throughout pregnancy, as well as
clinical and demographic variables, where the main outcome
is the week of gestation at delivery. Here, we show that data
preprocessing is a crucial feature for adjusting statistical
models, such as variable transformation and missing data
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el ajuste de modelos estadisticos, como la transformacion de
variables y el manejo de datos faltantes. Se abordaron dos
perspectivas de analisis, el basado en datos y el basado en
hipotesis. Respecto al basado en datos, exploramos la utilidad
del analisis de clases latentes para la identificacion subgrupos
no observables en las trayectorias de las concentraciones
de citocinas a lo largo del embarazo. En cuanto al basado
en hipdtesis, utilizamos el modelo “Joint” para probar la
hipoétesis sobre que un mayor nivel o una mayor tasa de
incremento de las concentraciones de citocinas se asocian
con un mayor riesgo de parto pretérmino. Ambos enfoques
se complementan para una mejor descripcion del fendémeno
y nos ayudan a la toma de decisiones, a postular teorias o a
continuar con otras estrategias de analisis.

Palabras clave: analisis, citocinas, estudio longitudinal,
modelo Joint, parto pretérmino.

management. Two perspectives of analysis were addressed,
data-driven and hypothesis-driven. Regarding the data-
driven perspective, we explored the usefulness of latent class
analysis for identifying non-observable subgroups in cytokine
concentration trajectories throughout pregnancy. Regarding
the hypothesis-based perspective, we used the “Joint” model
to test the hypothesis that a higher level or a higher rate of
increase in cytokine concentrations is associated with a higher
risk of preterm delivery. Both approaches complement each
other for a better description of the phenomenon and help us
in decision-making, postulating theories, or continuing with
other analysis strategies.

Keywords: analysis, cytokines, longitudinal study, Joint
model, preterm birth.

Introduccion

El parto humano es un ejemplo particular que pone en
evidencia la importancia del estudio y comprension de los
procesos inmunoldgicos, pues se trata de un proceso Unico
de nuestra especie (1), donde los mecanismos que lo regulan
y lo inician, atin no se comprenden completamente. Durante
el embarazo y el parto se incluye una amplia red de vias
bioldgicas con sefalizacion endocrina y paracrina, con la
importante participacion de la respuesta inmune innata (2).
Debido a cuestiones éticas y metodologicas es que se ha
limitado la exploracion de los mecanismos que vinculan la
respuesta inflamatoria intrauterina con los eventos del parto
humano, ya sea normal o pretérmino. Para superar estas
dificultades, se ha propuesto la evaluacion de compartimentos
como el exudado cervicovaginal (ECV) (3), que ha generado
evidencia de su utilidad como un subrogado menos invasivo
para estudiar la dinamica de la respuesta inflamatoria
intrauterina asociada con la progresion del embarazo y del
parto normal (>37 y <42 semanas de gestacion, SDG) o
pretérmino (<37 SDG) (4).

Actualmente, el incremento en la disponibilidad de nuevas
tecnologias de cuantificacion de proteinas y de metodologias
de analisis ha llevado al desarrollo de practicas de medicina
basada en datos a través de la utilizacion de medidas
altamente detalladas, longitudinales y multiparamétricas de
los determinantes de la salud. Lo que ha permitido modificar
factores de riesgo de enfermedades, detectar procesos
tempranos de enfermedades, impulsar intervenciones
precisas y ajustadas dinamicamente, y determinar la eficacia
de intervenciones preventivas y terapéuticas a partir de los
resultados del mundo real. Por el contrario, las pruebas
médicas actuales a menudo se basan en instantaneas
demasiado generales, estaticas y, frecuentemente, aisladas
del estado de salud de un individuo, tomadas con meses o
incluso afios de diferencia (5).

La perspectiva basada en datos complementa la exploracion
de nuevos campos en la investigacion médica y posibilita
la generacion de nuevas hipotesis. También, orienta a la
posible respuesta de una pregunta dificil de someter a una
prueba de hipoétesis. Ademas, de ayudar en la estratificacion
de poblaciones debido la gran heterogeneidad de muchos
procesos fisiopatologicos con multiples y potenciales
factores causales. La vinculacion de ambos enfoques forma
parte de las bases de la medicina de alta definicion (5), la
cual se basa en la evaluacion precisa y completa a nivel
individual de los determinantes de la salud. Asi, los riesgos ¢
intervenciones para la salud se adaptan y evaltian en relacion
al estado basal individual; comparandose con si mismo y con
otros individuos similares y no con las reglas o estandares
generales de la poblacion.

De esta manera, el propdsito de este estudio es mostrar, a
manera de ejemplo y en una poblacion aparentemente
saludable, la aplicacion de este paradigma a través de
potenciales herramientas de analisis para evaluar y estratificar
el riesgo de un evento (parto pretérmino) utilizando
marcadores inmunoldgicos (citocinas) que poseen cierta
complejidad para su aplicacion clinica.

Método

La base de datos que utilizamos pertenece a la cohorte
prospectiva de mujeres embarazadas de la Ciudad de México
(6-7): “Pregnancy Research on Inflammation, Nutrition &
City Environment: Systematic Analyses (PRINCESA)”.
Desde febrero de 2009 hasta noviembre de 2014, se
reclutaron 935 mujeres embarazadas que residian en diversas
regiones del area metropolitana de la Ciudad de México
en el Instituto Nacional de Perinatologia (INPer), y en las
clinicas y hospitales de salud publica de la Secretaria de
Salud de la Ciudad de México (SEDESA). La aprobacion
de los sujetos humanos para el estudio se obtuvo del Comité
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de Revision Institucional de la Universidad de Michigan y
de los Comités de Investigacion y Etica en sujetos humanos
de las instituciones mexicanas participantes. La informacion
detallada sobre los criterios de seleccion y recoleccion de
datos se encuentra disponible en otras publicaciones (6-7).
Por practicidad y para ilustrar la metodologia de analisis
planteada se utilizaron las siguientes variables clinicas:
edad, indice de masa corporal (IMC) pregestacional, semana
de gestacion (SDQG) del parto/nacimiento, SDG por visita,
nimero de embarazos previos, intervalo en semanas de
la visita al parto, desenlace del parto y el antecedente de
nacimiento pretérmino previo.

Analisis estadistico

Manejo de datos faltantes en el contexto de cuantificacién de
citocinas

En esta cohorte se estudiaron citocinas involucradas en la
respuesta inflamatoria relacionada al parto, que incluyeron
citocinas pro-inflamatorias, anti-inflamatorias, quimiocinas y
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus
siglas en inglés). Todas ellas se cuantificaron en muestras
de ECV a través de un sistema multiplex personalizado
Milliplex Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel
and the MAGPIX Reader,; Millipore, Burlington, MA, EE.
UU. Para fines de este escrito solo se analizaron cuatro de
dieciocho citocinas disponibles: interleucina-1 alfa (IL-1a),
interleucina-2 (IL-2), receptor antagonista de interleucina-1
(IL-1Ra) y el VEGF.

Los datos recopilados de este instrumento de cuantificacion
tienen ciertas caracteristicas que son tipicas de los datos de
expresion de citocinas, que generalmente hacen que el analisis
estadistico sea un desafio (8). Los datos frecuentemente no se
distribuyen de manera simétrica o normal y por lo general
no se transforman en una distribucion en la que se pueden
aplicar pruebas paramétricas. Ademas, nos encontramos con
datos que se encuentran por debajo o por arriba de los limites
de deteccion del rango dindmico, o en otras palabras, datos
con censura izquierda o derecha, respectivamente (9).

La literatura recomienda diferentes métodos para tratar
con datos censurados o “no detectables”. Estas sugerencias
comprenden la sustitucion de los valores por encima o por
debajo del nivel de deteccion como la regresion Tobit, la
imputacion multiple y la eliminacion, entre otras (10). Sin
embargo, la sustitucién simple no es aconsejable, ya que
puede conducir a resultados fuertemente sesgados. Otros
métodos, como la regresion de Tobit, requieren solidas
suposiciones paramétricas que rara vez pueden cumplirse con
datos de citocinas (11). Se ha demostrado que la imputacion
multiple es valida (12), pero consume bastante tiempo,
especialmente cuando los conjuntos de datos son grandes.
Ademas, las relaciones complejas presentes entre y dentro
de los parametros inmunologicos y epidemioldgicos deben
tenerse en cuenta mediante modelos estadisticos apropiados

para evitar confusiones y revelar efectos de interaccion. Por
lo tanto, es importante utilizar herramientas estadisticas
que 1) tengan en cuenta la censura, ii) no sean propensas a
violar los supuestos paramétricos y iii) permitan el ajuste de
covariables, posibles efectos de confusion e interaccion.

A continuacion se presenta los métodos mas importantes
que se consideraron para la imputacion de los datos con
censura izquierda, seguido de una descripcion del método
implementado.

El primer modelo considerado fue el de Tobit. Desarrollado
por James Tobin (13), como una modificacion de la
distribucion logit, hace uso de regresion logistica para probar
una hipotesis y trunca la variable dependiente para los datos
sin medicion. Sin embargo, solo sirve para cuando hay una
acumulacion de valores que tiende al limite de deteccion. No
es el caso de los datos obtenidos, pues estos pueden estar muy
fuera del rango y lejos del limite de deteccion. Ademas, la
variable censurada en nuestro caso es la independiente.

Otra técnica considerada fue la de Kaplan-Meier (14), la cual
permite construir una funciéon de distribucion acumulada
usando datos censurados. El problema de este método es
que asume que los datos censurados estan distribuidos
aleatoriamente a través de todo el rango. Los datos censurados
en los extremos contribuyen lo mismo que en una funcion de
distribucion acumulada sin ajustar.

Si la distribucion empirica se parece a una distribucion
conocida, se pueden simular los datos faltantes. Sin embargo,
ajustar los datos a una distribucion sin truncar haria que las
colas sean mas cortas de lo que en realidad son. Tal dificultad
se puede sobrellevar ajustando los datos a una distribucion
truncada, lo cual se hace con ligeros cambios a la formula
matematica de la distribucion y utilizando algoritmos de
optimizacion para ajustarse a la nueva formula.

Por lo tanto, para abordar el problema de censura izquierda
de este proyecto utilizamos un método de imputacion con
distribuciones truncadas. Cuando la distribucion de los
datos a analizar tiene un limite de deteccion, se presenta
una interrupcion abrupta en esta. De esta manera, si se quiere
ajustar una curva a estos datos, se deben de hacer ajustes
a las formulas de la funcion densidad de probabilidad y de
la funcion de densidad acumulada, para asi estimar y ajustar
los datos censurados a estas curvas usando, por ejemplo, el
método de estimacion por maxima verosimilitud. Como se
encuentra truncada la distribucion, esta se debe normalizar
para recuperar el rango truncado o asumir una distribucion
de probabilidad perteneciente a la familia de la distribucién
exponencial.

Debido a la naturaleza longitudinal de los datos y a
las acentuadas variaciones en las concentraciones de
citocinas, es dificil ajustar los datos a una distribucion
conocida, principalmente cuando se estratifican por la
variable dependiente de interés (parto a término vs parto
pretérmino). En estos casos se pueden implementar métodos
no paramétricos, en particular los derivados de los rangos
logaritmicos. El uso de rangos permite que los valores
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censurados se asignen a un rango empatado, manteniendo
asi la informacion cualitativa que brindan. De esta manera,
se pueden obtener diferencias entre los grupos que toman en
cuenta los valores censurados. En este estudio, la distribucion
de probabilidad que mejor se ajusté fue la gamma, y se utilizo
el estadistico de Mann-Whitney para encontrar los periodos
en los que las citocinas tuvieran mayores diferencias entre
las distribuciones de los grupos de parto a término y parto
pretérmino. Los detalles de la metodologia de la imputacion
se encuentran disponibles en otro sitio (15).

En el caso de la censura derecha, se podria plantear la
dilucién de la muestra para su posterior cuantificacion,
sin embargo, esto conlleva a un aumento en los recursos
destinados al proyecto y a un retraso de la fase analitica. Por
lo tanto, conservar la estimacion por el instrumento, a pesar
de un mayor error en el valor de cuantificacion, puede ser
una alternativa viable para reducir costos, aunque no todos
los instrumentos de este tipo son capaces de ofrecer estas
mediciones.

Transformacion de los datos

Actualmente se encuentran disponibles varias funciones para
la estimacion de transformaciones que se pueden utilizar para
normalizar los datos, cada una con sus propias aplicaciones
y limitaciones. El objetivo de algunas es “hacer que los datos
sean gaussianos”, en lugar de transformarlos a la escala 0-1.
Hay muchos casos en los que los investigadores pueden
normalizar una variable (16):
=  Elsupuesto de normalidad de la variable dependiente
(condicional a las covariables) en el problema de
regresion lineal clasico. A lo largo de los afios, se
han utilizado muchos métodos para relajar este
supuesto: modelos lineales generalizados, regresion
por cuantiles, modelos de supervivencia, etc. Una
técnica que sigue siendo algo popular en este
contexto es hacer que los datos parezcan normales
a través de algin tipo de transformacion de
normalizacion. Esto podria ser algo tan simple como
una transformacion logaritmica o algo tan complejo
como una transformacion de Yeo-Johnson (17).
= Otra aplicacion cada vez mas popular de la
normalizacién ocurre en entornos de regresion
aplicada con distribuciones altamente sesgadas de
las covariables. En estos entornos, existe la tendencia
a tener puntos de alto apalancamiento (y puntos
de gran influencia), incluso cuando uno centra y
escala las covariables (18). La normalizacion de las
covariables mitiga el apalancamiento y la influencia
de estas covariables, lo que permite una seleccion de
modelos mas sencilla.
= Una desventaja de la regresién con transformacion
de ambos lados es la dificultad de interpretar las
estimaciones en la escala original. A veces, el uso
de un modelo lineal generalizado especial puede

permitir un buen ajuste sin transformar la variable
dependiente.

En este escrito se hara especial mencion de un paquete de
R llamado “bestNormalize” que fue disefiado para ayudar a
encontrar de manera consistente y precisa una transformacion
de normalizacidén para un vector. Hay muchas técnicas que
se han desarrollado con este objetivo, sin embargo, cada
una ha estado sujeta a sus propias fortalezas y debilidades,
y no esta claro como decidir cudl funcionara mejor hasta que
se observen los datos. Este paquete busca una variedad de
transformaciones posibles y devolvera la mejor, es decir, la
que hace que se vea mas normal (19-20).

El paquete implementa la transformacion de Box-Cox
(21), la transformaciéon de Yeo-Johnson (17), tres tipos de
transformaciones de Lambert WxF (22) y la transformacion
de normalizacion de cuantiles ordenados (19). Ademas, estima
la eficacia de normalizacion de otras transformaciones de uso
comun y permite a los usuarios especificar transformaciones
personalizadas o estadisticas de la normalizacion.

Para este proyecto se realizé una transformacion logaritmica
debido a que la mayoria de las citocinas se ajustaron a
una distribuciéon gamma para poder realizar el proceso de
imputacion. Ademas, se decidié mantener esta transformacion
con fines de facilitar la interpretabilidad de los modelos
ajustados y la potencial aplicacion de ellos en el contexto de
la practica clinica.

Analisis de clases latentes

El modelo lineal mixto se ha convertido en un método
estadistico estandar para analizar el cambio en el tiempo de
una variable dependiente gaussiana longitudinal y evaluar
el efecto de las covariables en él. Sin embargo, los datos
longitudinales recopilados en estudios de cohortes pueden
ser demasiado complejos para entrar en el marco del modelo
(23). Este asume que la poblacion de N sujetos es homogénea
y se describe a nivel de la poblacidon para un perfil tnico.
En cambio, ¢l modelo mixto de clases latentes consiste en
suponer que la poblaciéon es heterogénea y estd compuesta
por G clases latentes de sujetos caracterizados por G perfiles
promedios de trayectorias. Cada sujeto pertenece a una 'y solo
una clase latente, por lo que la pertenencia a la clase latente se
define mediante una variable aleatoria discreta c, que es igual
a g si el sujeto i pertenece a la clase latente g (g =1, . . ., G).
La variable c, es latente; su probabilidad se describe mediante
un modelo logistico multinomial segun sus covariables Xc,.
El método de maxima verosimilitud nos permite realizar
estimaciones para formar subgrupos que son internamente
homogéneos y externamente heterogéneos (24). En resumen,
el analisis de clases latentes (LCA, por sus siglas en inglés) es
una forma de descubrir agrupaciones ocultas (no-observadas)
en una poblacién de estudio.

Para el LCA de este proyecto se implementd el paquete
de R “lemm” (24). De manera inicial, se tom6 todo el
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conjunto de datos sin contemplar el desenlace del parto
(término vs pretérmino), para evaluar la presencia de grupos
en las trayectorias de las concentraciones de citocinas.
Posteriormente, el analisis solo se limitd a las mujeres con
un desenlace de parto/nacimiento a término, debido a que
este conjunto de individuos contaba con variabilidad amplia;
esto con el fin de encontrar al subgrupo mas homogéneo, es
decir, definir una trayectoria menos variable de nuestro grupo
de referencia y posibilitar un mejor ajuste de los modelos
siguientes.

Los medidas diagnosticas que se utilizaron para evaluar los
modelos lineales mixtos fueron la normalidad de los residuos,
el coeficiente de determinacion (R?) y la minimizacion
del criterio de informacion bayesiano (BIC, por sus siglas
en inglés). Los predictores se sometieron a pruebas de
homocedasticidad y linealidad. La seleccién de modelos del
LCA fue evaluada mediante la minimizacion del BIC y con
la media de probabilidades a posteriori de cada clase >80%.

Modelo Joint

Los modelos Joint para datos longitudinales y de tiempo
hasta el evento (o también conocidos como de supervivencia)
constituyen un paradigma de modelado atractivo que
actualmente goza de gran interés en la literatura médica y
estadistica (25-26). En muchos entornos de investigacion,
es muy comun capturar observaciones longitudinales que
corresponden a medidas continuas junto con indicadores
dicotomicos para marcar la ocurrencia de un evento de
interés. Un ejemplo prototipico en la investigacion clinica
es la evaluacion repetida de medidas biologicas (p. ej.,
presion arterial, afinidad de anticuerpos, nivel de colesterol)
que pueden relacionarse con un evento como la muerte, la
recuperacion de una enfermedad o el diagnostico de una
enfermedad. Ademas, mucho interés gira en torno a la
asociacion entre las trayectorias de una medida bioldgica y
el evento.

El ajuste de los modelos para este proyecto se llevd a cabo
mediante el paquete de R “JMbayes2” (27). Este paquete
proporciona un marco en el que una o mas caracteristicas del
submodelo longitudinal se pueden parametrizar de manera
flexible como predictores lineales en el submodelo de tiempo
hasta el evento.

Esta flexibilidad es importante porque la relacion entre la
variable continua y el evento de interés puede tomar varias
formas funcionales, cada una de las cuales puede implicar
una interpretacion tedrica diferente. Por ejemplo, el proceso
longitudinal se puede especificar en términos relativamente
simples (efectos aleatorios individuales sobre el intercepto y
la pendiente lineal dentro del submodelo de efectos mixtos), o
en efectos mas complejos como splines no lineales, cada uno
de los cuales se puede vincular al proceso de tiempo hasta
el evento con cualquiera de las estructuras de asociacion.

JMbayes2 también permite la inclusion de procesos
longitudinales multivariados y criterios de estratificacion
en el submodelo de tiempo hasta el evento. Ademas, la
estimacion de modelos conjuntos, que son inherentemente
complejos, puede ser computacionalmente demandantes.
Por su nombre, el paquete JMbayes2 se basa en un enfoque
analitico bayesiano, que es muy atractivo para aplicaciones
donde la estimacion clasica de maxima verosimilitud a
menudo encuentra problemas de no identificabilidad que
generan conclusiones inferenciales poco confiables. De
hecho, el analisis bayesiano que utiliza la estimacién por
métodos de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) puede
generar estimaciones puntuales muy precisas sin depender de
suposiciones asintoticas (28). Estos métodos de simulacion
generan muestras de las distribuciones a posteriori y estiman
cantidades de interés a posteriori. El paquete también
proporciona medidas de diagnostico utiles para evaluar
la convergencia de la simulacion y para evaluar el ajuste
relativo del modelo.

De manera general el modelo Joint estima la estructura de
asociacion que asume que el riesgo de un evento en cualquier
momento ¢ esta asociado con el valor subyacente actual
del biomarcador en el mismo momento. Esta formulacion
es la formulacién estandar utilizada para las covariables
dependientes de tiempo. Sin embargo, se debe enfatizar que
esta no es la tnica opcion que se puede ajustar. En general,
podria haber otras caracteristicas de los perfiles longitudinales
de los sujetos que son mas fuertemente predictivas del riesgo
de un evento; por ejemplo, la tasa de aumento/disminucion de
los niveles del biomarcador o un resumen adecuado de toda la
trayectoria longitudinal, entre otros.

Inicialmente se ajustaron los modelos lineales mixtos para
modelar la relacion entre la concentracion de citocina y la
SDG de cada visita. Como variable independiente se ajusto
la interaccion de la SDG de cada visita con la categoria de
parto, ajustandose un polinomio cuadratico para los valores
de la SDG de cada visita. Tomando en cuenta una estructura
longitudinal subyacente se especificaron efectos aleatorios
individuales sobre el intercepto y la pendiente lineal.

El modelo de riesgos proporcionales de Cox se ajustd con
el evento de parto pretérmino (los partos a término fueron
censurados) y con los intervalos de tiempo calculados desde
la SDG de la visita hasta la SDG del parto/nacimiento, ademas
ajustandose por la covariable de antecedente de nacimiento
pretérmino.

Por ultimo, para el modelo Joint se ajustd una estructura de
asociacion donde se estimo la formulacion estandar y la tasa
de aumento/disminucion de los niveles de concentracion de
las citocinas. Ademas, con fines de resaltar los resultados
del LCA aplicado al grupo de partos/nacimientos a término,
también se ajustaron modelos Joint utilizando el conjunto de
datos de la clase mas grande de este grupo, en un intento de
homogeneizar esta poblacion.
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Resultados

Poblacion de estudio y datos faltantes

En total se incluyeron 460 sujetos de estudio para el analisis,
los cuales contaban con cuantificacion completa de citocinas
en muestras de ECV, un minimo de dos visitas durante el
seguimiento de su embarazo y registro de la SDG del parto/
nacimiento. En la Tabla I, se muestran los estadisticos

descriptivos y la proporcion de datos faltantes por censura
de toda la muestra, ademas de estratificarse por grupo de
parto pretérmino. En la Tabla Il se muestran los estadisticos
descriptivos de las citocinas después de realizar la imputacion.
Si comparamos la Tabla I con la Tabla II podemos observar
que las diferencias entre las concentraciones de citocina y
la variable dependiente (grupos de parto) difieren para la
citocina IL-1a. Pues antes de la imputacion se observa una

Tabla I. Caracteristicas descriptivas de la cohorte en estudio y proporcion de datos faltantes de las citocinas

estratificados por grupo de parto.

Parto en SDG
General >37 34-36 <34
N =460 N =407 N =40 N=13 p-value’
n=2,562! n=22327" n= 193! n=42!
Edad, (aiios) 0.054
Mediana (RIQ) 24.0 (20.0, 24.0 (20.0, 22.0 (19.0, 24.0 (21.0,
30.0) 30.0) 29.0) 30.8)
Rango 15.0, 42.0 15.0,42.0 18.0, 33.0 18.0, 36.0
IMC pregestacional, 0.003
(kg/m?)
Mediana (RIQ) 25.2(21.9, 25.3 (22.0, 23.9 (214, 23.6 (21.6,
28.7) 28.7) 26.8) 29.7)
Rango 15.8,47.5 15.8,47.5 19.1, 32.0 16.0,41.8
SDG al nacimiento <0.001
Mediana (RIQ) 39.20 (38.20, 39.30 (38.40, 35.40 (35.00, 32.50 (30.40,
40.10) 40.10) 36.30) 33.40)
Rango 25.40,42.60 37.00, 42.60 34.20, 36.60 25.40, 33.50
SDG por visita <0.001
Median (IQR) 25 (18, 31) 25 (18, 32) 23 (17, 29) 22 (18, 26)
Rango 7,42 7,42 8,36 10, 32
NEP 0.5
Mediana (RIQ) 1.00 (0.00, 1.00 (0.00, 1.00 (0.00, 1.00 (1.00,
2.00) 2.00) 2.00) 1.00)
Rango 0.00, 6.00 0.00, 6.00 0.00, 3.00 0.00, 3.00
Intervalo visita-parto, <0.001
(semanas)
Mediana (RIQ) 14 (7,21) 14 (7, 21) 13 (7, 19) 9 (6, 14)
Rango 0,33 0,33 0,28 0,24
ANPP, n (%) 219 (8.5%) 199 (8.6%) 17 (8.8%) 3(7.1%) >0.9
IL-10, (pg/mL) 0.001

© 2023 Mensaje Bioquimico. Todos los derechos reservados. ISSN-0188-137X
Comité Editorial: Hernandez Alcantara, G.; Meraz Cruz, N.; Ramirez Silva, L.H. y Vilchis Landeros, M.M.
Publicado por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina; UNAM

73



Mediana (RIQ)

Rango

Datos faltantes, n (%)
IL-2, (pg/mL)

Mediana (RIQ)

Rango

Datos faltantes, n (%)

IL-1Ra, (pg/mL)

Mediana (RIQ)

Rango
Datos faltantes, n (%)
VEGTF, (pg/mL)

Mediana (RIQ)

Rango

Datos faltantes, n (%)
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1,016 (181,
2,833)

10, 10,000

328 (12.8)

8(3,27)
1,3,078
521 (20.3)

6,080 (1,928,
10,000)

9, 10,000

407 (15.9)

213 (108,
2,421)

26, 10,000

494 (19.3)

980 (167,
2,773)

10, 10,000

270 (11.6)

8(3,27)
1,3,078
476 (20.5)

5,690 (1,575,

10,000)

9, 10,000

384 (16.5)

208 (111,

876)

26, 10,000
473 (20.3)

1,193 (386,
4,118)

18, 10,000

38 (19.7)

5(3,25)
1, 1,685
38 (19.7)

10,000 (5,965,
10,000)

14, 10,000

20 (10.4)

360 (111,
10,000)

26, 10,000

20 (10.4)

1,701 (1,178,
6,047)

152, 10,000
20 (47.6)
0.11
16 (5, 36)
2, 1,402
7(16.7)
<0.001

10,000 (6,728,
10,000)

21, 10,000
3(7.1)
0.004

248 (84,
10,000)

26, 10,000

1(2.4)

n (%)

2Kruskal-Wallis rank sum test; Fisher's Exact Test for Count Data with simulated p-value (based on 2000 replicates)

Abreviaturas: N, total de pacientes; n, total de observaciones; RIQ, rango intercuartil; SDG, semana de gestacion; IMC, indice de masa corporal; NEP, nimero
de embarazos previos; APP, antecedente de parto pretérmino; IL-1a, interleucina-1 alfa; IL-2, interleucina-2; IL-1Ra, receptor antagonista de interleucina-1;
VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular. >37, parto a término; 34-36 y >34, parto pretérmino.

Tabla II. Estadisticos descriptivos de las citocinas de estudio posterior a la imputacién

estratificados por grupo de parto.

Parto en SDG

General >=37 34-36 <34
N =460 N =407 N =40 N=13 p-value'
n=2,562 n=27327 n=193 n=42
IL.1a 0.065
Mediana 685 (43, 684 (45, 762 (33, 2,141) 293 (4, 1,734)
(RIQ) 2,276) 2,283)
Rango 0, 10,000 0, 10,000 0, 10,000 0, 10,000
IL.2 0.2
Mediana 5(1,17) 5(1,17) 3(2,14) 11(2,28)
(RIQ)
Rango 0, 3,078 0, 3,078 0, 1,685 0, 1,402
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IL.1Ra <0.001
Mediana 4,724 (62, 4,493 (55, 10,000 (3,784, 10,000 (4,747,
(RIQ) 10,000) 10,000) 10,000) 10,000)
Rango 8, 10,000 8, 10,000 8, 10,000 8, 10,000

VEGF <0.001
Mediana 154 (46, 151 (44, 267 (78, 247 (82, 10,000)
(RIQ) 461) 394) 10,000)
Rango 1, 10,000 1, 10,000 4, 10,000 7, 10,000

'Kruskal-Wallis rank sum test

36 y >34, parto pretérmino.

Abreviaturas: N, total de pacientes; n, total de observaciones; RIQ, rango intercuartil; SDG, semana de gestacion; IL-1a, interleucina-1 alfa;
IL-2, interleucina-2; IL-1Ra, receptor antagonista de interleucina-1; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular. >37, parto a término; 34-

diferencia significativa de concentracion entre los grupos
de parto, sin embargo, cuando se realiza la imputacion
esta diferencia se pierde. Curiosamente el impacto de la
imputacion fue mayor para esta citocina a pesar de tener la
menor proporcion de datos faltantes (12.8% vs 20.3%, 15.9%
y 19.3%). También podemos observar que las medianas y el
valor minimo fueron menores después de la imputacion, pues
el objetivo era completar la distribucion truncada.

Transformacion de los datos
En la Figura 1 se visualizan las distribuciones de las citocinas

después de realizar la imputacion. En la seccidon A se observan
las distribuciones de las concentraciones en su escala

original, y en la seccién B posterior a una transformacion
logaritmica. Podemos observar que la transformacion ayudo
a centrar y a lograr cierta simetria en las distribuciones,
especialmente para IL-2, por el contrario, para el caso de IL-
1Ra no se observo un cambio considerable. Esto resalta que
a pesar de tener una misma escala de medicion (picogramo/
mililitro) y de ajustarse a una misma distribucion (gamma),
cada marcador es un caso particular que debe evaluarse
de manera independiente para poder aplicarse la mejor
transformacion de normalizacion posible. Sin embargo, para
fines de interpretabilidad, o en este caso, de aplicacion de un
método de imputacion, se prefiere una transformacion que,
por principio de parsimonia, cumpla con las necesidades de
la mayor parte del conjunto de marcadores.

Parto (SDG) [ >=37 [l 3436 [ <3¢

A IL-1a IL-2 IL-1Ra VEGF
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—————— I ———— - mnlal-uln [ [T ] [ | [ - San - —E-—
IIIIn. o I ol ol PR [ [T ol B
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c
S B IL1a IL-2 IL-1Ra VEGF
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Figura 1. Distribuciones de las concentraciones de citocinas con y sin transformacion logaritmica. A, concentraciones en su escala original. B, Con-
centraciones en escala logaritmica. Abreviaturas: pg, picogramo; mL, mililitro; IL-1a, interleucina-1 alfa; IL-2, interleucina-2; IL-1Ra, receptor antagonista

de interleucina-1; VEGEF, factor de crecimiento endotelial vascular.
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Analisis de Clases latentes

Teniendo en cuanta la gran variabilidad de las concentraciones
y bajo la hipdtesis sobre una expresion diferencial de citocinas
durante el embarazo entre los nacimientos a término y
pretérmino, se tomo6 todo el conjunto de datos para realizar un
LCA para cada citocina y explorar la presencia de grupos de
trayectorias de concentraciones asociadas con nuestra variable
dependiente (SDG del parto/nacimiento). Se obtuvieron tres

clases que pudieron ser asociadas de manera empirica con
los partos/nacimientos >37 SDG, entre 34-36 SDG y <34
SDG (Tabla IIT). Podemos observar que el mayor porcentaje
de error fue entre el grupo >37 SDG vy el grupo de 34-36
SDG, pues 13 individuos fueron erréneamente clasificados
como >37 SDG, que de acuerdo con las SDG, en realidad
pertenecen al grupo de 34-36 SDG. En el grupo de <34 SDG
solamente un individuo fue clasificado erroneamente, el cual
pertenece al grupo de 34-36 SDG.

Tabla III. Analisis de clases latentes

Parto en SDG

General >=37

460 (100%) 407 (88.48 %)

G1

420 (91.3%)

Abreviaturas: SDG, semana de gestacion.

Posteriormente, se realizo el analisis solo en el grupo de partos/
nacimientos a término (Figura 2). En el andlisis de cada una
de las citocinas podemos observar que en todas las citocinas,
excepto IL-1a, se encontraron dos clases latentes, donde una
de ellas es la clase predominante, la cual esta caracterizada
por una proporcion mayor de individuos. Esta ultima, fue

IL-1a
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Concentracion pg/mL (log)

Concentracion pg/mL (log)

34-36 <34

40 (8.7 %) 13 (2.83 %)

Clases latentes

G3 G2

26 (5.65%) 14 (13.04%)

la utilizada para ajustar los modelos Joint posteriores, en un
intento de homogeneizar nuestro grupo de referencia. Sin
embargo, es claro que existe un comportamiento heterogéneo
entre las mujeres que desarrollaron un parto a término,
especialmente para el caso de la IL-1a, lo que podria dificultar
la correcta estratificacion de riesgo del evento sino se tiene
claro este comportamiento de las trayectorias.

IL-2

©

Clase Latente

~

1N (%) = 44 (10.81%)
m—2:N (%) = 363 (89.19%)

10 20 30
Semana de Gestacion

VEGF

Clase Latente
10N (%) = 52 (12.78%)
m= 2:N (%) = 355 (87.22%)

—

158

20 30 40
Semana de Gestacion

Figura 2. Analisis de clases latentes del grupo de partos/nacimientos a término. Para este analisis se utilizaron las concentraciones de citocinas como
variable dependiente y la semana de gestacion por visita como variable independiente. En las leyendas de cada panel se observa el nimero de clases laten-
tes estimado y la proporcion en frecuencia absoluta y porcentaje del nimero de individuos de cada clase. Abreviaturas: pg, picogramo; mL, mililitro; IL-1a,
interleucina-1 alfa; IL-2, interleucina-2; IL-1Ra, receptor antagonista de interleucina-1; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular.
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Modelos Joint las predicciones del modelo de regresion lineal mixto que
incluye a la clase latente mas grande del grupo a término y
en la seccion B se observan las predicciones del modelo que
incluye todos los datos del grupo a término. En comparativa
podemos observar que el error de la regresién es menor
cuando se utiliza el LCA, visualizandose como intervalos
de confianza mas estrechos. Por lo tanto, este abordaje nos

En este apartado ademas de presentar los resultados del
modelo, también se resaltara una aplicacion del LCA. En la
Figura 3, se muestran las trayectorias de las concentraciones
de citocinas a lo largo del embarazo estratificadas por
grupo de parto/nacimiento. En la seccidn A observamos

Parto (SDG) ~ >=37 == 3436 —— <34

A IL-1a IL-2 IL-1Ra VEGF
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Semana de Gestacion

Figura 3. Predicciones del modelo de regresion lineal mixto. A, Modelos ajustados utilizando el LCA para el grupo de partos/nacimientos a término. B,
Modelos ajustados con todo el conjunto de datos del grupo de partos/nacimientos a término. La regién sombreada de color gris representa los intervalos de
confianza al 95% de las lineas de regresion. Abreviaturas: pg, picogramo; mL, mililitro; IL-1a, interleucina-1 alfa; IL-2, interleucina-2; IL-1Ra, receptor
antagonista de interleucina-1; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular; LCA, analisis de clases latentes. SDG; semana de gestacion. >37, parto a
término; 34-36 y >34, parto pretérmino.

dara estimaciones mas homogéneas y precisas sobre el riesgo
asociado al parto pretérmino. En la Tabla IV se reportan los
cocientes de riesgo o hazard ratios (HR) estimados por el
modelo Joint usando los datos completos del grupo a término

En la tabla también se reporta el Criterio de Informacioén
de la Devianza (DIC, por sus siglas en inglés) que al igual
que el BIC es una medida de bondad de ajuste de un modelo
y frecuentemente es utilizado como un criterio para la

y utilizando el LCA para el mismo grupo. seleccion de modelos. Podemos observar que los modelos

Tabla IV. Cocientes de riesgos (Hazard Ratio) estimados por los modelos Joint.

Modelo Hazard Ratio 2.5%! 97.5%! p-value DIC?
Utilizando el LCA
IL-1a 0.52 0.31 0.77 0.00022 6,267.913
(value?)
IL-1a
6.497515x10° 1.858227x10° 2.642646x10'4 0.00000
(slope?)
IL-2 0.87 0.43 1.52 0.71056 8,691.429
(value?)
- 1
IL-2 4 1.514839%10'# 6'234445X100 5.779805%x10%7 0.00000
(slope®)
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IL-1Ra 0.97 0.55 2.19 0.81278 10,679.241
(value?)
IL-1Ra 0.00 0.00 0.00 0.00000
(slope?)
VEGE 2.01 0.67 8.37 0.27589 8,906.102
(value?)
VEGE 0.00 0.00 0.25 0.03033
(slope?)
Muestra Completa
IL-1a 1.19 0.95 1.48 0.12067 11,391.926
(value?)
IL-1a
1.275655%1012 4.547926x108 3.930784x1015 0.00000
(slope?)
IL-2 0.87 0.43 1.52 0.71056 8,691.429
(value?)
- 1
IL-2 . 1.514839%10'8 6'234445X100 5.779805x10%7 0.00000
(slope®)
IL-IRa 0.94 0.65 1.32 0.78567 12,751.922
(value?)
IL-1Ra 0.00 0.00 0.00 0.00000
(slope*)
VEGE 0.70 0.49 0.99 0.04444 11,184.708
(value?)
VEGE 0.00 0.00 0.00 0.00000
(slope*)
Intervalo de probabilidad.
2Criterio de Informacion de la Devianza.
3Estimacion puntual.
“Estimacion de la tasa de aumento/disminucion.
Abreviaturas: 1L-10, interleucina-1 alfa; IL-2, interleucina-2;

que se ajustaron utilizando el LCA tienen menor DIC, por lo citocinas IL-1a e IL-2, donde la pendiente de los grupos con
tanto, el error del modelo es menor y las estimaciones suelen parto/nacimiento pretérmino es mas pronunciada, se observan
ser mas precisas. HR extremadamente grandes. Esto interpreta que cada unidad
Cabe sefalar que la magnitud de algunos HR fue demasiado de aumento en la tasa de aumento de las concentraciones de la
pequeiia y se encuentran con un valor de cero, como es en citocina, el riesgo asociado de parto/nacimiento pretérmino es
el caso de la estimacion de la tasa de aumento/disminucion —extremadamente alto. En cuanto a las estimaciones puntuales
de los modelos de IL-1Ra y VEGF. Por el contrario, para las podemos interpretarlas de la siguiente manera (para el caso
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del modelo de IL-1a utilizando el LCA): por cada unidad
de incremento en la concentracion de esta citocina el riesgo
asociado de parto/nacimiento pretérmino disminuye en un
48% (HR=0.52, IC 95%=0.31-0.77, p-value=0.00022).

Discusion

La creacion de buenas practicas de imputacion requiere un
conocimiento exhaustivo sobre los datos, especialmente del
patrén de datos faltantes, junto con un buen juicio estadistico
(8). Sin embargo, los datos reales son mas ricos y complejos
que los modelos estadisticos que se les aplican. Idealmente,
los valores imputados deberian verse como datos reales en
todos los aspectos, especialmente si se van a ajustar multiples
modelos sobre los datos imputados.

Los factores de riesgo clinicos tradicionales generalmente
se miden con poca frecuencia y se evaltan sobre la base de
puntos de corte y rangos normales o anormales asociados
con una salud 6ptima, un riesgo minimo de enfermedad o
rangos de referencia que contienen al 95% de la poblacion
de referencia (5). Sin embargo, los rangos de salud 6ptimos
difieren segun el individuo en funcion de factores como la
edad, el sexo, el origen étnico, la geografia, la estacion, etc.
Esto conduce a diferencias en los valores 6ptimos o de riesgo
dificultando la comparacion con poblaciones especificas. Por
lo tanto, el uso de modelos estadisticos como el modelo Joint
abre la posibilidad de estimar la probabilidad del evento de
acuerdo a las mediciones de un mismo individuo durante
su seguimiento. O en el caso del LCA al descubrimiento de
subpoblaciones con caracteristicas fenotipicas diferentes a lo
que conocemos como poblacion de referencia.

La perspectiva basada en hipotesis es aquella que establece
sus suposiciones sobre cudl se cree que es la respuesta y
luego encuentra hechos para validar o refutar. En cambio,
la perspectiva basada en datos utiliza herramientas
computarizadas, algoritmicas y de aprendizaje automatico,
que se pueden configurar para reconocer patrones en datos de
pacientes, datos de casos historicos, tratamientos y eventos,
destacando asi patrones que de otro modo habrian escapado
a nuestra atencion. También se pueden utilizar como un
mecanismo de seguridad para comprobar la coherencia
de las estrategias propuestas con las opciones anteriores.
De esta manera, podemos concluir que ambos enfoques se
complementan para una mejor descripcion del fenomeno y
nos ayudan a la toma de decisiones, a postular teorias o a
continuar con otras estrategias de analisis.
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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa
de mortalidad a nivel mundial, con un aumento constante y
alarmante en las ultimas décadas, convirtiéndose asi en un
desafio de salud global. La etiologia de las enfermedades
cardiovasculares es diversa, multiples estimulos como el calor
y el frio inducidos por el cambio climatico, los contaminantes
ambientales, infecciones, etc., conducen a efectos nocivos
para el sistema cardiovascular, e.g., la remodelacion de
tejidos, estrés oxidante y respuestas inflamatorias.

Las respuestas inflamatorias representan un mecanismo de
defensa en el que las células inmunes y no inmunes protegen
al huésped de patdgenos peligrosos, estimulando la reparacion
y recuperacion de los tejidos. El receptor celular tipo Toll 4
(TLR4), se destaca entre otros receptores de reconocimiento
de patrones, por su abundante expresion y capacidad para
provocar respuestas inmunes robustas ante el reconocimiento
de patdgenos, proteinas endogenas y material genético,
convirtiéndose en un objetivo de interés para la intervencion
terapéutica. Las implicaciones derivadas de respuestas
inflamatorias descontroladas en tolerancia inmunolodgica y
las alteraciones fisioldgicas aumentan el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares, la primera causa de muerte a
nivel mundial.

La proteina de choque térmico 60 (HSP 60) es una
chaperonina conservada evolutivamente y ha sido
asociada tradicionalmente con un papel fundamental en el

Abstract

Cardiovascular discases are the leading cause of global
mortality, with an alarming and decades-steady increase
in cases worldwide, becoming a global health challenge
despite medical advances. Cardiovascular diseases etiology
is diverse, multiple stimuli such as heat and cold exerted by
climate change, environmental pollutants, infections, etc.,
lead to deleterious effects for the cardiovascular system, e.g.,
tissue remodeling, oxidative stress, endothelial disfunction
and inflammatory responses.

Inflammatory responses represent a defense mechanism
in which, immune and non-immune cells, protect the host
from dangerous pathogens, stimulating tissue repair and
recovery. The cellular Toll like receptor 4 (TLR4), outstands
among other pattern recognition receptors, for its abundant
expression and capacity to elicit robust immune responses
upon pathogen, endogenous proteins, and DNA material
recognition, becoming a target of interest for therapeutic
intervention. Implications derived from uncontrolled
inflammatory responses into immune tolerance, and
physiological alterations increases the risk of developing
cardiovascular diseases, leader cause of death worldwide.
Heat Shock Protein 60 (HSP 60), an evolutionary conserved
chaperonin traditionally associated to a pivotal role in
development of inflammatory maladies, has been reported
to possess anti-inflammatory properties in TLR4-mediated
diseases such as cardiopathies, diabetes and immune maladies,
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desarrollo de enfermedades inflamatorias, en enfermedades
mediadas por los TLR4 como cardiopatias, diabetes y
enfermedades inmunitarias, sin embargo, también se ha
observado propiedades antiinflamatorias cuando se presenta
en una conformacion peptidica o estd presente a bajas
concentraciones. La descripcion del efecto que esta proteina
o sus péptidos ejercen sobre las células que expresan TLR4
sigue siendo dificil de integrar. En este trabajo, se podra
encontrar como diferentes estimulos pueden ser regulados por
las HSPs y como la HSP 60 puede mantener la homeostasis
fisiologica o puede conducir a la progresion de enfermedades
cardiovasculares.

Palabras clave: Proteinas de choque térmico, enfermedades
cardiovasculares, inflamacion, cambio climatico, Receptores
de tipo Toll.

when presented in a peptide conformation, nonetheless, the
description of the effect that these peptides exert on TLR4-
expressing cells remains elusive. In this work, it can be
found how different stimuli can be regulated by HSPs, and
how HSP 60, can maintain physiological homeostasis or can
induce to cardiovascular diseases.

Keywords: Heat shock proteins, cardiovascular discases,
inflammation, climate change, Toll-like receptors.

Introduccion

Considerando que el cambio climatico no es tan simple como
el aumento de las temperaturas, sino un proceso complejo,
que crea condiciones meteorologicas favorables para producir
patrones climaticos extremos como olas de calor, olas de frio,
tormentas, sequias, etc., hoy comenzamos a entender que
estos fenomenos predisponen secundariamente a una gran
variedad de problemas de salud, incluyendo enfermedades
infecciosas, trastornos psiquiatricos, desnutricion, diferentes
tipos de cancer y la mayoria de los trastornos crénicos no
transmisibles, de los cuales las enfermedades cardiovasculares
siguen siendo la principal causa de muerte (1).

La respuesta fisiologica como resultado a los cambios de
temperatura en un sistema, un 6rgano o tejido, asi como las
alteraciones en las vias bioquimicas y moleculares a nivel
celular; poco a poco se han asociado a los mecanismos por los
cuales el cambio climatico favorece el desarrollo de diversas
patologias cardiovasculares tales como: la hipertension, las
arritmias, la aterosclerosis, la trombosis y otros factores de
riesgo, que conducen a diversos desenlaces cardiovasculares
como el infarto de miocardio, la insuficiencia cardiaca, los
accidente cerebrovascular, entre otros; encontrandose aun
mas una relacion entre el cambio climatico, el calentamiento
global o los contaminantes ambientales, que impulsan a
revisar y conjuntar estadisticos sobre estas condiciones a lo
largo de las ultimas décadas y su papel en la salud.

En los ultimos afios, varios estudios han investigado los
efectos del cambio climatico sobre la salud cardiovascular,
pero los resultados han sido inconsistentes, ya que algunos
estudios sugieren que las temperaturas mas calidas
representan un mayor riesgo y otros concluyen lo contrario,
incluso estableciendo las condiciones presentes en las
temporadas de verano o invierno, como factores de riesgo
cardiovascular (2).

La hipertension arterial sistémica se considera uno de los
principales factores de riesgo para la incidencia de eventos

cardiovasculares y la disminucion de la sobrevida. Wang
y colaboradores (2017), realizaron el primer metaanalisis
de la relacion entre la temperatura ambiente y la presion
arterial, informando una asociacion inversa significativa
consistentemente (3). Sin embargo, en otro metaanalisis
que estudio la relacion entre la temperatura ambiente y el
infarto de miocardio, se encontré una curva de exposicion-
respuesta, concluyendo que en realidad se trata de una
exposicion a temperaturas extremas (golpes de temperatura),
en lugar de la exposicion paulatina al calor o al frio por si
sola, lo que representa el mayor riesgo (4). En cuanto a los
eventos cerebrovasculares, los estudios son mas limitados y
los metaanalisis no son concluyentes. Sin embargo, alguna
evidencia sugiere que las temperaturas frias estdn mas
asociadas con accidentes cerebrovasculares isquémicos,
mientras que las temperaturas altas parecen estar asociadas
con accidentes cerebrovasculares hemorragicos (5).

Estos estudios apoyan o sugieren la hipotesis de que la
incapacidad de adaptacion térmica a cambios bruscos de
temperatura (frio/calor) ejerce un efecto directo sobre el
bienestar cardiovascular. Sin embargo, como un todo, la
temperatura es solo un actor dentro de una compleja red de
interacciones bioldgicas, geograficas y sociodemograficas.
De hecho, si bien se sabe que algunas poblaciones como
mujeres, adultos mayores, niflos pequefios, personas
con comorbilidades preexistentes y sectores de nivel
socioeconomico bajo son mas susceptibles a los efectos de la
variacion de temperatura (6), es importante considerar que la
mayor parte de esta evidencia proviene de estudios realizados
en areas urbanas donde el cambio climatico coexiste con
otros factores de riesgo cardiovascular conocidos como los
contaminantes del aire, particularmente el ozono y el material
particulado, que podrian actuar como variables cofundadoras
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La salud cardiovascular y las proteinas de choque térmico

El corazon es un 6rgano que, para satisfacer sus demandas
energéticas, funciona preferentemente por fosforilacion
oxidante, por lo que depende en gran medida del flujo
sanguineo continuo o incluso una escasez menor; debido a
una obstruccion que puede alterar su contractilidad y conducir
a la muerte. Los tejidos cardiacos dependen de mecanismos
protectores que incluyen una circulacion colateral, un sistema
antioxidante y otras respuestas intracelular al estrés que
salvaguarden su integridad. Entre estos esquemas de defensa,
la respuesta de las proteinas de choque térmico (HSPs) es una
caracteristica evolutiva notablemente preservada que esta
presente tanto en organismos procariontes como eucariontes.
La amplia heterogeneidad de respuestas ejercidas por este
sistema también es el resultado del nimero considerable de
miembros de esta familia de proteinas (8).

Las proteinas de choque térmico o HSPs (por sus siglas en
inglés, Heat Shock Proteins) son una familia de chaperonas
que se encuentran en diferentes tipos de organismos que van

desde bacterias, levaduras y humanos. Las HSPs son una
gran familia de proteinas intracelulares que recibieron su
nombre después de determinar que su regulacion responde
a golpes de calor (choque térmico), y su proposito general
es otorgar una proteccion contra esta condicion que de otro
modo seria amenazante para la homeostasis celular. El estrés
térmico es uno de los principales factores que desencadenan
un mal plegamiento y/o la agregacion, o desnaturalizacion
de las proteinas, lo que provoca una respuesta que conduce
principalmente a la induccion de la transcripcion de
determinados genes que codifican para las HSPs. A esta
familia de proteinas, también se les llama chaperonas
moleculares, un nombre que a menudo se usa indistintamente
con HSP, sin embargo, algunas HSPs no tienen funcion de
acompafiamiento y actiian como proteinas multifuncionales
(8). La nomenclatura tradicional de estas proteinas designa
a cada uno de sus miembros con las siglas de la familia,
seguidas de su respectivo peso molecular, como se describe
en la Tabla L.

Tabla I. Diferentes proteinas de choque térmico de mamiferos y su funcién fisiolégica general

Proteina de choque térmico (HSP) Funcion

HSP 27 Como parte de la familia de proteinas pequeias de choque térmico (sHSP), esta proteina participa como
chaperona, en la citoproteccion, antiapoptosis y funcion antioxidante.

HSP 32 Es una proteina involucrada en la degradacion de la biliverdina, aumenta en el contexto de ciertos factores
estresantes, como el aumento de la temperatura, actia en prevencion contra la intoxicacion por metales pesados y
la exposicion a especies reactivas del oxigeno.

HSP 60 Junto con HSP10, esta proteina tiene actividad de chaperona, en mecanismos de inmunorregulacion y
citoproteccion.

HSP 70 Esta proteina actiia como chaperonina y participa en la autofagia, antiapoptosis y citoproteccion.

HSP 90 Esta proteina ayuda en las funciones de chaperonina, en la sefializacion intracelular, proapoptosis y el control del
ciclo celular.

HSP 110 Esta proteina funciona como chaperona y proporciona un efecto termotolerante para las células.

Entre estos patrones de defensa, las respuestas de las
HSPs son una caracteristica notablemente preservada en
la evolucion ya que estan presentes en los organismos a lo
largo de la cadena evolutiva. La amplia heterogeneidad
de las respuestas provocadas por este sistema también es
el resultado del nimero considerable de miembros de esta
proteina. Como se menciond anteriormente, las HSPs se
identificaron originalmente debido a su pronta activacion
después de aumentos bruscos de temperatura y se teorizod
que su funcion era para ayudar a las células a adaptarse y
sobrevivir en estas circunstancias.

El papel de la proteina de choque térmico 60
LaHSP 60 (de 60 kDa), es una destacada proteina de la familia

de las HSPs, que se ha estudiado exhaustivamente debido a
sus propiedades cardioprotectoras. La HSP 60 se clasifica en

dos grupos diferentes de chaperoninas (nombre que se usa
indistintamente con HSP 60). El grupo I de chaperoninas se
puede encontrar en las mitocondrias, siendo ésta su ubicacion
principal y en los cloroplastos de los eucariotas, pero también
pueden tener otras ubicaciones, como el citosol, la membrana
y la superficie celulares. También se pueden encontrar en
el citoplasma procariota. El grupo II de chaperoninas se
encuentra principalmente en el citoplasma de las células
eucariotas, asi como en microorganismos arqueobacterianos.
La HSP 60, posee propiedades cardioprotectoras, que
incluyen el procesamiento de proteinas mal plegadas, cuenta
con una actividad antiapoptdtica y permite la dinamizacion
de factores de transcripcion clave para la biogénesis
mitocondrial y el manejo del calcio. Paraddjicamente, esta
misma proteina también puede ser una fuente de inflamacion
no solo para los tejidos de los que proviene, sino también
para los tejidos periféricos. Se ha demostrado que la HSP 60
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estimula tanto a la inmunidad innata como a la adaptativa,
comportandose como un patrén molecular asociado a
dafio (DAMP por sus siglas en inglés Damage-Associated
Molecular Pattern), provocando respuestas inmunitarias

Estadios
de estrés

compensado

robustas que desencadenan mecanismos de inflamacion, que
en la actualidad se consideran como una parte detonante en
la fisiopatologia de las enfermedades cardiovasculares (9).
Figura 1.
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Figura 1. Estadios de estrés compensado vs. estados de estrés excesivo. La HSP 60 funciona de manera bimodal dependiendo de los insultos involu-
crados. En la mitad izquierda de la imagen se pueden observar los estadios de estrés compensados que generan una adaptacion favorable de la mitocondria y
la regulacion positiva de los niveles de HSP 60. Con estas chaperonas reguladas al alza, aumenta la supervivencia de los cardiomiocitos. Tenga en cuenta que
también se excretan pequefas cantidades de moléculas de la HSP 60 con la ayuda de los exosomas, lo que inicia la respuesta anti-HSP60 y la activacion de
las células Tregs = efecto antiinflamatorio. En la mitad derecha de la imagen, el estrés excesivo altera varios componentes relacionados con la supervivencia
celular, siendo el efecto neto una inflamacion celular y el aumento de la permeabilidad mitocondrial. Esto aumenta dramaticamente los niveles de la HSP 60
en el espacio extracelular (con otros marcadores de necrosis). La HSP 60 actia como un potente activador de las células presentadoras de antigeno (APCs)
aumentando extracelularmente la inflamacion y la remodelacion del tejido (modificado de (8)).

Por estas razones, la HSP 60 esta involucrada en la
supervivencia celular, la inflamacion y la inmunizacion tras el
reconocimiento y la activacion de los receptores de tipo Toll
4 (TLR4) (8). Tras la translocacion de la superficie celular o
en los exosomas, la HSP 60 es capaz de inducir la apoptosis
celular en cardiomiocitos de ratas adultas; ademas, la HSP
60 extracelular se asocia con cambios proinflamatorios y
apoptoticos, y funge como un marcador celular para su
deteccion por parte del sistema inmunitario y otras lineas
celulares. Los avances en la red del sistema inmunitario
sugieren que la HSP 60 también puede ayudar a aliviar el
entorno inflamatorio tras el reconocimiento de TLR4 de una
manera dependiente de la dosis, ya que se ha informado que

los péptidos de HSP60 inducen un efecto antiinflamatorio
a través de la activacion de las células B, T reguladoras y
células T antiergotipicas (10). Figura 2.

Esta dualidad en las funciones de la HSP 60 (la proteina
completa o sus formas peptidicas), ha generado un enorme
interés en su estudio con miras en la aplicacion para la
reduccién de placas aterosclerdticas, artritis idiopatica
juvenil, diabetes y varias enfermedades autoinmunes y
proinflamatorias (9). Por lo tanto, con estas observaciones se
ha determinado que la HSP 60 juega un papel importante en
la respuesta biologica ante condiciones homeostaticas y de
estrés celular.
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Figura 2. Funciones inmunitarias de la HSP 60. La HSP 60 es reconocida por los TLRs tanto en macréfagos como por las células dentriticas (DCs) lo
que provoca respuestas proinflamatorias. Esto se logra a través de diferentes mecanismos, incluidos los de presentacion de antigenos mediante las células
presentadoras de antigenos, dando como resultado una mayor maduracion de las DCs, la secrecion de citocinas proinflamatorias por los macrofagos y la
regulacion positiva de la moléculas coestimuladoras del complejo mayor de histocompatibilidad I y II (MHC-I y MHC-II), o de moléculas como las CD86
y CD40. La HSP 60 también es reconocida por receptores de las células T (TCR) y pueden inducir una funcién proinflamatoria a través de la activacion
de las células T efectoras o de suprimir la inflamacién a través de la modulacion de células T reguladoras y antiergotipicas. Los péptidos de la HSP 60
que son reconocidos por las células B pueden provocar una mecanismo antiinflamatorio a través de la secrecion de interleucina (IL)-10 o una respuesta
proinflamatorio a través de la liberacion de anticuerpos contra la HSP 60. Como tal, los efectos inmunitarios provocados por esta proteina son variables y

estan sujetos a cambios en su concentracion local (modificado de (8)).

La proteina de choque térmico 60 en la patologia
cardiovascular

Ya se ha hablado que la expresion de las HSPs se asocia con
efectos benéficos o perjudiciales, segln el fenotipo celular y
el papel especifico de la HSP, ya que estas proteinas pueden
mejorar la tolerancia al estrés térmico y la plasticidad térmica,
pero también puede provocar el arresto del ciclo celular, la
activacion de mecanismos proinflamatorios y conducir a la
muerte celular. En el contexto del calentamiento global, las
temperaturas ambientales extremas pueden conducir a una
sobreexpresion aguda de las HSPs debido al estrés por calor
o frio. Se ha sugerido que la variacion en la expresion de las
HPSs podria ser el resultado de una respuesta de adaptacion
celular destinada a hacer frente a diversas condiciones
de temperatura y cambios ambientales. Sin embargo, la
sobreexpresion cronica de esta proteina se asocia a un dafio y
progresion de enfermedades cardiovasculares (11).

Como se ha mencionado anteriormente, las enfermedades
cardiovasculares son la consecuencia de una plétora de
estimulos inductores de estrés que pueden actuar sobre los
tejidos cardiacos, principalmente el miocardio, inhabilitando
la estructura y funcion del corazén. Las placas de las
arterias coronarias son los principales contribuyentes de
la disminucion progresiva del suministro de oxigeno y de
nutrientes al miocardio. La inflamacién in situ también es
un factor importante caracteristico de eventos dafiinos en
curso, y puede manifestarse con la secrecion de citocinas

de las células residentes, desencadenando programas
proinflamatorios con el reclutamiento de células del sistema
inmune a las areas afectadas. La incapacidad de disminuir
o despejar las condiciones estresantes en un sistema celular
da como resultado la generacion de lesiones repetidas en
los tejidos involucrados y la induccion de la muerte celular
programada, un hallazgo comtn que conduce a la disfuncion
organica en estas patologias.

La literatura ha indicado que la presencia extracelular de
la chaperonina (HSP 60) contribuye a desencadenar varios
eventos autoinmunes que conllevan a la progresion de las
enfermedades cardiovasculares, lo que contrasta con las
funciones normalmente atribuidas de la proteostasis de esta
chaperona. Sehanidentificado concentraciones marcadamente
altas de la HSP 60 en pacientes con hipertension limitrofe, y
esto se ha asociado con un mayor grosor de la intima/media
de las arterias carotidas, lo que indica la presencia de placas
ateromatosa (12). Ademas, se han observado niveles mas altos
de anticuerpos circulantes anti-HSP 60 y estos se vincularon
con un mayor riesgo de enfermedad arterial coronaria de
manera dosis-dependiente.

Por otra parte, en la aterosclerosis, una enfermedad que
actualmente es considerada como autoinmune y cuya
progresion lenta pero constante se produce debido a una
serie de procesos inflamatorios cronicos en la intima arterial
(la capa de la pared arterial justo debajo del endotelio),
que puede causar la obstruccion parcial o total del flujo
sanguineo del corazén por la formacion de una placa
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que reduce ampliamente el didmetro de la vasculatura,
privando al musculo cardiaco del adecuado flujo sanguineo
y suficiencia de oxigeno causando isquemia cardiaca. La
evidencia ha demostrado que las HSP 60 de bacterias y del
humano participan en la fisiopatologia de la aterosclerosis
en diferentes estadios de la progresion de la enfermedad,
determinando su importancia como marcador de enfermedad
y como un potencial blanco terapéutico (13).

Por ultimo, la insuficiencia cardiaca es responsable de una
gran morbilidad y mortalidad a nivel mundial y debido
a sus variables etiologias y su asociacion con multiples
enfermedades cronicas, se ha convertido en una de las
afecciones cardiacas mas estudiadas. El advenimiento de
un mejor pronodstico para el tratamiento de eventos agudos
de insuficiencia cardiaca y el envejecimiento general de
la poblacion ha llevado en ultima instancia a un aumento
exponencial en su prevalencia; lo que justifica la necesidad
de una mejor comprension de la fisiopatologia y las opciones
terapéuticas. En lo que respecta a las HSPs, se han realizado
varios estudios en los ultimos afios, generalmente mostrando
una correlacion entre la insuficiencia cardiaca y aumento de los
niveles de HSP circulantes y en el tejido vascular. Knowlton
y colaboradores (2017), realizaron pruebas para determinar la
expresion de las HSP en la insuficiencia cardiaca relacionada
a la miocardiopatia dilatada y cardiopatia isquémica (14).
Los resultados mostraron que, en corazones con
miocardiopatia dilatada, tanto la expresion de HSP 60 como
la de HSP 27 aumentaron significativamente, 2.5 y 2.0 veces,
respectivamente. Con ello, se denota la relevancia de las
HSPs y en particular la HSP 60 en la progresion de diversas
enfermedades cardiovasculares, siento este un blanco
terapéutico de gran relevancia.

Mecanismos de inflamacion inducidos por la HSP 60

Los TLRs son receptores de reconocimiento de patrones
o PRR (por sus siglas en inglés, Pattern-Recognition
Receptors) presentes en varios tipos de células como las
c¢lulas polimorfonucleares, mastocitos, macréfagos, células
dendriticas, linfocitos T (células T) y linfocitos B (células B).
Estos receptores pueden tener distintas localizaciones: los
TLR11, TLR6, TLRS, TLR4, TLR2 y TLR1 se encuentran
en la superficie de la célula mientras que los TLR9, TLRS,
TLR7 y TLR3 residen intracelularmente. Estos receptores
reconocen diferentes estructuras dependiendo del subtipo del
TLR (10).

En las células del corazén, especificamente en los
cardiomiocitos, estd bien establecido que los receptores
de tipo Toll (TLR) se expresan en la membrana celular,
especificamente los TLR4 y TLR2. Los TLR participan en
el reconocimiento de patdgenos y la defensa del huésped
y desencadenan la inmunidad innata. El TLR2 es capaz de
reconocer a los acidos lipoteicoicos bacterianos y el TLR4
reconoce lipopolisacaridos (LPS) bacterianos. Ellos poseen
un dominio extracelular y un dominio citoplasmatico del

receptor Toll/IL-1 (TIR). En condiciones patologicas, los
niveles de expresion de estos receptores aumentan a medida
que reconocen a la HSP 60 extracelular liberada por estimulos
de estrés. Esta interaccion desencadena la produccion de
citocinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral
a (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6) mediante la activacion
del factor nuclear kB (NF-kB) y la proteina de diferenciacion
mieloide 88 (MyD88)-p38, quienes a su vez inducen una
regulacion positiva de los niveles de expresion de TLR2 y
TLR4 a través de la via TLR4-MyD88-c-Jun N-terminal
cinasas (JNK)/NF-«B (14). De igual manera, la activacion
de los TLR4 y TLR2, puede generar el deterioro de la
contractilidad de los miocitos ventriculares, a través de los
productos de la via de la NF-xB (15).

Estrategias terapéuticas e inmunomoduladoras

Como se menciond anteriormente, la HSP 60 extracelular
(eucariota o procariota) puede desempefiar funciones tanto
proinflamatorias como antiinflamatorias, dependiendo de
sus interacciones con los receptores de la superficie celular,
incluidos los TLRs, aunque también puede unirse a otras
proteinas durante una respuesta inmune para ayudar en su
presentacion a los linfocitos. Con base en la posibilidad de
modular respuestas a nivel cardiovascular, donde el contexto
proinflamatorio es preponderante, diversas estrategias se han
estudiado para inducir una inmunidad selectiva con epitopos
exclusivos de microorganismos, y asi protegernos de
amenazas infecciosas. Sin embargo, también se busca generar
la tolerancia hacia aquellos epitopos compartidos para evitar
la autoinmunidad. Estrategias de inmunomodulacion usando
toda la HSP 60 o péptidos de ésta han arrojado evidencia
sobre las implicaciones bioldgicas y fisiopatologicas que
estos elementos antigénicos tienen para orquestar respuestas
celulares inmunitarias a favor y en contra del bienestar
cardiovascular. Figura 3.

En este sentido, tradicionalmente se han realizado multiples
esfuerzos en el desarrollo de tratamientos para mejorar la
supervivenciadepacientes conenfermedades cardiovasculares
y aquellas mediadas a través de los TLRs. De los mas de 100
ensayos clinicos terapéuticos, la mayoria no han logrado
obtener resultados favorables en la modulacion inflamatoria,
siendo una de las explicaciones mas aceptada, la perpetuacion
de una compleja interaccion inmunoinflamatoria no regulada
(16). Historicamente, las intervenciones antiinflamatorias
han sido el enfoque principal para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, aquellas mediadas por la
sepsis y el choque séptico, estimulando a la investigacion y el
desarrollo de nuevos antagonistas del TLR4 para amortiguar
el entorno proinflamatorio, siendo TAK-242 y Eritoran dos
moléculas reconocidas para tales fines. A pesar de su éxito
para impedir el proceso de dimerizacion del complejo TLR4/
MD2 en modelos muridos, al competir por el sitio o cavidad
de union de MD2, la molécula Eritoran no logré mejorar la
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Figura 3. Vacunas con la proteina de choque térmico 60. Efecto dual de vacunas usando la HSP 60 por via oral, subcutanea o intranasal sobre la progresion
de la placa aterosclerotica (usando la proteina completa o sus péptidos derivados). Las vacunas con la HSP60 pueden reducir los depositos o complejos de
anticuerpos que en los vasos sanguineos producen un ambiente proinflamatorio. Se observa que las vacunas peptidicas de la HSP 60 ejercen un mecanismo
inmunomodulador para aumentar la actividad de las células T reguladoras (Tregs), una respuesta antiinflamatoria con la disminucion en la produccion de
citocinas y la reduccion en la actividad innata, la adaptativa, y una tolerancia que favorece a la reduccion de placas. La linea punteada representa un ambiente
proinflamatorio (a la izquierda) y uno antiinflamatorio (a la derecha) (modificado de (9)).

supervivencia en pacientes humanos con sepsis infectados
por flora Gram-negativa (17). Con ello, esta perspectiva
poco prometedora para el futuro cercano por el aumento de
pacientes con enfermedades proinflamatorias y autoinmunes,
los eventos inducidos por el cambio climatico y el aumento de
infecciones recurrentes con una mayor incidencia de sepsis y
la resistencia emergente a los antibioticos, se hace plausible
la necesidad de desarrollar farmacos inmunorreguladores o
pensar en estrategias inmunomoduladoras con activadores
proteicos dirigidos a los TLR4.

Con base en estas caracteristicas y en el conocimiento de
que los péptidos de la HSP60 actian como adyuvantes y
potentes activadores de los TLR4 en macrofagos y células
dendriticas, pero también fungiendo como moléculas
terapéuticas prometedoras para regular la disminucion de la
inflamacion descontrolada (caracteristicas de las enfermedades
cardiovasculares, la artritis y la sepsis), ha sido necesaria la
comprension completa de las interacciones que gobiernan los
procesos de activacion o inhibicion de estos receptores. Las
herramientas bioinformaticas, como el acoplamiento molecular
(molecular docking) y la dindmica molecular (molecular
dynamics), arrojan nuevas perspectivas sobre tales situaciones
y se vuelven herramientas ttiles para la determinacion de las
interacciones clave entre las moléculas, como en nuestro
caso, los péptidos de la HSP 60. En la tltima década, el

descubrimiento de farmacos simulados por computadora
(Computer-Aided Drug Discovery o CADD, por sus siglas en
inglés) ha permitido un progreso sustancial en el desarrollo
de farmacos, moléculas pequefias, péptidos o anticuerpos,
reduciendo el lapso desde la identificacion de los blancos
moleculares y su optimizacion y aplicacion biologica (18).
Basado en el uso potencial de la HSP 60 y sus péptidos
derivados como base para la activacion de los PRRs y
especialmente en terapias reguladoras de TLR4, se ha
buscado una mayor comprension de las interacciones que
rigen la activacion o inhibicion de los TLR4 ejercida por los
ligandos a explotar y asi como comprender completamente su
enfoque regulador. Vila-Casahonda y colaboradores (2022),
tuvieron como objetivo acoplar un péptido de 15 residuos
de aminoacidos derivado de la HSP60 (péptido-2) en el sitio
de unioén del lipopolisacarido (LPS, quien es el agonista o
activador por excelencia del complejo de TLR4-MD2),
mediante acoplamiento automatico y la dindmica molecular
con el objetivo de explorar la capacidad antagonista del TLR4
por este péptido (11). Como prueba de concepto, se explord
el efecto potencial de un péptido sintético en un modelo
in vitro para explorar los efectos citoprotectores contra la
citotoxicidad inducida por el LPS. Figuras 4 y 5.
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Figura 4. (A) Vista general del Péptido-2 (cuadrado rojo) acoplado en el complejo (TLR4/MD2) (el TLR4 se muestra en purpura, el MD2 en amarillo y el
TLR4 complementario en naranja. (B) Residuos detallados y coloreados conforme al segmento que pertenecen y que interactian con el Péptido-2 (en verde).
(C) Interacciones detalladas que ocurren entre los residuos y el Péptido-2 (mostradas en una representacion en cilindros con atomos de carbono en verde,
los atomos de oxigeno en rojo, atomos de hidrogeno en blanco y los atomos de nitrogeno en azul), los enlaces de hidrogeno se muestran como una linea
discontinua amarilla, los choques electronicos en una linea discontinua roja y las interacciones electrostaticas en una linea discontinua magenta. Las imagenes
se obtuvieron con PyMOL vy las interaccions fueron identificadas con el Show Contacts plugin (modificado de (11)).
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Figura 5. El Péptido-2 protege contra la reducciéon de la viabilidad celular en cardiomioblastos inducida por el LPS. (A) El tratamiento con LPS y
el Péptido-2 indujeron una reduccién y un aumento de la viabilidad celular, respectivamente (n=5 por grupo). ***p<0.001 vs. grupo control (CT). (B) El

tratamiento con el Péptido-2 evito la muerte celular inducida por el LPS (n=5 por grupo). ***p<0.0001 vs. grupo control; ## p<0.001 vs. LPS. Los valores
son la media = SEM (modificado de (11)).
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Los avances en el entendimiento de la HSP60 en las
redes del sistema inmunoldégico sugieren que los péptidos
derivados de esta proteina pueden ayudar a aliviar los efectos
inflamatorios relacionados con la activacion de los TLR4,
ya que algunos de los péptidos derivados de esta proteina
han mostrado tener efectos antiinflamatorios en las células
somaticas con resultados prometedores en enfermedades
autoinmunes y cardiovasculares; donde el TLR4 también
presenta un papel clave [10]. Aunque se encuentra en etapas
muy tempranas, los moduladores de los TLR4 siguen siendo
un enfoque prometedor para el tratamiento de enfermedades
proinflamatorias, siendo los tratamientos basados en péptidos
un enfoque novedoso por sus beneficios sobre otras terapias
altamente especificas (como la terapia con anticuerpos),
por presentar una vida media mas corta, un menor costo de
produccién y una mayor reproducibilidad.
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Resumen

La tuberculosis es la enfermedad bacteriana que causa
la mayor morbilidad y mortandad a nivel mundial, es
considerada como una enfermedad de la pobreza por lo
que tardarda muchos afnos en controlarse y desaparecer de
la faz de la tierra. Afecta principalmente a los pulmones,
aunque puede afectar cualquier 6rgano del cuerpo. Existe
vacuna, pero es poco eficiente, es posible curarla pero su
tratamiento farmacoldgico es complejo pues consiste en
ingerir 4 farmacos por largo tiempo, lo que causa desapego
al tratamiento cuya principal consecuencia es la recidiva
de la enfermedad y el surgimiento de bacterias multi-
drogo resistentes condicién que requiere la administracion
de mas medicamentos por mayor tiempo. Es por lo tanto
imperativo disefiar nuevos y mas eficientes tratamientos, en
los que se incluye la inmunoterapia génica. El objetivo del
presente escrito es describir nuestro trabajo experimental
utilizando diversos vectores adenovirales como una forma de
terapia génica probada en modelos murinos de tuberculosis
pulmonar, este tipo de tratamiento en general permite acortar
significativamente el tiempo de tratamiento al coadyuvar
con la antibioticoterapia convencional y con la de segunda
linea para tratar la tuberculosis multi-drogo resistentes. Con
el auge reciente que ha tenido la terapia génica, nuestra
expectativa es que este tipo de terapia pueda ser en el futuro
una alternativa en el tratamiento de la enfermedad humana.

Abstract

Tuberculosis is the bacterial disease that causes the greatest
morbidity and mortality worldwide, it is considered a
disease of poverty, which is why it will take many years to
be controlled and disappear from the face of the earth. It
mainly affects the lungs, although it can affect any organ.
There is a vaccine but it is not efficient. There is an efficient
treatment but its complex since it consists of 4 different drugs
administrated for a long time, which causes compliance
problems, recurrence and emergence of multi-drug resistant
strains that requires the administration of more drugs for
a longer time. It is therefore imperative to design new and
more efficient treatments, including gene immunotherapy.
The objective of this paper is to describe our experimental
work using various adenoviral vectors as a form of gene
therapy tested in murine models of pulmonary tuberculosis.
This type of treatment allowed significant shorten of first and
second line chemotherapy acting as coadjuvant. With the
recent boom in gene therapy, our expectation is that this type
of therapy may be an alternative in the treatment of human
disease in the future.
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Introduccion

La tuberculosis (TB) es una enfermedad producida por el
bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), una bacteria acido
alcohol resistente que se ha adaptado exitosamente a su
hospedero causando cada afio mas de 1.5 millones de muertes
y 10 millones de casos nuevos. Ademas, un tercio de la
poblacion mundial esta infectada sin manifestar enfermedad
clinica, lo que se conoce como TB latente, la cual en el 10%
de los casos se reactivara debido a diversos factores externos,
tales como la vejez, infeccion por VIH, diabetes mellitus
tipo 2 no controlada, insuficiencia renal cronica, artritis
reumatoide tratada con bloqueadores del factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) y tratamiento con inmunosupresores.
Existe tratamiento farmacoldgico eficiente para la TB
activa, la cual consiste en la administracion de cuatro
antibitticos diferentes, isoniazida (INH), rifampicina (RIF),
estreptomicina y etambutol por 4 a 6 meses. Debido a lo
largo del tratamiento es comun el desapego, la toxicidad y
la emergencia de bacterias multi-drogo-resistentes (MDR).
El tratamiento de la TB-MDR consiste en la administracion
de hasta ocho antibidticos de segunda linea por 12 y hasta
18 meses, por lo tanto, este es un tratamiento mas complejo,
largo, de mayor costo y toxicidad. Por estos motivos es
de gran importancia disefiar alternativas terapéuticas que
permitan acortar el tratamiento, una de las cuales es potenciar
la respuesta inmunoldgica protectora lo que se conoce como
inmunoterapia (1).

Adenovirus

Hay mas de 103 serotipos de adenovirus humanos, pero
el tipo 5 es el mas comun y mas estudiado como vector de
transferencia génica, tanto en enfermedades neoplasicas
como infecciosas. Los adenovirus pertenecen a la familia
Adenoviridae, género Mastadenovirus. Son virus no envueltos
con capside icosahédrica y su DNA es de doble cadena de 26
a 45 kb, codifican para 40 proteinas clasificadas en tempranas
(early) y tardias (late). Los genes early E1A, E1B, E2 y E4
son expresados antes de la replicacion de DNA, y los genes
late (L1-L5), codifican para la base pentona, al hexén y a las
fibras que constituyen la estructura de la capside; los genes
tardios codifican también para proteinas del nucleo como la
proteina VII, proteasa, etc. El ciclo de vida del virus incluye
la replicacion del DNA, la expresion génica y formacion del
virion, todo ello ocurre dentro del nucleo.

Los receptores de los adenovirus varian entre las especies, el
receptor de adenovirus y el coxackievirus denominado CAR,
representa la principal ruta de entrada en la célula hospedera,
pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y es
requerido para que el virus se una a la membrana plasmatica

(2). La expresion de CAR en muchas células confiere un
alto tropismo a los adenovirus, como sucede en hepatocitos,
mioblastos, células bronquiales, células epiteliales y
endoteliales que son muy permisibles a la infeccion por
adenovirus porque tienen CAR en sus membranas (3).

Los adenovirus no causan enfermedades graves en personas
sanas, pero si en personas con inmunodeficiencias, como
pacientes VIH positivos (4). Los vectores adenovirales han
tenido gran éxito como agentes vacunales debido a que se les
pueden insertar DNA complementario con tamafio mayor de
8 Kb, se generan grandes cantidades in vitro y no requieren
de un adyuvante extra, por si mismos generan una intensa
respuesta inmune.

El uso de adenovirus como vectores genéticos tiene varias
ventajas, como lo es su alta seguridad debido a que los
adenovirus no se replican y por ende la produccion de la
proteina es transitoria (por dos o tres semanas) pero suficiente
para ejercer su actividad bioldgica. Ademas, los adenovirus
son poco inmunogénicos debido a la ausencia de los genes
tempranos (early 1 y 3) y producen ligera inflamacién en
pulmones e higado (5), estos vectores virales tienen ligandos
para receptores especificos que se expresan sobre todo en el
epitelio bronquial por lo que son agentes ideales para tratar
enfermedades pulmonares. La produccion de los adenovirus
es de menor costo que las proteinas recombinantes,
puesto que estas se degradan rapidamente y se tienen que
administrar con frecuencia; mientras que las proteinas
producidas por las células infectadas con los adenovirus se
producen constantemente, manteniendo su efecto de forma
mas perdurable después de una sola administracion del vector
viral (4).

Los pasos que se siguen para construir y aplicar los vectores
adenovirales son: primero construir el vector adenoviral con
el gen de interés, posteriormente determinar su concentracion
y actividad biologica evaluada en ensayos in vifro. Determinar
la cinética de expresion genética de la proteina recombinante
in vivo, después administrar los adenovirus directamente en
el pulmon por inyeccion intratraqueal en dosis diferentes para
determinar la mas eficiente y el tiempo de expresion del gen
transfectado, asi como analizar el dafio histoldgico producido.
Finalmente se evalua el efecto terapéutico del adenovirus en
los diferentes modelos murinos de TB (5).

En algunos casos se requiere una sola administracion para
obtener el efecto terapéutico, en otros casos de varias
aplicaciones, en la mayoria de los ensayos se ha utilizado la
via intratraqueal pero también se utiliza la intranasal que es
una via poco invasiva y de gran potencial (5). Se han utilizado
también los vectores adenovirales para la expresion de
antigenos micobacterianos principalmente como vacunas (6),
ennuestro laboratorio los hemos utilizando para sobreexpresar
proteinas esenciales en el control de la TB en sus diferentes
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formas como una modalidad inmunoterapéutica.

La terapia génica con adenovirus recombinantes que portan
genes que codifican diversos factores inmunologicos que
participan en la eliminacion de las bacterias es una forma
de inmunoterapia, que se basa en la terapia génica. Nuestro
grupo ha trabajado desde hace varios afos esta forma
de inmunoterapia, probando su eficiencia en modelos
experimentales murinos de TB activa, TB latente y de
transmisibilidad o contagio activo a convivientes cercanos. A
continuacion, se describen los aspectos basicos de la terapia
génicay los resultados de nuestro trabajo en TB experimental.

Modelos murinos de tuberculosis

Para las dos modalidades principales de la TB que son la
enfermedad progresiva y la infeccion latente se cuenta con
dos modelos establecidos en ratones BALB/c; otro aspecto
importante en la TB es la infeccion de sujetos que conviven
cercanamente con pacientes tuberculosos, para lo cual
también se tiene un modelo experimental (7) y en todos ellos
se ha evaluado el efecto terapéutico o preventivo de la terapia
génica. A continuacion, se describen de forma resumida estos
modelos murinos.

A. El modelo murino de TB pulmonar progresiva consiste
en infectar por inyeccion intratraqueal ratones machos de la
cepa BALB/c con 250,000 bacterias vivas (cepa de referencia
drogo sensible H37Rv o cepa MDR CIBIN99), con esta dosis
alta de bacterias se produce enfermedad pulmonar progresiva
(8). Este modelo se caracteriza por presentar 2 fases: la fase
temprana y la fase tardia, cabe mencionar que es la misma
via de entrada por la cual la micobacteria infecta al humano.

1) La fase temprana esta caracterizada por el control
temporal de la infeccion mediado por la inmunidad innata
representada principalmente por la produccion de péptidos
antimicrobianos (catelicidina LL37, beta-defensinas) y por la
inmunidad adquirida mediada por linfocitos T cooperadores
de tipo 1 (Thl) y macrofagos activados M1 productores de
citocinas proinflamatorias como TNFa, interferon gamma
(IFNy), interleucina 12 (IL12) y la sintasa de 6xido nitrico
inducible (iNOS). Hay formacion de granulomas a partir del
dia 14 e infiltrado inflamatorio peri-vascular, peri-bronquial
y en el intersticio alveolo-capilar, esta fase abarca el primer
mes de infeccion. En este modelo si los granulomas son
grandes y numerosos indican que hay control de la infeccion,
en cambio pocos granulomas y pequeiios indican que no se
esta controlando la bacteria.

2) La fase tardia esta caracterizada por un aumento
progresivo en la carga bacteriana, emergencia y predominio de
linfocitos T cooperadores tipo 2 (Th2) sobre los Th1, presencia
de macrofagos activados por via alterna M2, disminucion de
péptidos antimicrobianos, citocinas pro-inflamatorias (TNFa,
IL1a, IFNy) e iNOS, aumento de citocinas antinflamatorias
como factor de crecimiento transformante beta (TGFp),
interleucina 10 (IL10), interleucina 4 (IL4), neumonia y
fibrosis intersticial extensa que conduce a la muerte del raton,

y granulomas pequefios (9).

B. Otra forma de TB es la infeccion latente, la cual es
asintomatica clinicamente y no es transmisible debido a que
las bacterias permanecen viables, pero en un estado de baja
actividad metabodlica y reproductiva que se conoce como
estado latente o quiescente en diversos tejidos por el resto
de la vida del individuo. Este estado establece un equilibrio
en el cual las bacterias no producen dafio tisular y el sistema
inmunolégico no las elimina. Nuestro grupo de trabajo
establecio un modelo murino similar a la infeccion latente
que consiste en la infeccion intratraqueal con una pequefla
carga bacteriana (1000 bacterias) en ratones hibridos F1 de
la cruza de las cepas C57BI/DBA, en este modelo durante
siete meses después de la infeccion no se produce pérdida
de peso ni neumonia, existen granulomas, focos ocasionales
y pequeiios de alveolitis (10) con alta expresion de péptidos
antimicrobianos (11), TNFa, IFNy e iNOS. Si a estos
animales se les administra corticosterona en el agua de
bebida se produce inmunosupresion y en consecuencia se
reactiva la infeccion, caracterizado por aumento de la carga
bacilar, aparicion de neumonia y disminucion acentuada
de los factores de proteccion inmunologica como las beta-
defensinas, TNFa, IFNy ¢ iNOS.

Terapia génica de la TB

El conocimiento de la respuesta inmune protectora y no
protectora durante el curso de la TB permite interceder
terapéuticamente en el curso de la enfermedad, aportando
factores protectores cuando estos se producen poco o
suprimiendo factores deletéreos que bloquean la inmunidad
protectora (12).

Esta intervencion en la respuesta inmune permite eliminar
eficientemente al agente infeccioso y es la base de la
inmunoterapia. A continuacién, se describe este tipo de
intervencion terapéutica utilizando vectores adenovirales
que portan genes que codifican factores inmunoldgicos de
importancia en el control del crecimiento y erradicacion de
las micobacterias, lo que constituye la terapia génica para
tratar la TB activa y para prevenir la reactivacion de la TB
latente y la transmision o contagio a convivientes cercanos de
pacientes tuberculosos.

Terapia con adenovirus recombinantes de interferon
gamma, AdIFNy

IFNy es una citocina muy importante en el control de la TB,
activa a macrofagos e induce la expresion de moléculas del
complejo de histocompatibilidad clase II potenciando la
presentacion de antigenos a las células T, ademas induce
otras citocinas proinflamatorias como TNFa y su receptor,
induce la produccion de la enzima iNOS, todo ello con el
objetivo de controlar la infeccion por micobacterias.

Por sus multiples funciones bactericidas, fue la primera forma
de terapia génica en ser utilizada en el modelo murino de
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TB progresiva. En el dia 60 post-infeccion cuando la TB es
avanzada debido a que produce extensa neumonia con elevada
carga bacilar, se administro una sola dosis del AdIFNy, en
ratones infectados con H37Rv y con la cepa MDR CIBIN99,
con este tratamiento se produjo disminucién significativa de
la carga bacteriana y neumonia en ambas cepas.

Cuando el AdIFNy se administrdé en combinacion con el
tratamiento convencional isoniazida (INH), pirazinamida
(PIR) y rifampicina (RIF) se redujo significativamente la carga
bacteriana y la extension de la neumonia, en comparacion
con animales tratados solo con los antibioticos, lo cual indica
que la terapia génica acorta significativamente el tiempo de
la antibioticoterapia (5).

El tratamiento con el adenovirus recombinante indujo
sobre expresion de IFNy, con niveles elevados de TNFa y
CCL2 una quimiocina especifica para reclutar linfocitos que
probablemente contribuyeron en la formacion de granulomas
de mayor tamailo, lo que correlaciona con un mejor control
de la infeccion en este modelo de TB progresiva.

La administracion del AdIFNy en animales sanos produjo
eficiente expresion de IFNy en las células epiteliales
bronquiales y macrofagos, con inflamacion leve en los
pulmones (perivascular y bronquial) y en el higado (areas
porta), lo cual confirma la alta eficiencia del vector adenoviral
para infectar el pulmén y expresar el gen recombinante
(Figura 1) (5).

Figura 1. Efecto de la administracion intratraqueal de AdIFNy en ratones sanos. (a) Micrografia representativa del pulmén un dia después de ser
infectado con AdIFNYy, existe infiltrado inflamatorio leve alrededor de una vénula. (b) Después de 21 dias de la administracion de los adenovirus se produce
inflamacion moderada alrededor de vasos sanguineos. (¢) El higado muestra inflamacion focal en areas porta. (d) Las células del epitelio bronquial (flechas)
muestran intensa inmunotincion para IFNy, lo que confirma que estas son las células principalmente infectadas por los adenovirus recombinantes y que estas
expresan eficientemente esta citocina. (Tomada y modificada de la referencia 5).

Terapia con adenovirus recombinantes del factor
estimulante de granulocitos y macréfagos AAGM-CSF

El factor estimulante de granulocitos y macrofagos (GM-
CSF) es producido por una amplia variedad de células como
macrofagos, fibroblastos, células endoteliales, mesoteliales y
epiteliales (13).

Dentro de sus caracteristicas induce la diferenciacion,
proliferacién, activacion de macréfagos y células
dendriticas las cuales son necesarias para la activacion de
linfocitos T citotdxicos, células Thl y particularmente en
las células dendriticas. Los ratones KO para GM-CSF son
mas susceptibles a la infecciéon por Mtb, debido a que son
deficientes en la formacion de granulomas y no pueden

eliminar eficientemente a las micobacterias (14). GM-CSF
ha sido utilizado para tratar otras enfermedades infecciosas
ya que aumenta el nimero de células presentadoras de
antigeno, asi como la produccion de 1L12, IFNy, anticuerpos
y respuesta citotoxica (15).

Una de las caracteristicas de nuestro modelo de TB progresiva
es el retraso de la activacion de las células dendriticas, por lo
cual las bacterias pueden adaptarse mejor sin ser eliminadas
durante la infeccion temprana (16). Por este motivo se evalud
el efecto profilactico de los AdGM-CSF, administrandolos un
dia antes de la infeccion con bacterias de la cepa drogosensible
de Mtb H37Rv (17). Con este tratamiento la citometria de
flujo mostro significativo adelanto de la presencia de células
dendriticas activadas (MHC II*, CD11c¢", CD86") (Figura 2),
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lo que evitd el incremento en la carga bacteriana con respecto a los ratones control que recibieron el adenovirus vacio (Figura
3a).
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Figura 2. Efecto de la administracion de AdGM-CSF un dia antes de la infeccién con Mtb en la cinética de las células dendriticas activadas (MHC
II*, CD11c*, CD86*). Una sola administracion de AAGM-CSF (rombos negros) el dia previo a la infeccion adelanté e incremento las células dendriticas en

comparacion con los animales control que recibieron los adenovirus vacios (rombos blancos). (Tomada y modificada de la referencia 17).

La expresion de AdGM-CSF también evitd que aumentara la neumonia, ademds de que indujo aumento en el numero de
granulomas y el area de los mismos, lo que en este modelo indica buena proteccion (Figura 3).
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Figura 3. Efecto del tratamiento con AAGM-CSF el dia previo de la infeccién con Mtb. (a) Carga bacteriana determinada por conteo de unidades
formadoras de colonia en homogenizados pulmonares, los animales tratados (barras negras) muestran decremento significativo de la carga bacilar en
comparacion con los animales control (barras blancas) tratados con el adenovirus vacio (Addl70-3). (b) En comparacion con los animales control, los tratados
con los adenovirus recombinantes muestran menor porcentaje de neumonia, con incremento del nimero (c) y area (d) de los granulomas. Micrografias
representativas del pulmon de ratones control que muestran extensa neumonia (e) y granulomas pequefios (g), en comparacion con los ratones tratados con
AdGM-CSF que muestran muy poca neumonia (f) y granulomas mas grandes (h). (Tomada y modificada de la referencia 17).

En nuestro modelo de TB activa durante la fase avanzada
cuando hay extensa neumonia y alta carga bacteriana también
existe disminucion acentuada de las células dendriticas,
por lo que también se determino el efecto del AAGM-CSF
durante esta fase. Una sola dosis de AAGM-CSF en el dia
60 de la infeccion disminuy6 significativamente la carga
bacilar en comparacion con los ratones que recibieron los

adenovirus vacios, tanto en animales infectados con bacterias
drogo sensibles como MDR y los AdGM-CSF también
acortaron el tiempo de tratamiento cuando se administraron
en combinacion con antibioticos (18).

La TB latente afecta a un tercio de la poblaciéon mundial,
es decir dos billones de personas en el mundo tienen esta
condicion, lo que constituye el reservorio mas grande de
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Mtb y se calcula que el 10% de estos sujetos infectados
pueden sufrir reactivacion desarrollando TB activa debido
a la coexistencia de enfermedades que deprimen al sistema
inmunologico, como la diabetes mellitus, enfermedades
renales cronicas, infeccion por VIH, entre otras (19). Por
estos motivos, un aspecto de gran importancia es desarrollar
terapias que eviten la reactivacion de la TB latente. En un
modelo murino similar a la TB latente evaluamos el AAGM-
CSF en su capacidad para evitar que la TB se reactivara por la
administracion de corticosterona un potente inmunosupresor.
La administraciéon de AAGM-CSF en una sola dosis en ratones
con TB latente sometidos posteriormente a inmunosupresion
inducida por la administracion de corticosterona durante un
mes, se observo que el tratamiento con AAGM-CSF evito el
crecimiento de bacterias en cultivo (Figura 4a) y la extension
de laneumonia fue menor en comparacion con los ratones que
recibieron el adenovirus vacio (Figura 4b), lo cual demuestra
que este tratamiento previene la reactivacion de la TB latente
experimental.

La TB es una enfermedad extremadamente contagiosa, por
lo que los convivientes cercanos a pacientes con TB activa
tienen un riesgo alto de infectarse y desarrollar TB progresiva,
lo cual es mas frecuente en los asilos y carceles, asi como en
pacientes con inmunodeficiencias como los infectados con
VIH. En nuestro laboratorio establecimos un modelo que
reproduce esta condicion, ratones con TB activa inducida por
la infeccion con la cepa de referencia H37Rv o con un aislado
clinico hipervirulento y altamente contagioso conviven con
un grupo de ratones sanos en el mismo microaislador. En
este modelo experimental de transmisibilidad probamos la
eficiencia del AdGM-CSF, comparado ratones normales
tratados con AdGM-CSF con ratones control negativos que
recibieron adenovirus vacios (Add170) y controles positivos
tratados con INH. Los resultados mostraron que los AAGM-
CSF y la INH evitaron que los ratones sanos se infecten con
H37Rv (Figura 4c) o con la cepa Beijing 9001000 (Figura
4d) aislado clinico hipervirulento después de 2 meses de
convivencia con los ratones enfermos.
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Figura 4. Efecto de la administracion de AdGM-CSF en los modelos murinos de TB latente y transmisibilidad. Comparados con los ratones que

recibieron los adenovirus vacios (Add170-3), la administracion de AAGM-CSF evito la reactivacion de la infeccion latente, como lo demuestra (a) la

ausencia de UFC y (b) la menor area pulmonar afectada por neumonia en los pulmones de ratones con infeccion latente sometidos a inmunosupresion. La

administracion de AAGM-CSF o isoniazida (INH) también evit6 el contagio de ratones sanos convivientes con ratones tuberculosos con una cepa sensible a
farmacos H37Rv (c) y la cepa Beijing 9001000 (d). (Tomada y modificada de la referencia 17).

La administracion de los AAGM-CSF inducen la expresion
de citocinas proinflamatorias como IL12, [FNy, TNFa y de
la enzima iNOS, que son factores esenciales en la proteccion
contra la TB (Figura 5), esta actividad es en parte producida
por la gran eficiencia que tiene el GM-CSF en inducir la
activacion de las células dendriticas ademas de ser un factor
esencial en la maduracion de los macrofagos alveolares (20).

Terapia con adenovirus recombinantes de interleucina
12, AdIL12.

La interleucina 12 (IL12) tiene dos subunidades p35 y
p40, es producida por macrofagos, células NK, dendriticas,
células B en respuesta a patdgenos o por estimulacion de
otras citocinas. Es bien conocido su papel para convertir
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Figura 5. La administracion de AAGM-CSF induce la expresion de citocinas proinflamatorias como IL12, IFNy, TNFa y de la enzima iNOS. Por

PCR-tiempo real se determin6 la expresion de GM-CSF, IL12, IFNy, TNFa y de la enzima iNOS en los ratones tratados con el AAGM-CSF (rombos negros)
y adenovirus vacio Addl70-3 (rombos blancos). (Tomada y modificada de la referencia 17).

células T inmaduras en células T efectoras, es un inductor de
la migracion de las células dendriticas y un inhibidor de las
citocinas antiinflamatorias, pero su actividad mas destacada
es que es un factor esencial en el desarrollo de la respuesta
Thl (21), lo cual la convierte en un candidato ideal para
evaluar su efecto terapéutico en nuestros modelos de TB.

El adenovirus AdIL12 se administré en 2 tiempos diferentes
del modelo de tuberculosis progresiva, con el objetivo de

evaluar su efecto profilactico y terapéutico. Para evaluar
su efecto profilactico, los AdIL-12 se administraron un dia
antes de la infeccion con la cepa de referencia H37Rv (22).
Con respecto a los animales que recibieron el adenovirus
vacio (AdCT), los ratones tratados con AdIL12 mostraron
disminucion significativa de la carga bacteriana, menor
neumonia y mas alta expresion de IFNy, TNFa, e iNOS
(Figura 6).
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Figura 6. Efecto profilactico de AdIL12 en los pulmones de ratones infectados con MTB H37Rv. (A) Ratones tratados con AdIL12 un dia antes de ser

infectados con MTB H37Rv muestran disminucion significativa de la carga bacteriana (cuadrados negros), en comparacion con los animales control (AdCT,

circulos blancos). (B) El porcentaje de neumonia en los ratones tratados con AdIL12 (barras negras) es menor al de los ratones tratados con adenovirus vacio

AdCT (barras blancas) (C) La expresion de IFNy, TNFa y de la enzima iNOS determinada por RT-PCR es significativamente mayor dos semanas después de

la infeccion. (Tomada y modificada de la referencia 22).
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Debido al efecto profilactico obtenido con AdIL-12, se evaluo
su efecto terapéutico por lo que se administraron 4 dosis via
intranasal en la fase tardia de la infeccion, 60 dias después de
haber sido infectados cuando la carga bacteriana y neumonia
son altas, el tratamiento con AdIL12 logré disminuir la
carga bacilar (Figura 7A). El AdIL-12 se probo también en

el modelo de convivencia, una sola dosis de AdIL12 se les
administro via intratraqueal a los ratones sanos convivientes
con ratones infectados con una cepa de micobacterias
altamente virulenta y transmisible (cepa Beijing 9001000).
Los ratones convivientes mostraron menor cantidad de UFCs
(Figura7B) con respecto a los que recibieron el Ad-CT (22).
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Figura 7. Efecto del tratamiento con AdIL12 en la tuberculosis progresiva avanzada y transmisibilidad. En comparacion con los animales control que

recibieron el adenovirus vacio (Ad-CT, barras blancas), los ratones tratados con los AdIL-12 (barras negras) mostraron disminucion de la carga bacilar (A).

La administracion de AdIL-12 evito el contagio de ratones sanos convivientes con ratones tuberculosos infectados con la cepa Beijing 9001000 (B). (Tomada

y modificada de la referencia 22).

Terapia con adenovirus recombinantes con osteopontina,
AdOPN

La osteopontina (OPN) es una proteina involucrada en la
biomineralizacidn, cicatrizacion de heridas e inflamacion, es
producida por macréfagos y células T, induce quimiotaxis,
maduracién de células dendriticas y activacion de células T
que expresan IFNy e IL12 citocinas que promueven hacia la
polarizacion Thl que es una respuesta protectora esencial en
TB.

El AdOPN se administr6 en la fase tardia de la TB progresiva
en ratones infectados con la cepa MDR de Mtb CIBIN99,
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este tratamiento produjo disminucion significativa de la carga
bacteriana y de la neumonia a partir del dia 14, con aumento
del area de granulomas (Figura 8), lo que muestra control
eficiente de la infeccion micobacteriana. La cinética de
expresion de citocinas determinada por PCR en tiempo real
y por inmunohistoquimica, mostré que OPN se expresa en el
dia 3 y 28 dentro células epiteliales bronquiales y macréfagos
activados dentro de granulomas. El tratamiento con AdOPN
indujo mayor expresion de IL12 desde el dia 14, mayor
expresion de IFNy, TNFa e IL17, con lo cual se obtuvo un
eficiente control de la infeccion micobacteriana (23).
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Figura 8. Efecto del tratamiento con AdOPN en la tuberculosis progresiva avanzada producida por la cepa MDR CIBIN99. En comparacion con los

animales control que recibieron el vehiculo (solucion salina SS, barras negras) o el adenovirus que expresa la proteina verde fluorescente (AdGFP, barra gris

obscuro), los ratones tratados con los AdOPN (barra gris claro) mostraron disminucion de la carga bacilar (C) y neumonia (E), con granulomas mas grandes

(H). (Tomada y modificada de la referencia 23).
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Terapia con adenovirus recombinantes que expresan los
péptidos antimicrobianos catelicidina (AdLL37) y beta-
defensina 3 (AdBDEF) y la citocina factor de necrosis
tumoral (AdTNFa).

En la primo-infeccion tuberculosa las bacterias se eliminan
eficientemente, solo el 5% de los casos desarrolla TB activa.
No se conoce con precision la causa de esto, pero es probable
que lo sea la eficiencia de la inmunidad innata. Mtb ingresa
por el sistema respiratorio y la primera linea de defensa
son el epitelio respiratorio y los macréfagos alveolares,
cuyas principales actividades protectoras son la fagocitosis
y la produccién de los péptidos antimicrobianos (PAM)
defensinas y catelicidinas (11). Los PAM son moléculas
pequenas y catidonicas que forman poros en las membranas
de los microrganismos provocandoles lisis, ademas son
quimiotacticas y reguladoras de células inmunoldgicas, por
lo que moléculas activadoras de macrofagos y PAMs tienen
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gran potencial en inmunoterapia.

Los niveles altos de los PAMs beta defensina (BDEF) y
catelicidina (LL37) también son de gran relevancia para
mantener en estado de quiescencia a la micobacteria (24).
En nuestros modelos murinos de TB pulmonar progresiva y
latente, hemos observado que la abundancia de macréfagos
activados M1 y PAMs contribuye en el control inicial de la
infeccion (9,25,26).

En contraste, en la etapa avanzada de la TB estos disminuyen,
lo cual contribuye en aumentar la proliferacion bacteriana
y el dafio tisular (neumonia). Durante esta fase progresiva
hemos estudiado el efecto terapéutico de adenovirus
recombinantes que expresan PAMs. En todos estos estudios
se redujo significativamente la carga bacilar en ratones con
TB drogosensible (Figura 9A) y un aislado clinico drogo
resistente MDR (Figura 9B), ademas se acorto el tiempo de
tratamiento con antibioticos (27).
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Figura 9. Efecto del tratamiento con péptidos antimicrobianos (AdLL37) y beta-defensina 3 (AdBDEF) en la tuberculosis progresiva avanzada

producida por la cepa H37Rv drogosensible y el aislado clinico MDR drogoresistente. En comparacion con los animales control que recibieron el

vehiculo (solucion salina SS, barra blanca) o el adenovirus que expresa la proteina verde fluorescente (AdGFP, barra gris), los ratones tratados con los

AdLL37 (barra gris obscuro) y AABDEF (barra punteada) mostraron disminucion de la carga bacilar en la cepa H37Rv (A) y en la cepa MDR (B). (Tomada

y modificada de la referencia 27).

La citocina proinflamatoria TNFo es critica para el
mantenimiento del estado de latencia, como lo demuestra
la reactivacion de TB latente en pacientes con artritis
reumatoide que reciben anticuerpos neutralizantes vs TNFou
(28). Los niveles altos de los péptidos antimicrobianos PAMs
beta defensina (BDEF) y catelicidina (LL37) también son de
gran relevancia para mantener en estado de quiescencia a la
micobacteria (11).

Por la importancia que tiene el TNFoa y los PAMs
para mantener a la TB latente, utilizamos el modelo
correspondiente en nuestro laboratorio (29) y la aplicacion de
estos adenovirus evitd que aumentara la carga bacteriana en
animales sometidos a inmunosupresion con glucocorticoides
con respecto al control y en especial el AATNFa indujo la

formacién de granulomas grandes que correlacionan con
proteccion (Figura 10).

Después de administrar AdBDEF, AdLL37 se observa
induccion de inflamacion y disminucion en la carga
bacteriana y neumonia lo que correlaciona con proteccion
en nuestro modelo. Como podemos observar en la Figura 10
encontramos que hubo una disminucién en la carga bacteriana
en los tratados con los adenovirus que expresan TNFa y los
péptidos antimicrobianos AABDEF, AdLL37 (A), laneumonia
también se observa disminuida (B) y el area de granulomas se
encontr6 aumentada sobre todo en los ratones tratados con el
AdTNFa lo cual correlaciona con el control de la infeccion
en nuestro modelo (C). En (D) se observa una micrografia de
pulmoén tratada con AABDEF donde se presenta inflamacion
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perivascular y peribronquial (flechas) en (E) se observa un
granuloma grande (flecha), corresponde a una micrografia
de raton tratado con AdTNFa, en (F) se presenta un pulmon

de raton tratado con AdLL37 donde hay una inflamacion

100

alrededor de los vasos sanguineos (flechas), por ultimo (G)
corresponde al grupo control (Ad70, adenovirus vacio) donde
se presenta una extensa neumonia.
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Figura 10. Efecto de la administracion de AdBDEF, AdTNFa y AdLL37 en un modelo parecido a TB latente con reactivacion inducida por

glucocorticoides. En comparacion con los ratones control que recibieron solo el vehiculo (solucion salina SS) o los adenovirus vacios (Ad70), los animales

tratados con los adenovirus recombinantes indicados mostraron disminucion significativa de la carga bacilar (A) y de la neumonia (B), con incremento del

tamano de los granulomas (C), sobre todo los tratados con AdTNFa. Micrografias representativas de los pulmones de ratones tratados con los adenovirus

indicados. El pulmén del raton control (Ad70) muestra neumonia extensa (G) (asterisco), en comparacion los animales tratados con los adenovirus

recombinantes (D,E,F) muestran granulomas de gran tamafio (flechas, AdTNFa, AdLL37), inflamacion perivascular (flecha Adbdef) y areas minimas de

neumonia (Tomada y modificada de la referencia 29).
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Resumen

El estudio del microbioma humano (las comunidades de
microorganismos que cohabitan en el cuerpo), ha cambiado
la concepcion de lo que es la salud y enfermedad. Los
distintos microbiomas del cuerpo humano son diversos y
dindmicos. El microbioma respiratorio, interacciona con
el sistema inmune y es parte de la proteccion en contra de
patégenos, modulando la respuesta inmune, actuando como
barrera y como competencia a estos microorganismos. La
susceptibilidad y desarrollo de enfermedades infecciosas
como la tuberculosis, se ven afectadas por la microbiota
respiratoria residente. Particularmente hemos detectado
cambios en la microbiota respiratoria en pacientes con
tuberculosis activa y sus contactos con tuberculosis latente.

Palabras clave: microbioma; microbiota respiratoria; salud
y enfermedad; tuberculosis; tuberculosis latente; alfa y beta-
diversidad.

Abstract

The human body supports dynamic and diverse communities
of microorganisms, collectively called the microbiome. The
study of these communities and its interaction with the host
have changed the conception of health and disease in recent
years.

The microbiome interacts with the immune system, and
is a key component of the protection against pathogens,
by regulating the immune response, acting as a barrier or
as nutrient and niche competition. The susceptibility and
development of infectious diseases, like tuberculosis, are
affected by the resident microbiome. Alteration of the
microbiome of patients with active tuberculosis as well as
latent infections have been reported and may be a potential
therapeutic target.

Keywords: microbiome; respiratory microbiota; health and
disease; tuberculosis; latent tuberculosis infection; alpha and
beta diversity.

Introduccion

Elconcepto de saludy enfermedad ha cambiado drasticamente
a lo largo del tiempo. Desde el “miasma” o aires fétidos que
se pensaba transmitian las enfermedades en la Edad Media,

la ‘Teoria de los Gérmenes’ de Koch y Pasteur en el siglo
XIX, y la ‘Teoria Molecular de las Enfermedades’ de Staley
Falkow en el 2000; recientemente prevalece una vision
mas integral que incorpora a las comunidades microbianas:
patdégenos y comensales o microbioma, que cohabitan en
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el cuerpo. Inclusive la Organizacion Mundial de la Salud,
incluye al microbioma en su vision de “Una Salud” donde la
salud del individuo estd en equilibrio y depende de la salud
del medio ambiente, los animales y sus microorganismos
(WHO,One Health).

El término de microbioma, fue sugerido inicialmente
por Whipps y colaboradores en 1988, tiene una base
predominantemente ecologica. Ellos definen al microbioma
como una comunidad de microorganismos caracteristica, en

un habitat particular con propiedades fisicoquimicas definidas;
esto es, el microbioma es un nicho ecologico especifico donde
microorganismos y hospedero interaccionan. Por otro lado,
la microbiota se refiere al conjunto de microorganismos:
bacterias, arqueas, hongos, protozoarios, y virus que forman
este microbioma; las propiedades fisicoquimicas (estructuras
y metabolitos tanto microbianas como del hospedero) son
el “escenario de actividad” del microbioma (Berg, 2020).
Finalmente, el metagenoma es el conjunto de genes y
genomas de la microbiota.

Microbioma

Microbiota

Bacteria  Arquea
Hongos Protistas

Virus

Algas

Proteinas/péptidos

Polisacaridos

Metabolitos microbianos

Lipidos

moleculas de senalizacion
toxinas

Figura 1. Esquema que resalta la composicion del término microbioma y su diferencia con el término microbiota. Modificado de Berg et al 2020.

El microbioma es un sistema dinamico que ha evolucionado
con la especie humana y sigue evolucionando durante la
vida del individuo. Su composicion depende de la via de
nacimiento (vaginal o cesarea), el tipo de alimentacion
durante y después de la lactancia (leche materna o formula,
alto en fibra o en grasas), asi como de otros factores como
género, habitos de higiene, uso de antibidticos, indice
de masa corporal, nivel de actividad fisica. Ademas, del
lugar geografico donde se habita (nivel del mar o cima de
las montafias, zona urbana o rural, etc). Por ejemplo, bebés
nacidos por via vaginal tienen un microbioma gastrointestinal
mas diverso que aquellos nacidos por cesarea, caracterizados
por una mayor abundancia de Actinobacterias, Gamma y
Betaproteobacterias (Reyman 2019). Por otro lado aquellos
individuos que habitualmente consumen una dieta alta
en fibra contienen una mayor abundancia de Firmicutes
como Prevotella y menor abundancia de Bacteroidetes
como Faecalibacterium, Ruminococcus, Bifidobacterium,
Bacteroides, Blautia, Bilophila, y Alistipes que poblaciones
con una dieta baja en fibra (Cronin, 2021).

El microbioma de los distintos sitios anatémicos, varia de
acuerdo a las condiciones fisicoquimicas particulares de
cada nicho, como temperatura, concentracion de oxigeno,

disponibilidad de nutrientes, pH, etc. Estas diferencias se
pueden observar inclusive a nivel de phylum; por ejemplo la
microbiota oral esta caracterizada por una mayor abundancia
de Firmicutes y Proteobacterias con un menor representacion
de Bacteroidetes, Actinobacteria y Fusobacterium; Ia
microbiota nasal estd compuesta principalmente por
los phylum Actinobacteria y Firmicutes, mientras que
la microbiota vaginal por Firmicutes y la microbiota
gastrointestinal es principalmente anaerobia de los phylums
Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria (Dieterich 2018).
El estudio del microbioma se rige por conceptos ecoldogicos,
ya que en la naturaleza los organismos se encuentran en
comunidades y no aislados como individuos. Estos conceptos
incluyen simbiosis y antagonismos; estabilidad y resiliencia;
perturbaciones y extincion, todos los cuales impactan el
balance entre salud y enfermedad. Las relaciones simbioticas
son interacciones positivas, es decir, ambas especies
involucradas obtienen ganancias (mutualismo), como pueden
ser nutrientes, habitat; o el beneficio de una no afecta a las
otras especies (comensalismo). La resiliencia es la capacidad
de la comunidad de regresar a un estado funcional después de
una perturbacion y se conoce como eubiosis; y las extinciones
suceden después de perturbaciones que resultan en una
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disbiosis que no se recupera (Barbosa-Amezcua 2022).
Funciones del microbioma

Los estudios de microbioma se multiplicaron al hacerse mas
accesibles las tecnologias de secuenciacién masiva de nueva
generacion, ya que esto permitidé identificar organismos
aun sin cultivarlos en el laboratorio. Inicialmente se utilizo
la secuenciacion dirigida de las regiones variables del gen
16S rRNA que identifica los distintos géneros bacterianos,
y posteriormente con un enfoque mas integral utilizando
la secuenciacion de metagenoma por “shut-gun” donde se
pueden identificar todos los microorganismos presentes
incluidos virus, hongos, bacterias, arqueas y eucariontes, asi
como genes funcionales.

Estos estudios han evidenciado el papel fundamental del
microbioma en el funcionamiento del cuerpo humano. Dentro
de las funciones principales se encuentran la digestion de
carbohidratos complejos, la produccion de vitaminas (K, B12,
Biotina , acido folico y pantoténico), sintesis de aminoacidos
a partir de amoniaco o urea, detoxificacion de xenobidticos,
regulacion de metabolismo; por otro lado es parte integral
de la prevencion de colonizacion de microorganismos
patégenos, como barrera a microorganismos oportunistas, asi
como por la eliminacién de nichos accesibles a patdogenos o
secrecion de inhibidores; y de la “educacion” o entrenamiento
del sistema inmune innato y adaptativo local y sistémico
(Moreno del Castillo et al., 2018).

El tracto gastrointestinal ha sido uno de los primeros focos
de atencion, en parte por la facilidad de obtencion de
muestras y el gran nimero de microorganismos presentes;
hay numerosos estudios que demuestran la influencia de la
microbiota gastrointestinal (MGI) en sistema metabolico,
endocrinos e inmunitario, inclusive en sistema nervioso
periférico y central, asi como en la participacion, a partir
de los primeros 1000 dias de vida, en el estado de salud del
individuo (Zheng, 2020, Al Nabhani Z, 2020). El estado de
este MGI contribuye a mediano y largo plazo en la produccion
de enfermedades cronicas no transmisibles, como la obesidad,
esteatosis hepatica no alcoholica, diabetes mellitus tipo 2,
enfermedades cardiovasculares y neuro-psiquidtricas, como
el espectro autista (Askarova, 2020, latcu,2021).

Microbiota del tracto respiratorio

Hasta hace poco tiempo, se consideraba al tracto respiratorio,
especialmente los pulmones, como un nicho estéril o “libre de
bacterias” y microorganismos. Es por esto que no se incluyd
en el estudio fundacional del Proyecto del Microbioma
Humano de 2007 (Turnbaugh, P., 2007). Sin embargo, no
es de sorprender que los pulmones tengan una microbiota
residente, ya que estan en constante contacto con el medio
exterior; se intercambian cerca de 7000 litros de aire al dia
y tienen una superficie de hasta 70m2 en adultos (30 veces
mas que la piel) (Man et al., 2017). A diferencia del tracto
gastrointestinal, que tiene una temperatura constante y una
alta concentracion de bacterias, las vias respiratorias se

caracterizan por tener un gradiente de temperatura, una alta
concentracion de oxigeno y una baja densidad bacteriana. La
composicion y densidad del microbioma respiratorio cambia
en condiciones patoldgicas como enfermedades infecciosas,
asma, Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC),
Fibrosis Quistica (FQ) e inclusive en cancer de pulmén
(Santacroce et al 2020). Muchas de estas enfermedades tienen
en comin el establecimiento de un proceso inflamatorio
y un enriquecimiento de Gammaproteobacterias. Las
Gammaproteobacterias incluyen taxones que  utilizan
subproductos de la respuesta inmune como las catecolaminas
y las citocinas inflamatorias como nutrientes, lo que les
confiere una ventaja adaptativa sobre aquellos miembros de
la microbiota pulmonar que son eliminados por estos mismos
componentes.

Funcion del microbioma respiratorio

Al igual que la microbiota en el tracto gastrointestinal,
el microbioma respiratorio es fundamental para el
funcionamiento y desarrollo de los pulmones. La microbiota
libera factores que ayudan a la funcion respiratoria incluyendo
la secrecion del surfactante alveolar por las células epiteliales
e inclusive se le ha asociado al desarrollo del tejido linfoide
nasofaringeo.

La microbiota de la superficie respiratoria modula las
comunidades microbianas presentes y entrena al sistema
inmune para reconocer y tolerar a los microorganismos.
Puede actuar como una barrera, previniendo la adhesion de
virus o bacterias a las células del hospedero. Especies del
género Veillonella, por ejemplo, forman biopeliculas que
favorecen el crecimiento de Streptococcus spp., pero inhiben
el crecimiento de otras especies (Cook et al 2013). Por otro
lado, también hay competencia de nicho; uno de los ejemplos
mas estudiados es el de Streptococcus pneumoniae que
inhibe el establecimiento y crecimiento de Staphylococcus
aureus mediante la produccion de H202.

La exposicion de las células inmunes en el pulmén prepara
o entrena al sistema inmune innato y adaptativo. Hay
evidencias que muestran que la funcion de las células
efectoras y reguladoras T-gamma delta depende de su previo
encuentro con microorganismos (Segal, 2016). Estudios
con nifios y bebés expuestos a medios microbiologicos
ricos como granjas y otros medios rurales, muestran que
estos tienen una menor incidencia de asma, alergias y una
inmunidad mas robusta que individuos que crecieron en un
medio urbano hiper-higiénico. Por otra parte, se sabe que
los metabolitos y receptores microbianos membranales
estimulan el reclutamiento y activacion de células como
los macrofagos alveolares y células T reguladoras durante
la infeccion, ademas de estimular la liberacion de péptidos
antimicrobianos (AMP) e inmunoglobulinas (Man, 2017).
Es importante enfatizar que, la respuesta inmune responde a
cambios en la microbiota y a su vez la modifica promoviendo
el crecimiento selectivo de algunas especies; por lo cual se
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dice que la relacion entre la respuesta inmune y el microbioma
pulmonar es bidireccional y se ha propuesto la hipotesis
de que muchas enfermedades no son provocadas por un
solo microorganismo, sino por la alteracion del ecosistema
respiratorio y la interaccion de varios microorganismos
actuando sinérgicamente.

La composicién de la microbiota pulmonar depende de
la inmigracion, la eliminacion y la tasa de crecimiento de
los distintos microorganismos en el area (Dickson, 2016
& O’Dwyer, 2016). Durante la salud, esta composicion
esta determinada por el equilibrio entre la inmigracion y
eliminacion microbiana, mientras que en la enfermedad la
tasa relativa de crecimiento de los diferentes componentes
del microbioma, aunado al desequilibrio de esta inmigracion-
eliminacion, son los factores determinantes (Dickson,
2016). Por ejemplo, en enfermedades cronicas como la FQ, la
bronquiectasia y bronquitis crénica, que se caracterizan por
un deterioro del movimiento mucociliar e inflamacién hay
una disminucién de la eliminacion de microorganismos y un
cambio fundamental en el ambiente pulmonar. Este cambio
incluye la presencia de citocinas y células inflamatorias, dafio
tisular, produccion de moco, aumento de nutrientes, bolsas de
anoxia, y un aumento en la temperatura local. Esto, aunado
a las distintas tasas de crecimiento, resulta en el incremento
selectivo de algunas especies como Pseudomonas acruginosa
y especies anaerobias como Prevotella spp. y Veillonella spp.
(Dickson, 2016).

Enfermedades del tracto respiratorio

Las enfermedades del sistema respiratorio representan una de

Mycobacterium
tuberculosis

~ /7
- ‘I—,_{.

las primeras causas de atencion médica tanto en la consulta,
como en la hospitalizacion. A nivel mundial las enfermedades
respiratorias tanto infecciosas como no-infecciosas, son la
cuarta causa de muerte y de disminucién en ‘Afos de Vida
Ajustados por la Discapacidad’ (AVAD) (Labaki,W. & Han,
M., 2020; PAHO/OMS, 2021). Hoy en dia, la pandemia de
COVID-19 es la causa de mayor mortalidad en México y el
mundo. En México, la influenza, neumonia, tuberculosis y
la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) estan
todas dentro de las primeras nueve causas de mortalidad en
los ultimos afios.

Dentro de las enfermedades infecciosas de las vias
respiratorias mas comunes y de mayor impacto en la salud
publica destacan la tuberculosis, la influenza, las neumonias
y en este momento la enfermedad de COVID-19. En todas
estas enfermedades, hay una alteracion de la microbiota por
el agente etioldgico, y en todas hay evidencias de un papel
de la microbiota en la evolucion clinica de la enfermedad (De
R,2022; Shetty SA, 2022; Moroishi Y,2022).

Tuberculosis

La tuberculosis (TB), hasta antes de la pandemia por SARS
CoV-2, era la principal causa de muerte en el mundo por
un agente infeccioso: Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
aun por encima del VIH (Global Tuberculosis Report 2022,
WHO). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima
que solo en 2018, alrededor de 10 millones de personas
contrajeron dicha enfermedad y 1.5 millones murieron
(Global Tuberculosis Report 2022, WHO).

Eubiosis
Comensales
Taxones clave
AGCC

Salud/
Enfermedad Eliminacién

Figura 2. Esquema que representa los tres principales estadios de la tuberculosis. Barbosa - Amezcua, 2022.
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La infeccion por Mtb se presenta como un espectro clinico
que va desde la infeccion asintomatica y no contagiosa o
infeccion latente, hasta la enfermedad manifiesta y altamente
transmisible o infeccion activa. En la TB latente, el cuerpo
ha contenido el crecimiento de la micobacteria, pero no la ha
eliminado, por lo cual la bacteria persiste en el organismo y
puederevertiraTB activadurante la vidadel paciente. Estudios
sistematicos de la prevalencia de ambas manifestaciones
estima que un cuarto de la poblacion mundial tiene TB
latente y esta en peligro de desarrollar la enfermedad activa,
mientras que entre 5y 10% de los individuos expuestos a Mtb
desarrollan la TB activa (Cohen, 2019). El sistema inmune
y el microbioma de cada persona determinan qué forma de la
enfermedad se manifiesta.

Recientemente, se han realizado diversos estudios enfocados
al analisis de la microbiota pulmonar y su relacion con el
establecimiento y desarrollo de la tuberculosis (Eshetie
& Soolingen, 2019; Valdez-Palomares, 2021, Hu,2020;
Roquilly, 2019). Sin embargo no se ha podido establecer
un consenso especifico que refleje un cambio consistente
en la microbiota pulmonar de pacientes con tuberculosis,
probablemente por diferencias en el tipo de muestras y
diferencias propias de las poblaciones muestreadas; lo cual
apoya la hipdtesis de que el desarrollo de la tuberculosis
puede estar determinado no solo por el agente causal de la
enfermedad, sino también por la interaccion de éste con las

comunidades microbianas locales y factores inmunologicos.
En colaboracion con el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER), en el laboratorio de Vinculacion
Cientifica, UNAM-INMEGEN, hemos abordado el analisis
de la microbiota respiratoria en pacientes con tuberculosis
pulmonar activa en México. En un primer estudio nos
enfocamos en analizar la microbiota respiratoria de
pacientes con TB pulmonar activa en comparacion con la de
voluntarios sanos. Todos los participantes son evaluados y en
su caso, tratados clinicamente en el INER, son VIH negativos
y tienen una confirmacion de diagnostico por cultivo y por
pruebas moleculares.
La diversidad y composicion bacteriana de estas muestras
respiratorias, se analizaron utilizando la secuenciacion de
nueva generacion (NGS) de la region hipervariable V3-V4
del gen 16S ribosomal y el programa bioinformatico Qiime2.
La alfa-diversidad (la variacion en cada muestra) de la
microbiota de voluntarios sanos es mayor que aquella de
pacientes con TB activa, como lo muestra el indice Simpson
(p=0.022) (Figura 3A); la beta diversidad (Figura 3B)
que evaltia la variacion de comunidades microbianas en
los dos grupos, muestra que los individuos sanos tienen
una comunidad bacteriana filogenéticamente relacionada,
mientras que los pacientes con tuberculosis tienen especies
mas diversas.
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Figura 3. Alfa y Beta diversidad de la microbiota respiratoria de pacientes con tuberculosis activa (TB, verde) y voluntarios sanos (Healthy, color

rojo)
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En cuanto a la composicién taxondmica, encontramos abundantes en los voluntarios sanos son Streptococcus,
202 géneros independientes; 142 géneros con abundancia Prevotella 7, Veillonella, Prevotella y Alloprevotella, mientras
relativa mayor a 0.01% en pacientes con TB activa, y 72 en que en los pacientes con TB activa, los mas prevalentes
el grupo control. Observamos un incremento de los phylums son Streptococcus, Neisseria, Prevotella 7, Moraxella y
Bacteroidetes, Epsilon Bactercoarchota, Patescibateria Veillonella. (Figura 4)

y Espirochaetes en individuos sanos. Los géneros mas
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Figura 4. Phylums (A) y géneros (B) predominantes en la microbiota respiratoria de pacientes con TB activa y voluntarios sanos. Tomado de
Valdez-Palomares 2021.
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Utilizamos la herramienta ANCOM-BC para identificar las
diferencias en la abundancia de géneros en pacientes con
TB activa y voluntarios sanos (Figura 5). Los voluntarios
sanos tienen un aumento de géneros anaerobios como:
Aggregatibacter, Solobacterium, Corynebacterium,
Megasphaera, Atopobium, Rothia, Porphyromonas y
Treponema?2, componentes de la microbiota oral comensal.

En cambio la microbiota de pacientes con TB activa tienen
una menor proporcion de anaerobios (0.15% vs 0.399%).
Los géneros Moraxella y Ralstonia, se encontraron
exclusivamente en los pacientes de TB. Ambos géneros son
aerobios obligados y miembros comensales de la microbiota
oral y otras mucosas, pero patdogeno oportunista del tracto
respiratorio inferior.

Abundancia diferencial TB/Sano
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Figura 5. Abundancia diferencial de géneros prevalentes en TB vs sanos. Los géneros mas abundantes en sanos estan en color azul y en naranja los

mas abundantes en TB.

Mas aun, observamos mayor diversidad y heterogeneidad en la
microbiota pulmonar de enfermos con TB farmacorresistente
comparado con TB sensible, incluyendo un incremento en
la proporcién de Pseudomonas y miembros de la familia
Sphingomonadaceae los cuales son naturalmente resistentes
a aminoglucosidos, farmacos comunmente utilizados en el
tratamiento de la tuberculosis. Esto puede deberse a una
seleccion de estas bacterias por el uso del antibidtico anti-
tuberculoso.

Todos estos resultados nos confirman un cambio en
composicion y diversidad de la microbiota respiratoria
durante la infeccion con tuberculosis, que hipotetizamos,
afecta el desarrollo y desenlace de la enfermedad. En el
futuro esperamos poder modificar la microbiota para poder
modular el desarrollo de la enfermedad y la susceptibilidad
de poblacioén en riesgo.
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Resumen

El avance de las técnicas para estudiar cambios de expresion
génica como la hibridacion in situ y los microarreglos,
seguidos de la secuenciacion de genomas y transcriptomas
completos han transformado nuestra manera de entender la
complejidad de distintos procesos fisioldgicos y patologicos.
Sin embargo, hasta hace algunos afios era dificil estudiar la
heterogeneidad celular de un tejido y mucho menos conocer
como una subpoblacion se diferencia hacia un tipo celular
u otro. En este sentido, la técnica de secuenciacion de RNA
de célula unica nos ha permitido conocer la diversidad
transcriptomica de poblaciones celulares que se creian
homogéneas en un tejido. Este conocimiento ha permitido
avanzar en el estudio del cancer, la fisiologia del cerebro, el
desarrollo embrionario, el cierre de heridas y la regeneracion,
entre otros. A pesar de ello, los datos de la secuenciacion de
RNA de célula tinica no nos permiten conocer la localizacion
de cada subpoblacion celular en el tejido, para ello es necesario
buscar marcadores especificos de una poblacion y ubicarlos
mediante inmunohistoquimica o hibridacion in situ de RNA.
Ahora la técnica de transcriptomica espacial (e.g Visium de
10x Genomics) nos esta permitiendo estudiar los perfiles
de expresion génica y la localizacion de las subpoblaciones

Abstract

The emergence of new technologies to study gene expression
such as in situ hybridization and microarrays followed by
genome and transcriptome sequencing has transformed
our understanding about the complexity of different
physiopathological processes. However, some years ago
it was difficult to study the cell heterogeneity from which
tissues are composed and even less the paths from which
one cell type differentiates into another. In this sense, the
single cell RNA sequencing technique has allowed us to
know the transcriptomic diversity of cell populations that
we previously thought to be homogeneous within a tissue.
This knowledge has been used to advance in the study of
cancer, brain physiology, embryo development, wound
healing, regeneration, among others. Nonetheless, with the
single cell RNA sequencing data we are not able to find the
localization of each cell subpopulation in the tissue, instead
we must search for specific population biomarkers and to
identify them by using immunohistochemistry or RNA in
situ hybridization. Nowadays, the spatial transcriptomics
technique (i.e 10X Genomics Visium) is making possible to
study the gene expression profiles and to spatially localize
each cell subpopulation within a tissue at the same time.
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celulares que conforman a un tejido al mismo tiempo. En este
articulo, explicaremos los fundamentos basicos de la técnica
de Visium ya que es una de las tecnologias mas recientes,
para después dar ejemplos de los avances cientificos que se
han realizado con ella en diferentes campos de estudio como
el cancer y la cicatrizacion.

Palabras clave: transcriptoma, secuenciacion, scRNAseq,
transcriptomica espacial.

In the present work, we will explain the basic principles
of the Visium technique since it is one of the most recent
technologies, and then give some examples of scientific
advancements that have been done in different fields of study
such as cancer and wound healing.

Keywords: transcriptome, sequencing, scRNAseq, spatial
transcriptomics.

Del descubrimiento de la célula a la transcriptémica
espacial: develando la complejidad de los procesos
biolégicos

La aportacion que dio la teoria celular a la biologia cambid
profundamente el estudio de los seres vivos y de su
funcionamiento. Los tejidos de plantas, animales y hongos
se pudieron incluir en parafina y cortar finamente para
observarlos en laminillas con ayuda del microscopio. Desde
el siglo XIX con el uso de colorantes que reaccionan con
sustancias acidas y basicas dentro de los tejidos, se identificd
la morfologia de las células que los conforman a un grado
que jamas se habia podido explorar. Los cientificos de
aquella época describieron de forma detallada la morfologia
y algunos cambios bioquimicos en los procesos fisiologicos
de las células y los tejidos, lo que sirvidé para clasificar
morfolégicamente todos (o la mayoria) los tipos de células
de los animales. Cuando se observaron los cromosomas
(nombrados asi porque al usar colorantes reactivos al acido
se observaban como “cuerpos pintados™) y se descubrié que
éstos contienen la informacidn para producir las proteinas
que mantienen vivo al organismo, se fue entendiendo que en
los cromosomas es donde se regula la herencia descrita por
Gregory Mendel.

A principios del siglo XX, con ayuda de innovaciones
tecnoldgicas en quimica, las proteinas de los tejidos y
Organos que nos componen se empezaron a secuenciar y
clasificar. Asi, al generar mutaciones puntuales en modelos
de estudio como la Drosophila melanogaster se empezaron
a descubrir enfermedades genéticas asociadas con la pérdida
de proteinas especificas, o como en el caso del albinismo
donde modificaciones en la secuencia de la melanina
provoca la pérdida de pigmento en la piel (1). A mediados
del siglo XX se descubrieron el DNA y el RNA, y a partir del
conocimiento de sus estructuras y composicion bioquimica
se establecio el dogma central de la biologia molecular, que
implicaba que el flujo de la informacion genética inicia en
una secuencia de DNA que se transcribe a RNA mensajero
(mRNA) y posteriormente se traduce a una proteina (2). Ya
en los 1970s-80s, técnicas como la inmunohistoquimica y la
hibridacion in sifu ayudaron a visualizar como es la expresion
de algunos genes directamente en los tejidos y 6rganos (3).
Asi se descubrid que existen genes que se expresan de manera

exclusiva durante el desarrollo embrionario y que ademas son
tejido/organo dependientes (4). Con dichas técnicas es posible
ubicar espacialmente los transcritos de RNA mensajero o
proteinas especificas en cortes histologicos, con la desventaja
de que so6lo se pueden analizar unos pocos transcritos o
proteinas a la vez. Ante la necesidad de conocer como es la
expresion de un conjunto de genes durante el desarrollo de
un proceso bioldgico, se generaron los microarreglos, que
permiten analizar cientos de genes (ya conocidos) al mismo
tiempo.

Para la transicion de siglo se logrd la secuenciacion de
genomas completos (el total de genes de un organismo) (5)
y poco tiempo después la secuenciacion de transcriptomas
(el total de mRNA de un organismo) (6). Aunque al inicio
dichas tecnologias eran excesivamente costosas y el analisis
de los datos representd un enorme reto para los cientificos,
la informacion obtenida de manera masiva dejo en claro que
la dinamica de expresion de los genes en diversos drganos
y tejidos es mas compleja de lo que hubiéramos podido
imaginar. Por otro lado, se descubrieron las células troncales
y se inicid el estudio de los procesos de diferenciacion celular
que contribuyen a la formacion y reposicion de tejidos en todo
el organismo (7). Con toda esta informacidn, se empezaron
a dar pasos agigantados en el estudio de distintos procesos
fisiologicos como el desarrollo embrionario, la regeneracion
y la cicatrizacidon, pero también de procesos patologicos
como el cancer y las enfermedades neurodegenerativas.
Sin embargo, los datos de secuenciacion de genoma o
transcriptoma completo representan la expresion génica
promedio de todas las células que componen al érgano/tejido
en estudio (8) , lo que limita nuestro conocimiento sobre
los genes que se expresan de manera exclusiva en ciertos
linajes celulares, los perfiles transcripcionales de diferentes
poblaciones de células, los cambios transcriptomicos que
guian la diferenciacion de linajes celulares, las interacciones
moleculares entre distintas poblaciones celulares, entre
muchos otros aspectos.

La secuenciacion de RNA de célula tnica (scRNAseq) fue
usada por primera vez en 2011 para estudiar diferencias en
la expresion de genes de células en proceso de segmentacion
post-cigdtica (9). Esto se logro colocando a cada célula junto
con una microesfera en un pozo de cultivo en donde ambas
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podian interactuar en el medio. Las microesferas se fabricaron
con una impresidon microscopica de oligonucleotidos que
reconocen a los mRNAs y que tienen una secuencia Ginica para
identificar a la célula, con el objetivo de que al disgregar a la
célula todos sus transcritos se unieran a la microesfera para
después secuenciarla de manera rutinaria. Con esta técnica
como base se empezaron a desarrollar distintas tecnologias
que permitieron secuenciar cientos de células provenientes
de una muestra biologica, y ahora es posible secuenciar miles
de células al mismo tiempo, lo que ha ayudado a identificar
incluso poblaciones celulares que antes se desconocian. Por
ejemplo, en 2020 se identificaron por primera vez células
dermales indiferenciadas Hicl+ (por sus siglas en inglés gen
hipermetilado en cancer 1) que son muy similares al resto
de fibroblastos dérmicos. Este tipo de células son necesarias
para la regeneracion de nuevos foliculos después de una
herida y su descubrimiento ayudo a entender el potencial de
regeneracion de anexos cutaneos en mamiferos (10).

Una de las grandes desventajas que tiene la sScRNAseq, es
que para la obtencion de los datos se necesita disgregar el
tejido de interés, lo que puede generar cambios de expresion
asociados al proceso de aislamiento celular. Ademas, para
ubicar en el tejido a las poblaciones celulares identificadas
mediante sus perfiles transcripcionales es necesario recurrir a
otras técnicas como la inmunofluorescencia o la hibridacion
in situ en donde se detectan marcadores especificos de cada
poblacion, lo que hace imposible conocer la localizacion
espacial de todas las poblaciones celulares al mismo tiempo.
En el afio 2016, Stahl y colaboradores estandarizaron una
técnica que consiste en generar bibliotecas génicas y bases de
datos visuales de un corte histologico, para conocer al mismo
tiempo los perfiles transcriptomicos y la localizacion espacial
de las poblaciones celulares que componen al cerebro de
raton (11). En este caso, la impresion de oligonucle6tidos se
realiz6 de manera microscopica en laminillas de histologia en
donde se utilizan codigos tnicos por microespacios dentro de
un area para después distinguir zonas de un tejido a manera
de coordenadas. Los resultados de esta técnica se validaron
al comparar los datos espaciales de los transcritos Doc2g,
Kctd12 y Penk2 con técnicas de hibridacion in situ (para
evaluar Doc2g) e inmunohistoquimicas (para evaluar Kctd12
y Penk?2). En estos experimentos se ocuparon cortes seriados
de la misma area de los bulbos olfatorios del cerebro, para
verificar que su patron de expresion fuera el mismo.

Con el paso de los afios, la técnica se comercializo y fue
nombrada Visium. Como resultado de la estandarizacion y
validacion de esta técnica, ahora es posible que podamos
estudiar los cambios transcriptdmicos en funciéon de su
localizacion espacial que acompafian a los procesos de
migracion y diferenciacion celular durante el desarrollo
de diversos procesos fisiopatologicos como el cancer, la
regeneracion y la reparacion tisular. En el futuro, este
conocimiento serd fundamental para generar posibles
estrategias que modifiquen la dindmica de ciertas

poblaciones celulares y/o sus entornos moleculares con
efectos terapéuticos. Por lo anterior, en la siguiente seccion
te explicamos como funciona la técnica de Visium para la
observacion de la transcriptomica espacial en tejidos.

Visium: Fundamentos basicos

Para poder ubicar espacialmente el transcriptoma en un
tejido son necesarios 2 pasos clave: hibridar los mRNAs de
cada célula con sondas de DNA y recuperar las sondas en
sitios especificos de una laminilla con oligonucleotidos de
captura que llevan su propio “codigo de barras” (Figura 1). El
primer paso consiste en colocar un corte del tejido de interés
en un area de captura de una laminilla especial. Cada area
de captura tiene oligonucledtidos adheridos a la laminilla y
con secuencias especificas que sirven como un identificador
0 “codigo de barras espacial” que esta asociado a una region
especifica del tejido (Figura 1A). La hibridacion es similar a
las técnicas ya conocidas, con la diferencia de que en lugar
de ocupar una sonda para un mRNA especifico, en este caso
se ocupa una mezcla de sondas que reconocen a >95% de
los mRNAs reportados para la especie que se esté estudiando
(comercialmente solo estan disponibles para humano y raton).
De esta forma, las sondas se acoplan a todos los mRNAs
expresados en cada célula, con lo que se pueden reconocer
grupos de transcritos especificos de linaje y asi identificar
poblaciones celulares y ubicarlas en el espacio. En la Figura
1B se observa el ejemplo de la sonda A que hibrida con un
transcrito que se expresa exclusivamente en la célula 1,
mientras que las sondas B y C hibridan con transcritos de las
células 2 y 3, respectivamente. El segundo paso consiste en
que el tejido se permeabilice para que las sondas hibridadas
se liberen de las células y se apareen inmediatamente
con sus oligonucledtidos de captura en la laminilla, este
ultimo paso es el que dara la informacidon necesaria para
ubicar espacialmente a cada transcrito. En la Figura 1C se
observa el ejemplo de la sonda A que es reconocida por los
oligonucleotidos de captura de la coordenada x2/y3.

Las laminillas de Visium (10X Genomics) tienen 2 o 4 areas
de captura donde se colocan los tejidos (Figura 2). Cada area
de captura esta delimitada por un marco de referencia que se
ocupara para orientar la fotografia del tejido. Dentro del area
de captura hay cerca de 5000 microzonas (equivalentes a las
coordenadas de un plano), con millones de oligonucledtidos
de captura adheridos en cada una. Estos oligonucledtidos
tienen 4 secuencias: Readl, un “codigo de barras espacial”,
la secuencia UMI y un fragmento rico en timinas o PoliT
(Figura 2). La secuencia Readl se ocupa para reconocer
cebadores de qPCR, permitiendo su posterior lectura en un
secuenciador de DNA. El “codigo de barras” espacial es una
secuencia de 16 nucledtidos (nt) compartida en la misma
region, pero distinta para las demas, esto permite identificar
el transcrito en el espacio. La secuencia UMI (de sus siglas
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Figura 1. Principios basicos de la técnica de visualizacién de la transcriptomica espacial Visium. A) El corte histologico se coloca en el “area de
captura” de una laminilla especial que contiene oligonucledtidos de DNA con su propio codigo de barras espacial. B) Se realiza una hibridacion con una
mezcla de sondas de DNA que reconoceran al transcriptoma de cada célula. C) Se permeabiliza el tejido para liberar a las sondas hibridadas y permitir su

interaccion con los oligonucledtidos de captura en la laminilla.
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Figura 2. Modelo de una laminilla para ubicar la expresion espacial en Visium. Dentro de cada area de captura de la laminilla hay aproximadamente 5000
microzonas con millones de oligonucleodtidos disefiados con cuatro secuencias especificas que permitiran el reconocimiento, la cuantificacion y la ubicacion
espacial de cada transcrito. (Modificada de la Guia CG000407 de 10x Genomics).

en inglés unique molecular identifier) de 12 nt es tinica para
cada oligonucleétido, y permite hacer una cuantificacion del
numero absoluto de transcritos en una region. El fragmento
PoliT de 30 nt se une a las colas de PoliA de los mRNAs
hibridados con las sondas, esto permite la rapida union de las
sondas para que no se ubiquen en otros sitios de la laminilla
(Figura 2).

La Técnica de Visium puede realizarse en cortes histologicos
de tejidos frescos o de tejidos fijados y embebidos en parafina.
Dependiendo del material biolégico con el que se esté
trabajando se deben realizar ligeros cambios a la técnica, y es
importante que cada laboratorio estandarice: 1) las técnicas
de corte (5 micras de grosor) y de tincion de hematoxilina
y Eosina (H&E), que permitiran visualizar la estructura del
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tejido y las células que lo componen; 2) la captura de la imagen
en un microscopio con un programa de computadora que
permita hacer una composicion de fotografias a un aumento
de 10x 0 20x. Con esta composicion se puede visualizar todo
el tejido tefiido con H&E y compararlo con la expresion de los
transcritos en cada region del area de captura; 3) la cantidad
(>10ng/ul) y la calidad del RNA (DV200 o porcentaje de
fragmentos de RNA > 200 nucledtidos mayor al 50%) que se
obtenga a partir de un solo corte.

Una vez que el tejido de interés se ha procesado y cortado
correctamente, los cortes se colocan en una laminilla de
expresion espacial y se dejan adherir al vacio durante 12
horas. En este paso es fundamental verificar que el tejido no se

A o
W
B O :
. 3 D
(,.:

Figura 3. Orientacion de las composiciones fotograficas. A) Acercamiento
del patrén de puntos en la esquina superior izquierda del marco de referencia.
B) Area de captura y marco de referencia. C) Ejemplo de un corte de piel de
raton tefiido con la técnica de H&E. D) Imagen obtenida después de realizar
la secuenciacion y el analisis de los datos, se observan los patrones de
expresion transcripcional y la distribucion espacial de distintas poblaciones
celulares. Imagenes obtenidas en el Laboratorio de Tejido Conjuntivo del
INRLGII.

despegue de la laminilla, de lo contrario no se podra realizar
la localizacion espacial de los transcritos. Posterioremente, se
realizan la tincién de H&E y las composiciones fotograficas
ocupando el patron de puntos de la esquina superior izquierda
del marco de referencia como orientacion (Figura 3).

Para obtener la informacion del transcriptoma de cada region
del tejido en la laminilla se requiere generar bibliotecas
génicas y después secuenciarlas, para lo que se tienen que
seguir una serie de reacciones moleculares que consisten
en: 1) hibridar los pares de sondas, estas son secuencias
de DNA prefabricadas con fragmentos LHS (del inglés
left-hand side) y RHS (del inglés right-hand side) que por
complementariedad de bases reconoceran a cada transcrito
dentro de una célula; 2) ligacién, una vez que las sondas
reconocen a sus mRNAs blanco, ambas sondas se unen en
una reaccion de ligacion con una enzima ligasa; 3) liberacion
de la sonda, para lo que se requiere de un tratamiento con
RNAsa y de la permeabilizacion del tejido. Como resultado

se liberan solo los productos de ligacion (con cola PoliA)
de una sola hebra de DNA. En este momento se pierde la
integridad del tejido y las reacciones siguientes ocurren
directamente en la laminilla; 4) captura, en donde las sondas
liberadas se aparean inmediatamente con los oligonucledtidos
de captura (que se describieron previamente). Una vez unidas
a la laminilla, se realiza extension de doble cadena para que
las sondas (con las secuencias de localizacion espacial)
tengan mayor estabilidad molecular. Asi se pueden separar
de la laminilla en forma de elucién, para que el resto de las
reacciones se puedan realizar en un tubo de PCR (Figura 4).
A partir de este momento, la generacion de las bibliotecas
génicas es el mismo que para la secuenciacion convencional.
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Figura 4. Captura espacial de sondas a partir de la hibridacién del
transcriptoma. Cada mRNA es reconocido especificamente por su sonda
LHS en el extremo 3" y una sonda RHS con secuencia PoliA en el extremo
5. A) Hibridacion: las sondas reconocen a su mRNA. B) Ligacion: las
sondas LHS y RHS se unen mediante una enzima ligasa. C) Liberacion:
Se abren poros en la membrana celular y permiten la salida de la sonda. D)
Captura: La sonda en su extremo PoliA es reconocida en la regién PoliT
de un oligonucledtido de la serie de microzonas espaciales en la laminilla
Visium. (Modificada de la Guia CG000407 de 10x Genomics).

A manera de resumen, en la Figura 5 presentamos el esquema
general de trabajo para obtener bibliotecas génicas y realizar
la visualizacion de la transcriptomica espacial en un corte de
tejido.

© 2023 Mensaje Bioquimico. Todos los derechos reservados. ISSN-0188-137X
Comité Editorial: Hernandez Alcantara, G.; Meraz Cruz, N.; Ramirez Silva, L.H. y Vilchis Landeros, M.M.
Publicado por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina; UNAM

116



Farrera-Hernandez, et al. Mens. Bioquim. 47 (2023): 112-121

Preparacion de muestra

Desparafinar, teiir,

fotografiar y desentrecruzar

Hibridacion de sonda

Hematoxilina y Eosina
(H&E) para fotografiar

Cortes de tejido FFPE
(humano o ratén)
en laminillas Visium

Desparafinar

Ligacion

Di ion de RNA, lib: on de sonda,
extensién y elucién de la sonda

Desentrecruzar

Desentrecruzar

Deteccion de RNA mensajero
mediante sondas para
todo el transcriptoma

>

~1.5h

> N

>

Inmunofluorescencia

(IF) para fotografiar Toda la noche

Generacion de
Bibliotecas

PCR de indice de muestra, limpieza

qPCR y cuantificacién

~ - - TO

~2h ~25h

~15h

Figura 5. Esquema general de trabajo para la obtencion de bibliotecas génicas mediante la técnica de Visium. Se muestran los tiempos aproximados
que se requieren para cada paso experimental. (Modificada de la Guia CG000404 de 10x).

Procesamiento Bioinformatico de los datos de Visium

La transcriptomica espacial, al igual que la scRNAseq,
adiciona una nueva dimension a las tecnologias de
secuenciacion de nueva generacion, por lo que el analisis
bioinformatico es fundamental para desencriptar los datos
y poder representar la expresion de los genes en el espacio.
Antes y durante el proceso de secuenciacion se generan
dos tipos de datos: la imagen del tejido y los datos de
secuenciacion. La informacion de la imagen y secuencias son
preprocesadas bioinformaticamente para generar la matriz de
conteo de los transcritos, en donde las filas son los genes y
las columnas los “codigos de barras espaciales” denotando
la cantidad de veces que se detectd el gen en esa zona del
tejido. 10x Genomics ya cuenta con su conjunto de analisis
y herramientas conjugadas en lo que llama Space Ranger
para preprocesar los datos. De manera inicial descompone
los archivos nativos de los secuenciadores de Illumina en
archivos FASTQ, posteriormente se hace el alineamiento de
las secuencias con respecto a un genoma de referencia (i.g.
humano o ratén) para asi poder decodificar la secuencia de
nt en genes. Ya obtenido el alineamiento, a la imagen del
tejido se le somete a un limpiado mediante procesamiento
de imagenes en donde se identifican las microzonas por sus
“codigos de barras espaciales” y se filtran aquellas zonas en
donde no hay tejido sobrepuesto. Estos mismos pasos pueden
realizarse de manera independiente a Space Ranger, solo se
debe cuidar la correlacion entre los datos de las secuencias y
la imagen (Figura 6).

Ya obtenidas las matrices de conteo se realiza el procesamiento
de los datos, que de manera inicial debe de asegurar la
calidad de los datos mismos. La calidad se relaciona a que
cada columna que refiere al conteo en cada region tenga al
menos 1000 genes expresados y menos del 5% de esos genes
correspondan a RNA mitocondrial, ya que un porcentaje mas
alto es indicador de apoptosis celular. Por otro lado, si es que
se quiere utilizar muestras de diferente procedencia o datos
generados en corridas diferentes del secuenciador es necesario
hacer una correccion para que los datos sean comparables en
sus diferencias bioldgicas y no en las variaciones técnicas. El
siguiente paso para asegurar la comparabilidad de los datos es
normalizar los datos de acuerdo con el conteo de RNA de cada
region, con el objetivo de poder comparar estadisticamente
zonas con bajo y alto conteo de RNA, por ejemplo: zonas
fibroticas versus zonas con infiltrado inflamatorio. SCrnorm
normaliza en funcién de cuantiles del nivel expresion de
acuerdo con la profundidad alcanzada en cada region (12).
Es importante denotar que no existe un método estandar, y
que en algunos casos no es recomendable la normalizacion.
Pasando al analisis, como primer paso es la identificacion
de los tipos celulares y caracterizar la heterogeneidad de la
muestra. Este proceso inicia con la proyeccion de los datos
en un plano bi o tridimensional, con esto se identifican
microzonas con perfiles de expresion similares. Hay que
resaltar que en la matriz de conteo cada gen representa una
dimension de informacion, por lo que establecer relaciones y
similitudes es propenso a errores, lo que se optimiza a bajas
dimensiones. Las proyecciones mas comunes son t-SNE y
uMAP (13, 14).
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Figura 6. Analisis bioinformatico de los datos de la transcriptémica espacial derivado de la tecnologia Visium. De manera general consta de dos
partes: 1) El preprocesamiento para generar la matriz de conteo, 2) El analisis de la matriz para la extraccion de informacion biologica, desde filtrado de
calidad, normalizacion, proyeccion, agrupamiento, identificacion de tipos celulares, descomposicion de las distribuciones mixtas y biisqueda de interacciones

(Modificada de la Guia BR060 de 10x).

uMAP tiene la ventaja de poder proyectar en mas de una
dimension, se recomienda como paso previo hacer PCA
(de las siglas en inglés Principal Component Analysis) y
usar alrededor de mas de 10 componentes para obtener
informacion suficiente del fendmeno bioldgico. Utilizando la
proyeccion de los datos se aplica un método de agrupamiento,
los mas usados que no tienen dependencia de la geometria
de la proyeccion o consideraciones de normalidad son los
métodos de agrupamiento aglomerativo (e.g. métodos de
Leiden y Louvain) en donde a través de iteraciones se van
juntando muestras que tienen perfiles de expresion similares
(15). Posteriormente, se hace un analisis de expresion
diferencial para encontrar los genes que distinguen a cada
grupo asociado a un subtipo celular, por ejemplo, mediante
scran (16). Para la identificacion se utilizan dos estrategias:
1) los genes marcadores se contrastan con bases de datos
para inferir el tipo celular con herramientas como Scmap,
singleR, CIBERSORT (17-18) y 2) los genes marcadores
se contrastan con listas curadas por expertos en el tema. Es
importante recordar que tener la informacion de los grupos
de células y su posicion en el tejido, nos permite conocer su
distribucion espacial y sus patrones de expresion espaciales,
lo que es relevante en procesos como el cancer (19,20) y la
reparacion de tejidos. Sin embargo, una limitante de la técnica
es que cada region caracterizada en Visium mide cerca de
55um de diametro, por lo que la resolucion espacial no es de
una sola célula sino de un grupo de 2-7 células (dependiendo
del tejido) que si son del mismo tipo tendran un perfil de
expresion comparable, sin embargo, si es una mezcla de
diferentes tipos celulares tendran un perfil de expresion con
distribucion mixta.

Para tener una aproximacion de resolucién a células
individuales es posible acoplar datos de scRNAseq del
mismo tejido que contengan las poblaciones descritas en
su contraparte espacial. Los datos de célula nica permiten
conocer las distribuciones de expresion de las poblaciones de
tipos celulares de manera aislada, tomando estas distribuciones
se construyen distribuciones mixtas que contemplen todas
las combinaciones posibles de subtipos celulares. Usando
un analisis de correlacion en un modelo semisupervisado se
descomponen las distribuciones mixtas de analisis espacial
y se asocian las distribuciones marginales (21). Con el
avance de la tecnologia, nuevas herramientas como Xenium
permiten conocer, a resolucion de célula tnica, la distribucion
espacial del perfil de expresion de células mediante la técnica
de hibridacion in situ; sin embargo, se debe tener en cuenta
que esta técnica ain limita la cantidad de genes a observar
(cerca de 250). Finalmente, los datos de la transcriptomica
espacial también nos permiten realizar la busqueda de
interacciones de actividad en las localidades espaciales del
tipo célula-célula y ligando-receptor para construir vias
de comunicacion celular. Para este fin, Giotfo considera la
proximidad entre las células para determinar la interaccion
espacial de acuerdo con las proximidades (23). De manera
similar funciona SpaOTsc minimizando una funcion objetivo
de las diferencias de expresion entre los diferentes subtipos
celulares, particularmente para interacciones ligando-
receptor hace una descomposicion parcial de los perfiles
para aproximar la interaccion gen-gen (22). Con los datos
generados de manera masiva, la transcriptomica espacial nos
permite analizar la relacion, la interaccion y la distribucion
espacial a escala celular de un tejido en especifico.
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Contribuciones recientes de Visium para entender
procesos biolégicos complejos

Diversos grupos de investigacion en el mundo estan utilizando
la transcriptomica espacial para estudiar la dindmica celular
de procesos fisiopatoldgicos. En esta seccion describimos
algunos ejemplos de los avances que se han logrado en
diferentes areas de las ciencias biomédicas con la técnica de
Visium.

En el area de las neurociencias ha sido relevante ya que el
“microambiente espacial” es fundamental para comprender
la plasticidad cerebral. Con ayuda de esta técnica Chen y
colaboradores en el 2020 encontraron que la expresion de
los mRNAs KIF5A, PLP1 y SLC1A3 en la zona del giro del
l16bulo temporal del cerebro humano puede utilizarse como un
nuevo marcador involucrado en el avance de la enfermedad
de Alzheimer. De los marcadores encontrados, SLC1A3 se
sobre expresa en los astrocitos y la microglia, KIF5A en las
neuronas y PLP1 en los oligodendrocitos (24).

Estos datos amplian las redes de interaccion molecular
que regulan al Alzheimer y en el futuro podrian servir para
proponer biomarcadores de diagnodstico temprano de la
enfermedad (Figura 7A).
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El cancer es otra de las areas en donde Visium esta aportando
nuevos descubrimientos, por ejemplo un estudio que fusiona
los datos obtenidos por scRNAseq y Visium demostré que
fibroblastos FAP+ y macrofagos SPP1+ se colocalizan
espacialmente en el microambiente tumoral de muestras de
pacientes con cancer de colon e interaccionan entre ellos
mediante la liberacion de TGF-f, interleucina-1 y quimerina.
Esta interaccion resulta en la formacion de estructuras
desmoplasticas (alta deposicion de componentes de la matriz
extracelular) que limitan la infiltracion de células T y por
lo tanto producen resistencia a la quimio e inmunoterapia.
Ademas, estas estructuras se asocian con una menor tasa de
sobrevivencia en los pacientes (25). Con estos resultados, los
autores propusieron una estrategia terapéutica que se basa en
eliminar o disminuir esta interaccion fibroblastos-macrofagos
para mejorar los prondsticos de las terapias convencionales
(como la inmunoterapia) (Figura 7B).

En el area de la cicatrizacion de la piel, el grupo de Foster
y colaboradores utilizo las técnicas de scRNAseq y Visium
para caracterizar los programas transcripcionales y las
respuestas adaptativas de los fibroblastos durante el proceso
de reparacion de una herida escisional.
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Figura 7. Descubrimientos realizados con la técnica Visium en aiios recientes. A) Localizacion espacial de subgrupos celulares en el l6bulo temporal
de cerebro humano con Alzheimer (izquierda) e identificacion de SLC1A3 en AG, KIF5A en Neu y PLP1 en Olg como mRNAs que elevan su expresion
durante el desarrollo de la enfermedad (derecha). B) Colocalizacion de fibroblastos FAP+ y macrofagos SPP1+ en el microambiente tumoral de cancer
colorectal (izquierda) que se asocia con la expresion de los genes fibroticos POSTN y COL1A1 (derecha). C) Interaccion espacial entre macrofagos SPP1+
y fibroblastos RUNX1+ a los 7 dias post-herida (7DPH) (derecha) asociada a la formacion de cicatriz al centro de la herida (izquierda). (Creada con figuras

modificadas de las referencias 24, 25 y 26).
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Asi, ellos definieron 4 grandes poblaciones de fibroblastos
con perfiles de expresion de mRNAs, localizacion
espacial y patrones de activacion y migracion especificos.
En las etapas mdas tempranas del proceso cicatrizal, los
fibroblastos “activados por respuesta” son los primeros
en iniciar programas transcripcionales de repuesta a la
herida, seguidos por los “fibroblastos mecanofibroticos”
(RUNX1+) que se empiezan a diferenciar en respuesta a
las sefiales de mecanotransduccion, a migrar hacia el centro
de la herida y a interactuar con macrofagos SPP1+ (los
mismos que se observan en cancer) activando asi programas
fibroticos (Collal y MSR1). Finalmente, los fibroblastos
“proliferadores” y “remodeladores” aparecen en los tiempos
mas tardios y son los mas relacionados con la regeneracion
de estructuras dérmicas (26). Estos resultados demostraron
que los fibroblastos responden de una manera muy dindmica
al microambiente cicatrizal que se genera en la herida, y que
modular sus caminos de diferenciacion puede ser una pieza
clave para definir estrategias terapéuticas que reduzcan la
fibrosis y promuevan la regeneracion de la dermis (Figura
70).

Nuestro Laboratorio de Tejido Conjuntivo del Centro de
Investigacion y Atencion a Quemados (CENIAQ) del
Instituto Nacional de Rehabilitacion, es el primer grupo en
Meéxico que esta implementando la tecnologia de Visium
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Lo que el pez cebra nos ha ensefiado sobre el betaglicano,

un misterioso co-receptor del Transforming Growth

Factor beta.

What we have learnt about betaglycan, an intriguing TGFf3 co-receptor, from the
zebrafish.
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Resumen

Aun después de 30 afos de su clonacion, el betaglicano,
también conocido como TGFBR3 (receptor tipo 3 del
Transforming Growth Factor beta, TGFp) sigue presentando
enigmas que lo hacen un desafiante tema de investigacion.
Los datos de bioquimica y biologia celular sugerian
funciones moduladoras, “accesorias”, de sus multiples
ligandos. Sin embargo, la creacion de ratones nulos para
el gen del betaglicano revel6 que su ausencia era capaz de
causar letalidad embrionaria. Con el propoésito de ahondar
en las actividades in vivo del receptor, abordamos el estudio
de su gen en el pez cebra, encontrando que la situacion
es todavia mas compleja en este vertebrado. Los peces
morfantes (knock-down) exhiben letalidad embrionaria, con
fenotipos exuberantes, en cambio los peces nulos (knock-out)
tiene fenotipos discretos y no letales. Estos resultados revelan
una funcionalidad in vivo del receptor que depende mucho
mas que de su simple presencia o ausencia. El reduccionista
“blanco y negro” del tubo de ensayo se torna en una “paleta
de grises” en el animal vivo. Dependiendo del momento y
lugar de su presencia y aunado al “contexto” celular-tisular,
el betaglicano matiza de diversas formas las respuestas
homeostaticas, fisiopatologicas y del desarrollo.

Palabras clave: betaglicano, TGFp, TGFBR3, pez cebra,
desarrollo embrionario, transduccion de senales.

Abstract

Even after 30 years from its cloning, betaglycan, also
known as type 3 Transforming Growth Factor beta TGFf
receptor (TGFBR3), is still a challenging topic of biomedical
research. Biochemical and cell biology results suggested it
had only modulatory “accessory” functions. The study of null
betaglycan gene mice revealed an embryonic lethal phenotype.
With the purpose of gaining a deeper insight of its functions
we set up to study zebrafish betaglycan, finding a more
complicated scenario in this vertebrate. Morphant (knock-
down) fishes had exhuberant embryonic lethal phenotypes,
however, betaglycan null fishes (knock-out) showed only
non-lethal discrete phenotypes. These contrasting results
indicates that the in vivo functions of betaglycan depend on
something more complex than its sole absence or presence
in the organism. The reductionist black and white view
from the test tube experiment becomes a grey-scale palette
in the in the intact animal. Depending on the time and
place of its expression, as well as on the cellular “context”,
betaglycan modulates in diverse manners physiological,
pathophysiological and developmental responses.

Keywords: betaglycan, TGFp, TGFBR3, zebrafish, embryon-
ic development, signal transduction.
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Betaglicano in vitro, 1o que la bioquimica y la biologia
celular nos han ensefiado.

El betaglicano (BG), también llamado el receptor 3 del TGF-
(TGFBR3) fue descubierto en los afios 80 del siglo pasado
gracias a experimentos de marcaje por afinidad de células
en cultivo de tejido (1). Estos experimentos se hicieron con
el propdsito de identificar a los receptores membranales
que mediaban las respuestas del recién descubierto factor
de crecimiento celular, el TGF-B, el cual tiene la notable
peculiaridad de ser un inhibidor de la proliferacion celular,
contrariamente a lo que la gran mayoria de otros factores
celulares hacen. La sola posibilidad de estudiar al TGF-f y
sus mecanismos anti-mitogénicos alentaba la esperanza de
encontrar blancos terapéuticos contra el cancer. Para lograr
esta meta, se requeria conocer la via de transduccion del
TGF-B. La técnica de marcaje por afinidad con ligandos
radioactivos, que habia demostrado su poder para determinar
la estructura del receptor de la insulina, fue aplicada
en células sensibles e insensibles (obtenidas mediante
mutagénesis quimica) al TGF-B, revelando 3 diferentes
glicoproteinas transmembranales que por su tamafio se
denominaron receptores tipo 1, 2 y 3. Mediante una elegante
serie de experimentos con hibridos somaticos de estas células
mutantes, marcaje por afinidad y rescate de las respuestas
anti-proliferativas mediadas por TGF-B, se concluyd que
los receptores 1 y 2 eran indispensables para los efectos del
factor (2). Esta propuesta fue corroborada con la clonacion
de los ¢cDNAs de los receptores, afiadiendo que estos eran
cinasas de serina y treonina que se asociaban en presencia
del ligando. Sin mucha demora, se establecidé también que
la activacion del receptor 1, debida a su fosforilacion por el
receptor 2, constituia el inicio de la llamada via canonica del
TGF-B (3).

Mientras el TGFBR1 y el TGBR2 y las Smads se revelaban
como los engranajes de la via canonica, la estructura del
betaglicano, deducida de su clonacion (4), confirmaba las
predicciones bioquimicas (5) revelandose como un abundante
proteoglicano transmembranal, con glicosaminoglicanos de
heparan y condroitin sulfato (GAGs de HS y CS), capaz de
unir a las tres isoformas del TGF-f con alta afinidad y cuyo
ectodominio podia ser liberado de la membrana mediante
un corte proteolitico (shedding) dando lugar a un receptor
“soluble” (6,7). Sin embargo, la estructura no indic6é ninguna
funcion de sefialamiento evidente. Mediante la transfeccion
del betaglicano en células carentes del co-receptor pero con
receptores 1y 2, se descubrid que las respuestas a la isoforma
TGF-B,, se potenciaban, siendo comparables a las de las otras
isoformas (8). Esta equipotenciacion se lograba gracias a que
el receptor 2 se asociaba con el betaglicano y el TGF-3,, en
lo que se denomind “complejo de presentacion de ligando”,
el cual compensa la baja afinidad que el receptor 2 tiene por
el TGF-B, (9,10). Este hallazgo, uno de los primeros cuyo
mecanismo ha sido estudiado a nivel molecular y estructural
(11), ha sido confirmado extensamente y ha sentado un

paradigma para la funcion de los co-receptores en general.
Sin embargo, no es el tnico caso en el que el betaglicano
interactiia con un ligando de la familia del TGF-B y decide
sus efectos sobre los receptores de sefialamiento. La
btsqueda del receptor de la inhibina terminé cuando el grupo
de Vale demostro que la inhibina A forma un complejo con
el betaglicano y el receptor tipo 2 de la activina, impidiendo
que este ultimo se asocie con la activina y el receptor tipo
1. Este “secuestro” es otro ejemplo de como el betaglicano
forma complejos mediados por ligando con receptores de
sefial y en este caso resulta en la inactivacion de la activina,
revelando el mecanismo en como la inhibina funciona como
su antagonista fisiologico (12-14).

Aunque la existencia del betaglicano soluble se conocia desde
antes de su clonacién (6), su funcion pudo probarse con la
produccién de una forma recombinante en células de insecto
(7,15). Aunque el betaglicano soluble tiene las mismas
propiedades de union de ligando que el ectodominio de su
precursor membranal, existe una diferencia fundamental,
la version soluble actia como un anticuerpo antagonista
del TGF-B (9,15). Esto, aunado con el hecho de que el
“shedding” del betaglicano soluble es un proceso regulado
fisiologicamente (16), nos llevo a proponer que el betaglicano
podria funcionar in vivo como un “switch” que, dependiendo
de su ubicacion topologica (membranal o soluble), activaba
o0 apagaba las acciones del TGF-f (17). En principio, si fuese
posible encontrar la manera de regular in vivo la produccion
de la forma soluble a partir de la forma membranal, se
podrian mitigar los efectos nocivos que la sobreproduccion
del TGF-B tiene en muchas enfermedades de importancia
humana, como el cancer, la diabetes y la tuberculosis, en las
cuales hemos demostrado, usando modelos animales, el gran
potencial terapéutico del betaglicano soluble recombinante
(18-20).

En resumen, el TGFBR3 o betaglicano es un co-receptor
con muchas capacidades, las cuales aun no han sido
completamente estudiadas. Una asignatura pendiente es la
funcion de las cadenas de glicosaminoglicanos de heparan
y condroitin sulfato (GAGs de HS y CS). Es bien conocido
que estos carbohidratos complejos tienen capacidad para unir
factores de crecimiento celular y quimiocinas (21) y que los
heparan sulfato del betaglicano unen FGF (22), sin embargo
atn se desconoce la verdadera relevancia fisiologica de esta
interaccion. Otra asignatura pendiente es la funcion de la
region citoplasmatica, la cual esta altamente conservada entre
todos los ortologos del betaglicano y de la endoglina (23,24).
Esta region bien podria servir como “plataforma” de unioén
y de regulacion para proteinas intracelulares, como ya se ha
demostrado para la beta-arrestina (25).

Un aspecto intrigante del TGF-B es su participacion en la
oncogénesis, pues como en casi todos los efectos del factor,
dos lados coexisten, “el bueno y el malo” (26). El TGF-B
por su naturaleza antimitogénica funciona deteniendo
la proliferacién cancerosa, pero debido a que las células
tumorales suelen perder componentes de la via canonica,
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el factor puede operar como un promotor del proceso
oncogénico, en especial las metastasis (26). De ahi que inhibir
al TGF-B para tratar el cancer sea una meta compleja, pues
dependiendo de muchas cosas, dicha inhibicion podria ser
benéfica o no. La notable capacidad del betaglicano soluble
recombinante para inhibir al TGF-B sirvié para demostrar
que en ciertos tipos de tumor y en ciertas situaciones del
proceso oncogénico funciona como un poderoso agente
antitumoral (18). Como se podra imaginar, la localizacion del
betaglicano, soluble o membranal, podia ser, en principio, un
factor determinante de si el TGF-3 muestra su lado bueno o
malo en el cancer y otras patologias (16).

En resumen, es claro que el betaglicano es un co-receptor
con infinidad de posibilidades funcionales, derivadas
principalmente de su exuberante estructura modular, las
cuales en vivo podrian actuar de manera independiente una
de la otra, lo que, en cierta forma anticipa la pleiotropia de
fenotipos embrionarios que han mostrado los animales en los
que se han hecho knock-downs o knock-outs de su gen.

Betaglicano in vivo, lo que los modelos animales nos han
ensefiado.

No obstante, sus multiples funciones bioquimicas, el
betaglicano mantuvo su reputacion de co-receptor accesorio
y no fue sino hasta que se publicaron los fenotipos letales
embrionarios de los ratones nulos que esa idea fue
cambiando (27-29). Los ratones knock-out del TGFBR3
mueren a la mitad de la gestacion debido a una deficiente
proliferacion miocardica, defectos de los vasos coronarios, y
de las valvulas cardiacas y las de los grandes vasos. Ademas,
presentan apoptosis hepatica la cual posiblemente ocasione
la concomitante hematopoyesis deficiente. Aun sabiendo que
el betaglicano se expresa en musculo esquelético y cardiaco
(29,30), y que su bloqueo con anticuerpos neutralizantes, en
explantes de cojinetes atrio-ventriculares de embriones de
pollo, impedia la correcta transicion epitelio-mesenquimatosa
endotelial (31), el fenotipo murino fue sorprendente por su
letalidad y amplitud, dejando en claro que el betaglicano
es un co-receptor indispensable durante el desarrollo
embrionario murino. Los mecanismos moleculares que
conducian a estos defectos se atribuyeron a una incapacidad
de estos ratones para equipotenciar al TGF-p,, es decir, a una
defectuosa sefializacion de esa isoforma (29). Sin embargo, a
pesar de que el raton nulo para el TGF-p, tiene ciertos rasgos
semejantes al del TGFBR3 (32), no es su fenocopia fiel, de
ahi que se puede concluir que la deficiente sefializacion por el
TGF-B, no es la sola responsable del fenotipo del TGFBR3.
De hecho, como se discutio en la seccion previa, es claro que
el betaglicano tiene un repertorio de funciones bioquimicas
mucho mas extenso, las cuales podrian contribuir con
diversos aspectos del fenotipo. El raton nulo para el
TGFBR3 también confirmo las limitaciones que tienen los
experimentos in vitro y en cultivo de tejidos para entender
cabalmente la funcioén de este co-receptor y que para ello

es necesario usar abordajes genéticos en raton y pez cebra.
Un ejemplo sobresaliente es el descubrimiento de como la
inhibina A y la B funcionan separadamente para regular la
funcion reproductora en ratones. Parte importante del ciclo
estral es la maduracién de ovocitos por efecto de la FSH
(hormona foliculo estimulante) producida por la estimulacion
con activina de los gonadotropos hipofisiarios (33). La FSH
también estimula la produccion de las inhibinas Ay B en el
ovario, hormonas que bloquean en la hipdfisis la accion de
la activina, creando un ciclo de retroalimentacion negativa
para la optima funcion reproductora. La creacion del raton
nulo, gonadotropo-especifico, para betaglicano solo perdio
sensibilidad a la inhibina A, llevando a la identificacion de un
nuevo co-receptor emparentado estructural y funcionalmente
con el betaglicano y que era mediador de los efectos de la
inhibina B. Este nuevo gen codifica una proteina semejante
al betaglicano (TGFBR3L) pero que posee solo un dominio
ZPC de unidn a la inhibina que tiene una selectividad para la
isoforma B (33). Es claro que los estudios en animal completo
han revelado lo mucho que atin hay por descubrir para este
co-receptor.

El betaglicano del pez cebra complica las ideas sobre este
co-receptor.

El pez cebra, Danio rerio, es un modelo que ha ganado
prominencia en la investigacion biomédica debido a sus
ventajas sobre el raton, especialmente el hecho de que sus
embriones son transparentes y se desarrollan fuera de la
madre, lo que permite su observacion directa en tiempo real,
segundo tras segundo. Ademas, el hecho de que se pueden
modificar genéticamente tras ocurrir la fertilizacion permite
detectar con facilidad, en lapsos cortos, si la manipulacion
de alglin gen causa alteraciones fenotipicas muy particulares.
Hoy en dia, gracias a las herramientas proporcionadas por
CRISPR-Cas, es sin duda el vertebrado ideal para hacer
genética y debido a su gran similitud con el genoma humano,
es factible generar informacion aplicable a los humanos. La
clonacion del TGFBR3 en esta especie demostr6 una gran
conservacion estructural con los ortélogos mamiferos (34).
Ademas de tener la misma estructura modular conservada,
se expresa también como un proteoglicano de membrana
con alta afinidad para el TGF-$, y su gen exhibe el mismo
patréon exdnico-intrénico con promotores semejantes en
secuencia y actividad (35), todo lo cual auguraba funciones
muy conservadas en todos los vertebrados, que deberian ser
facil y rapidamente estudiadas en el pez.

La pregunta inmediata e importante era determinar si el
betaglicano del pez, como en el raton, es un gen indispensable
para el desarrollo embrionario. Con ese fin, usamos
“morfolinos”, un abordaje experimental muy usado en el pez
cebra para apagar la expresion de un gen especifico (“knock-
down”, KD). Los morfolinos son analogos de polinucle6tidos
anti-sentido, no hidrolizables, con secuencias de bases
capaces de hibridar por complementaridad sobre blancos
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especificos, bloqueando la traduccion de un mRNA, o el
splicing de un pre-mRNA (36). Estos experimentos indicaron
que la reduccion, casi total, en la expresion del betaglicano
ocasionaba letalidad embrionaria y defectos en el desarrollo
que incluian diversos o6rganos (34). Uno de estos defectos era
en la formacién de nuevos vasos sanguineos, en particular el
acortamiento de los brotes angiogénicos de la aorta dorsal
y el plexo caudal venoso. Este “fenotipo angiogénico” era
inesperado y muy atractivo, pues el betaglicano no se expresa
en los vasos sanguineos del pez, ni de los mamiferos. En esas
estructuras, en cambio, se expresa el otro co-receptor del
TGF-B, la endoglina, la cual si tiene fenotipos vasculares en
mamiferos y el pez (24,37). El hecho de que el betaglicano
se exprese abundantemente en los musculos somiticos que
rodean a los brotes angiogénicos afectados, sugiere que se
trata de un efecto indirecto, a través de un mecanismo no
autonomo celular que emergia como un nuevo enigma en
la saga del betaglicano (34,35). Lo inesperado del fenotipo
vascular obligo6 a validar minuciosamente su especificidad
con todo tipo de controles (34), y por supuesto, a crear un
pez mutante nulo para estudiarlo cabalmente. Dicho knock-
out (KO) se obtuvo mediante las poderosas herramientas del
CRISPR-Cas9 y arroj6 otra sorpresa, el fenotipo angiogénico
no se presentaba en los peces nulos para el gen de TGFBR3
(38). De hecho, el pez nulo no parece reproducir ninguno
de los fenotipos observados en el morfante y se desarrolla
sin aparentes defectos, llega a la vida adulta y es fértil. Esta
discrepancia entre fenotipos KD y KO se ha vuelto comun
en el pez cebra, como lo atestigua un extenso estudio en
que comparan los morfantes (KD) y los mutantes (KO) de
varios genes (39). Para alguno de estos casos discrepantes
se ha encontrado una explicacion, la compensacion genética
mediada por la sobre expresion de algun gen semejante al
mutado, que pueda reemplazarlo funcionalmente (40), lo
cual ha abierto un campo de estudio para intentar explicar los
mecanismos de este fendémeno (41). Esa compensacion, se
hipotetiza, solo ocurre en el mutante nulo, y no en el morfante,
debido a que este tltimo el apagamiento del gen blanco ocurre
inmediatamente después de administrar el morfolino, sin dar
tiempo a la instalacion de los mecanismos compensatorios,
los cuales pueden arrancar durante las generaciones que
pasan entre tener un mutante mosaico y el pez nulo en los dos
alelos del gen. En nuestro laboratorio estamos indagando la
posibilidad de que la endoglina, o alglin otro gen, pueda estar
compensado la falta del betaglicano en el pez mutante.

Sin embargo, con el pez nulo generado se hizo una busqueda
de fenotipos no evidentes a primera inspeccion en los 6rganos
y tejidos que muestran una expresion embrionaria elevada
de betaglicano. Gracias a ese enfoque se encontrd que la
falta de betaglicano causa un retraso en la mineralizacion
de los cordocentros, estructuras anulares que se forman
alrededor de la notocorda y que sirven de precursores para
las vértebras. Este retraso es semejante al observado con
inhibidores del TGF-f, indicando que el factor es necesario

para la mineralizacion y sugiriendo que la falta de betaglicano
aminora la intensidad de la sefial del TGF-p (38). Concordante
con esta hipotesis, se demostrd que en los cordocentros de
los peces sin betaglicano hay una severa disminucion de la
fosforilacion de Smad3, en especial en los puntos donde se
observa los depdsitos minerales. Hasta donde es de nuestro
conocimiento, estas observaciones constituyen el primer
ejemplo in vivo de la bien conocida funcion de presentacion
del ligando del betaglicano.

Conclusiones

Quizas la mas importante conclusion de esta revision es
que el betaglicano es un pez escurridizo, que ain no hemos
atrapado cabalmente, es decir, no podemos responder a la
pregunta sobre la “verdadera” funcion in vivo, la relevancia
biologica, de este co-receptor. Es justificado argumentar
que, dada su florida estructura modular, no tenga una tinica
“verdadera” funcién sino muchas y que ninguna sea tan
determinante como lo es mutar una lisina en el sitio activo
de una cinasa de proteinas. El betaglicano parece participar
en muchos “debates fisiologicos” sin jamas emitir la “dltima
palabra”. El hecho es que la evolucion ha dotado (solamente)
a los vertebrados con este co-receptor, es decir el TGFBR3 es
una novedad que aparece en los genomas de los vertebrados,
para un “propoésito” que escapa de nuestra muy obcecada
mentalidad determinista. Al fin y al cabo, la vida carece de
proposito y parafraseando a Monod, tan solo es el resultado
del azar y la necesidad.
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Resumen

Para la caracterizacion de una enzima desde un punto de
vista cinético, la obtencion de pardmetros como la K , la
k., y el cociente k_ /K es importante. Con respecto a los
dos primeros, su definicion es clara. La K corresponde a la
concentracion de sustrato a la cual se alcanza la mitad de la
velocidad maxima y la &, describe los moles de sustrato que
se transforman en producto por unidad de tiempo y por mol de
enzima o mol de sitios activos. Lak_, /K se ha definido de dos
maneras, como constante de especificidad y como eficiencia
catalitica. Sin embargo, esta tltima definicion es imprecisa.
Una nueva interpretacion explica que k_ /K corresponde a
la constante de velocidad de la captacion del sustrato por una
enzima para formar uno o varios complejos productivos. Asi
como se caracteriza una enzima y se obtienen sus parametros
cinéticos, con el estudio cuantitativo de una via metabdlica,
que forma parte del analisis del control metabdlico, se
obtiene el grado en el que cada enzima controla el flujo de
la via y esto se realiza a través de los coeficientes de control
de flujo, de las elasticidades y de las relaciones que existen
entre estos. Con el fin de explicar los cambios en el flujo de
la via por metabolitos externos, se definieron los coeficientes
de respuesta. Por ultimo, el metabolismo intermedio esta

Abstract

For the characterization of an enzyme, it is important to obtain
the kinetic parameter, K _, k£ and the k /K ratio. Regarding
the first two, their definition is clear. The K _ corresponds to
the concentration of substrate concentration at which half
of the maximum speed is reached and the & describes the
moles of substrate that are transformed into product per unit
of time and per mole of enzyme. The k_ /K has been defined
in two ways, as the specificity constant and as the catalytic
efficiency. However, this last definition is imprecise. A new
interpretation explains that the k /K corresponds to the
rate constant of the capture of the substrate by an enzyme
to form one or several productive complexes. Just as it is
important to obtain the kinetic parameters of an enzyme, it is
also important to study quantitatively a metabolic pathway,
giving numbers to the degree each enzyme controls the
flow of the pathway, and this is done through the metabolic
control analysis, which includes terms as flow control
coefficients, elasticities, and the relationships between these
two coefficients. In order to explain changes in pathway flux
by external metabolites, response coefficients were defined.
Finally, intermediate metabolism is made up of a large
number of metabolic pathways with an even larger number of
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formado por una gran cantidad de vias metabolicas con un
numero de todavia mayor de enzimas e intermediarios. Para
analizar la respuesta de una célula a condiciones ambientales,
por ejemplo, glucosa, se utiliza una matriz estequiométrica
que contiene todas las reacciones que se llevan a cabo en los
diferentes compartimentos celulares, un vector de velocidades
y se resuelve este sistema maximizando un parametro, por
ejemplo la produccion de biomasa.

Palabras clave: cinética enzimatica, eficiencia catalitica,
analisis de control metabolico, biologia de sistemas, analisis
de balance de flujos.

enzymes and intermediaries. To analyze the response of a cell
to different environmental conditions, for example glucose, a
stoichiometric matrix containing all the reactions carried out
in the different cellular compartments, a rate vector, and this
system is solved by maximizing a parameter, for example, the
production of biomass.

Key words: enzyme Kkinetics, catalytic efficiency, metabolic
control analysis, systems biology, flux balance analysis.

Objetivos

Los objetivos de esta revision son varios. En primer lugar,
dar una interpretacion novedosa de la relacion k /K ,
uno de los parametros cinéticos de la ecuacion de la doble
reciproca, revisar la teoria del analisis del control metaboélico
y de la biologia de sistemas, principalmente en la parte de la
obtencion de un modelo metabdlico a partir de un genomay su
comprobacion por medio de analisis de balance de flujos. En
segundo lugar, y desde un punto de vista de la aplicacion de la
teoria, introducir tres programas gratuitos que se utilizan para
deducir ecuaciones de velocidad de modelos cinéticos, para
construir vias metabdlicas y analizar su comportamiento, y
para construir modelos metabolicos a partir del genoma de
un organismo.

1833: Descubrimientode la
primer enzima: diastasa

1951: Secuencia de aminodcidosde e

1894: Modelode la llave
y la cerradura

1926: lasenzimas son

Fechas importantes en la enzimologia

Pasaron muchos afios antes de saber que cierto tipo de
estructuras, que hoy conocemos como proteinas y que
llamamos enzimas, eran las que catalizaban las reacciones
dentro y fuera de la célula, por ejemplo, en la sangre de los
vertebrados. La figura 1 muestra una cronologia de algunos
de los avances tedricos y experimentales mas importantes en
el campo de la enzimologia (1).

La primera enzima que se descubri6 fue la diastasa (1), que
realmente era una mezcla de enzimas que degradaban el
almidon en maltosa. Esto fue en el afio de 1833. En 1836
Berzelius propuso que estas entidades, cuya naturaleza
se desconocia, eran los catalizadores que aceleraban la

1897: Fermentacion en un
sistema libre de células

|

. +——  1913: Modelode Michaelis-Menten
lainsulina proteinas
1953: Estructuradel DNA = 1958: Modelo del ajuste inducido = 1958: Estructu.ra crlst.alograflca de
la mioglobina
2020: Alphafold, prediccion de L
4—— 1977: Secuenciacicnde DNA

estructura terciaria
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Figura 1. Eventos importantes en el campo de la investigacion de las enzimas (modificado de (1)).
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velocidad de las reacciones en la célula. Fue en 1877 que
Wilhelm Kuhne introdujo el término de enzima para estas
moléculas que funcionaban como catalizadores, aunque se
desconocia su naturaleza quimica (1). Otro avance importante
fue la demostracion, en 1897, de que la transformacion de la
glucosa en etanol se podia llevar a cabo con un extracto de
levaduras, sin la participacion de las células integras (2,3).
Este experimento, realizado por Eduard Buchner, fue el golpe
final al vitalismo, que abogaba por una fuerza vital necesaria
para que se produjeran las transformaciones complejas
propias de las células (glucosa a etanol), y que solamente
los procesos sencillos, como las reacciones de hidrolisis,
catalizadas por las diastasas y proteasas, se debian a las
enzimas. En 1894, Emil Fischer propone el modelo de la llave
y la cerradura para explicar la especificidad de las enzimas
(4,5), y en 1926 James B. Summer cristaliza la primera
enzima, la ureasa (6), y confirma que es una proteina, por lo
que finalmente se llega a la conclusion de que las enzimas
son proteinas. Veinticinco afios después, Sanger reporta la
secuencia de aminoacidos de la insulina (7). Regresando un
poco en el tiempo, en 1913 Leonor Michaelis y Maud Menten
proponen su modelo de cinética enzimadtica que incluye la
interaccion de la enzima con su sustrato y la definicion de
dos parametros cinéticos, la constante de Michaelis (K )y
la constante catalitica (k_,), que se incluye en la velocidad
méaxima (V) (8). En 1958 Koshland describe el modelo
del ajuste inducido (9) y John Kendrew reporta la estructura
de la mioglobina por medio de la cristalografia de rayos X
(10). EI mismo Sanger, en 1977, publica el método para la
secuenciacion del DNA (11) y, junto con la publicacion de la
técnica de PCR (por sus siglas en inglés, Polimerase Chain
Reaction) en 1984 por Kary Mullins (12-14), se dispara el
numero de secuencias de aminodcidos de proteinas a partir
de los genes y genomas secuenciados; esta informacion se
recopila, para un gran numero de proteinas y de especies, en la
base de datos UniProtKB (https://www.expasy.org/resources/
uniprotkb-swiss-prot). Por ultimo, y dejando de lado un gran
numero de descubrimientos, en 2020 se pone al servicio del
publico AlphaFold2, un programa de inteligencia artificial
desarrollado por DeepMind, para predecir el plegamiento de
las proteinas con un alto grado de certeza (15).

Cinética quimica

Para analizar las diferentes regiones de la curva de Michaelis-
Menten, es importante conocer las reacciones de primer y
segundo orden, asi como las unidades de las constantes de
velocidad asociadas a cada una de éstas (4,5,16).

En una reaccion de primer orden como

k1

A——P

la dependencia de la velocidad de la reaccion en funcion de
la concentracion de A se describe por la siguiente ecuacion:

v="k[A]=k[A]' 1

en donde v, la velocidad de la reaccion, se define como la
variacion del reactante o del producto con respecto al tiempo

v =-dA/dt = dP/dt 2

y k,, la constante de velocidad de primer orden tiene las
unidades de tiempo™! (s, min!, h'). De acuerdo con la
primera ecuacion, la velocidad es una funcion lineal de la
concentracion de A. La reaccion es de primer orden debido a
que el exponente asociado a la concentracion de A es 1. Desde
un punto de vista practico, k, informa de la proporcion de
moléculas de A que se transforman por unidad de tiempo (4).
Por ejemplo, con una k, de 0.06 min™, el 6% de las moléculas
de A se transforman en producto en un minuto. Este resultado
es independiente de la concentracion de A.

El siguiente esquema describe una reaccion de segundo

A+B—2 +p+Q
orden:

En este caso, para que ocurra la formacion de productos, debe
haber colisiones entre las moléculas de A y B, con la energia
y orientacioén adecuadas.

La ecuacion de velocidad asociada a esta reaccion es:

v=k[A][B] = k[A]'[B]' 3
El orden de la reaccion con respecto a A es de 1, con respecto
a B también es de 1 y el orden global de la reaccion es de
dos. Las unidades de k,, la constante de velocidad de segundo
orden, son M!s’!. Por tanto, el conocimiento de las unidades
de las constantes de velocidad nos permite identificar el tipo
de reaccion.

Cuando la velocidad es independiente de la concentracion del
reactante, se obtiene una reaccion de orden cero:

v=rk=k[A] 4
Esta cinética es caracteristica de reacciones catalizadas por
una enzima en la region de concentraciones de sustrato muy
grandes.
Cinética enzimatica: la ecuacion de Michaelis-Menten
Como se menciond anteriormente, en 1913 Michaelis y

Menten desarrollaron un modelo para explicar la actividad de
una enzima (8). Su objetivo era demostrar que la velocidad
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de una reaccion catalizada por una enzima era proporcional a
la concentracion del complejo enzima-sustrato. A partir del
siguiente esquema:

E+S«——ES—E+P

en donde E corresponde a la enzima libre, S al sustrato libre
y ES al complejo enzima-sustrato, se obtiene la famosa

Velocidad, umol/min

ecuacion de Michaelis-Menten (M-M), que relaciona la
velocidad de la reaccidon con la concentracion del sustrato a
través de dos parametros, Ky 'V, (ok_):

v=k [EJSIN(K +[S)=V_ [SI(K +[S]) 5

max

La figura 2 muestra la grafica de la ecuacion de M-M.

K T T

20 40

T T T

60 100

Sustrato S, mM

Figura 2. Cinética de Michaelis-Menten. Se grafica la velocidad de la reaccion en funcion de la concentracion de sustrato.

En la grafica se indica, con una linea punteada, la asintota
horizontal que se alcanza a concentraciones infinitas de
sustrato y que corresponde al valor de la velocidad maxima
(V,..)» ¥ en las abscisas, la K _, la concentracion de sustrato
a la cual se obtiene una velocidad igual a 0.5*V_ . Es
importante notar que inclusive con una concentracion de
sustrato 13 veces mayor que la K_ (100/7.5), el sistema no
alcanzala 'V __ .
A concentraciones muy pequefias de sustrato, la ecuacion de
M-M se reduce a

v=k

_[EJISVK_=V_[S]/K 6

max[ m

En el primer caso, que incluye explicitamente a la enzima
total, las unidades del cociente k /K son M's" (constante
de segundo orden) y, para V__ /K , son de s (constante de

primer orden). Aunque mas adelante se va a profundizar en
la interpretacion de este cociente, basta decir por ahora que

en el primer caso se refiere a una constante de segundo orden
que describe la interaccion de E con S para formar P, mientras
que en el segundo, en el que la concentracion de la enzima se
incluye en el término de V__, el cociente V| /K se refiere
a una reaccion de primer orden para la transformacion de S
enP.

Al parametro k_/K ~se le ha llamado eficiencia catalitica
(5,17), ya que es una medida de la eficiencia con la que
una enzima transforma los sustratos en productos. Mientras
mas grande sea este valor, mayor es la eficiencia catalitica.
De acuerdo con la teoria de las colisiones moleculares,
la constante de velocidad de segundo orden de un proceso
bimolecular esta entre 108-10° M-'s!. Por tanto, para ciertas
enzimas, como la anhidrasa carbdnica (18), la fumarasa (19)
y la triosa fosfato isomerasa (20), con valores de k_/K
cercanos al limite superior tedrico, la catalisis esta limitada
por la difusion del sustrato al sitio activo y se menciona que
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estas enzimas alcanzaron la perfeccion catalitica (5,17,21)
(Tabla 1).

Tabla 1. Parametros cinéticos de algunas enzimas.

Enzima K, (M) ke 5 ko /K, (MsT
Quimotripsina 1.5x 107 0.14 9.3
Ribonucleasa 7.9x 107 7.9 x 10° 1.0x 10°
Anhidrasa carbonica 1.0x 107 1.3x10° 3.6 x 107
Fumarasa 4.6x10* 1.9x 10° 42x10°
TriosaP isomerasa 4.7x10* 2.6x10° 55x 108

Ala k_/K también se le llama constante de especificidad
(17), porque mide la preferencia de una enzima por varios
sustratos. Por ejemplo, la hexocinasa 1 puede tomar a los
siguientes monosacaridos: D-glucosa, D-manosa, D-fructosa,
sorbitol y D-glucosamina, y en lugar del ATP puede aceptar
al ITP y al dATP (https://www.brenda-enzymes.org/index.
php, https://iubmb.qmul.ac.uk/enzyme/EC2/7/1/1.html). La
hexocinasa 1 prefiere a la D-glucosa y al ATP sobre los otros
sustratos. Mientras mas grande sea el valor de la constante de
especificidad, mayor es la preferencia de la enzima por ese
sustrato.

A concentraciones infinitas de sustrato, la ecuacion de M-M
se simplifica a

v=k_ [E]=V__ 7

Es decir, la velocidad es constante e independiente de la
concentracion de sustrato, y por tanto, el sistema se encuentra
en el régimen de orden cero ([S]’). La k_, tiene unidades de
s, y describe los moles de sustrato que se convierten en
producto por unidad de tiempo por mol de enzima o mol de
sitios activos. Otro nombre que se le da a la k_ es nimero de
recambio (5).

Por ultimo, laK corresponde a la concentracion de sustrato a
la cual se alcanza la mitad de la'V__ (4,5,16). En ocasiones,
la K esigual a la constante de disociacion del complejo ES
(K)), y en esta condicion se puede hablar de que la K mide la
afinidad de la enzima por su sustrato (4,17). Cuando la K es
igual ala K , hay una relacion inversa entre la K |y la afinidad
de la enzima. Mientras mayor es la K _, menor es la afinidad
de la enzima por su sustrato y viceversa. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, la K o es igual a la K. En este caso,
la K no se puede relacionar con la afinidad de la enzima.
Por ejemplo, se puede dar el caso de que una mutacion afecte

k1 €
E+S —/ES —
k- ks

EPQ —*— EQ+P

la K pero no la K. De hecho, para un buen numero de
reacciones con varios sustratos, la K <K . Cabe sefialar que
la K  se deriva de dos parametros fundamentales, es decir,
la K se obtiene a partir del cociente de dos constantes de
velocidad, Vv (V_ /K )ok vk, /K).

Programa para deducir ecuaciones de velocidades

Como en cualquier campo de la investigacion, la teoria y
la practica son importantes. La teoria coloca los cimientos
y la practica se desarrolla sobre esas bases. Lo mismo se
puede decir de la cinética enzimatica. Primero, hay que saber
deducir la ecuacion de velocidad de cualquier modelo, por
muy complicado que éste sea. En segundo lugar, hay que
arreglar la ecuacion para que quede en forma de pardmetros
cinéticos. Finalmente, hay que analizar e interpretar la
ecuacion.

El grado de dificultad para deducir la ecuacion de velocidad
depende de la complejidad del modelo. Por ejemplo, en la
condicion de estado estacionario, para los mecanismos BiBi
al azar, la ecuacion que se obtiene tiene términos cuadraticos
en la concentracion de A y B. Sin embargo, si se supone
equilibrio rapido, desaparecen los términos cuadraticos y la
ecuacion se simplifica.

Aunque la deduccion de la ecuacion de velocidad para el
mecanismo uni-uni irreversible (S — P) es muy sencilla y se
encuentra en casi todos los libros de Bioquimica (5,22,23),
intentar la deduccion de la ecuacion de velocidad para
mecanismos mas complicados no es facil. Y es en este punto
que el uso de programas como WREFERASS (24,25) facilita
el trabajo. Ademas, tiene la ventaja que se puede hacer
la suposicion de equilibrio rapido para ciertas etapas del
mecanismo, lo que simplifica la ecuacion.

Para obtener la ecuacion de velocidad del siguiente
mecanismo (que se utilizard mas adelante):

L E+Q
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Se ejecuta WREFERASS y se obtiene la siguiente
ventana, con dos secciones, la del Mecanismo y

la de Resultados:

Luego se llama al mecanismo que se debe
encontrar en un archivo tipo texto. La informacion
contenida en este archivo se muestra en la
ventana de Mecanismo. La presencia del simbolo
gato indica que ese renglon es un comentario que
no se toma en cuenta durante el computo. En este
ejemplo, informa de la reaccion que se estudia: x2

Por ultimo, se corre el programa (icono play) y
se obtiene la ecuacion de velocidad en términos
de constantes de velocidad (&, k,, etc), en donde
M(P) es la expresion del numerador de la ecuacion
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Ligands:

Where:

HM(P} =

Den =

v (P) = M(B) [E]o/Den

k1k3KkSKE[S]

k6{k2kd + k2k5 + k3k5} + k1{k3k5 + k3ké + k4ké + kSke}[5]
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A partir de este punto, en forma manual y con base en la nomenclatura de Cleland (12 BBA), se arregla la ecuacion de

velocidad en términos de los parametros cinéticos, Ky V,_
M(P)= kkkk(I[S]

Den =
v =M(P)/Den = k_*E *[S]/(K_+[S])

en donde

k, =kkk / {kk +kk +kk +kk;}

cat

y

K =k kk, +kk +kk}/k{kk +kk +kk +kk;}
De estas dos ecuaciones se obtiene

kcat/Km = k1k3k5 / {k2k4 + kaS + k3k5}

La ecuacion de Lineweaver-Burk

Desde un punto de vista experimental, no se pueden usar
concentraciones infinitas de sustrato ya que las enzimas
pueden inhibirse por el o los sustratos, o la solubilidad de estos
puede ser muy limitada. Y puesto que la V__ en la ecuacion
de M-M se alcanza a concentraciones infinitas de sustrato (ver
Figura 2), el valor de este parametro no se puede obtener de
la grafica de velocidad contra la concentracion de sustrato, v
vs [S]. Asimismo, la K  tampoco se puede calcular, ya que se
obtiene a partir del valorde la V__ . Por tanto, hay que buscar
un método para extrapolar la concentracion de S hasta infinito
y la funcién mas apropiada para realizar extrapolaciones es la
linea recta. Sacando el reciproco de ambos miembros de la
ecuacion de M-M se obtiene la ecuacion de Lineweaver-Burk
(L-B), también conocida como la doble reciproca (5,22,26):

K
NP W T 11
Puesto que V= k_E, se puede factorizar la

concentracion de enzima y pasarla al otro lado del signo
de igual, con lo que se obtiene la ecuacion de la doble
reciproca en términos de k_:

_EQ. = K 1 + 1 12
V K. o [S] k. cat

La ecuacion 12 y la figura 3 muestran que la ecuacion de la
doble reciproca es una recta con pendiente K _/k_ y ordenada
al origen l/k_, .

Todos los valores en el eje de las ordenadas, que cruza al
eje de las abscisas (1/[S]) en el cero, corresponden a una
concentracion de sustrato infinita (1/infinito = 0). Por tanto,
es a partir del intercepto de la recta con el eje de las ordenadas
(eje Y) que se obtiene la k_ (V) en forma de reciproco (1/
k., o 1/V_ ). Asimismo, a partir del intercepto de la recta
con el eje de las abscisas (eje X) se obtiene el reciproco de
la K_(-1/K ). Hay que mencionar que la pendiente de la

k ok, + ok +kok )+ {kok, + Kok, + Kk, + Kk 3 ST

8
9
10
18 -
16
14
12 4
B 10
o
_8“ 0.8 m= Kmlkcai
2
06
0.4 4
y b= 1/kca
T T T T T T T 1
04 -0.2 02 0.4 0.6 0.8 1.0 12
024
1S

Figura 3. Grafica de Lineweaber-Burk o de la doble reciproca. Existe
una relacién lineal entre el reciproco de la velocidad y el reciproco de la

concentracion de sustrato.

recta de la doble reciproca es el reciproco de la constante de
velocidad de segundo orden que se obtiene a concentraciones
bajas de sustrato (k_/K )y que la ordenada al origen es el
reciproco de la constante de velocidad de primer orden (k)
que se obtiene a concentraciones infinitas de sustrato.

Una nueva interpretacion de & /K
cat m

En esta parte del presente trabajo se sigue de cerca el enfoque
de Northrop (27). Dicho autor resalta que la ecuacion de
M-M, siendo una ecuacion de velocidad, tenga un parametro
con unidades de concentracion, la K _. Es decir, en el mundo
de Michaelis-Menten, la cinética enzimatica se dividié en dos
dominios, el de la catalisis (k) y el de la union del sustrato
(K,). En contraste, en la ecuacion de la doble reciproca, los
dos parametros corresponden a constantes de velocidad, ya
que la pendiente es el reciproco de la k_ /K _ (unidades de
k., /K = M's"), mientras que la ordenada al origen es el
reciproco de la k_, (unidades de k_ =s™).

Por otro lado, las interpretaciones de V, /K o k /K que
se mencionaron anteriormente incluyen la formacion de los

© 2023 Mensaje Bioquimico. Todos los derechos reservados. ISSN-0188-137X
Comité Editorial: Hernandez Alcantara, G.; Meraz Cruz, N.; Ramirez Silva, L.H. y Vilchis Landeros, M.M.
Publicado por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina; UNAM



Pardo Vazquez, et al. Mens. Bioquim. 47 (2023): 128-152

productos, es decir, que se supone que se completa un ciclo
catalitico. Sin embargo, al analizar la ecuacion de la k_ /K |
que obtuvimos para el siguiente mecanismo de reaccion:

E+S«+ ES«<EPQ—>EQ+P—->E+Q

el valor de la k_/K esta determinado por las constantes de
velocidad de las etapas que van de la enzima libre E hasta el
primer paso irreversible (sefialadas en amarillo), es decir, no
aparece la k:

E+S«< ES<— EPQ—EQ+P

y la k_, esta definida por los pasos que van del complejo
enzima-substrato ES hasta la liberacion de la enzima libre
(en amarillo) y de los productos, es decir, no aparecen las
constantes k, y k,:

ES«< EPQ—-EQ+P—E+Q

Puesto que la K_ es el cociente de estos parametros
fundamentales, queda determinada por el mecanismo
completo (aparecen todas las constantes de velocidad):

E+S«+ ES«EPQ—>EQ+P—>E+Q

Por tanto, si la k_/K_no mide la velocidad con la que se
completa el ciclo catalitico, que incluye la liberacion de todos
los productos, entonces ;qué mide?

Para contestar esta pregunta, Northrop utilizo la ecuacion de
L-B (26), que separa los parametros fundamentales, & /K
y k. pero modificada por Dalziel (28), en donde en forma
explicita se toma en cuenta la concentracion de enzima:

E,_ @1,
Vo

en donde ¢, esigual aK /k vy ¢, esigualal/k.

13

Mientras que la ecuacion de L-B tiene explicitamente el
reciproco de constantes de velocidad, la de Dalziel se expresa
en forma de constantes de tiempo. La ecuacion de Dalziel
establece que el tiempo necesario para que una reaccion
enzimatica se lleve a cabo es igual a la suma del tiempo que
le toma a la enzima y al sustrato unirse para formar el/los
complejos productivos, (¢ /S), mas el tiempo que le toma a
este complejo generar el/los producto(s) y liberarlos, @, (29).
A diferencia de las constantes de velocidad, las constantes de
tiempo se pueden sumar (29).

Al comparar las ecuaciones de L-B y de Dalziel, se observa
que ¢, es el reciprocode la k_ /K ,y deaqui se puede deducir
que k_/K es la constante de velocidad para la formacion
del complejo productivo de la enzima con el sustrato, en
donde el complejo productivo incluye multiples complejos
en mecanismos con muchos pasos, por ejemplo, ES y EPQ en

el esquema de arriba (29). De esta manera, Northrop propone
el término de captura para la formacion de los complejos
productivos y lo simboliza como & (29). Entonces, k_/
K corresponde a la velocidad de captura del sustrato por la
enzima para formar el complejo productivo, mientras que la
k., es una medida de la velocidad de la liberacion (release)
de la enzima libre y el/los productos a partir del complejo
productivo, por lo que sugiere llamarle &, (29). Una ventaja
de esta terminologia es que la unién del sustrato en el modelo
de M-M es un concepto estatico (se asocia muchas veces a
una constante de equilibrio), mientras que la captura es un
concepto cinético, y que la k_,, que intuitivamente se asigna a
un solo paso, en el concepto de liberacion se incluyen muchos
pasos (29).

Un ejemplo cotidiano que podria servir para aclarar estos
conceptos es el siguiente: El tiempo que le toma a una persona
para llegar al aeropuerto y subir al avion corresponderia a la
captura (kcap), mientras que el despegue del avion y la llegada
a su destino final y la salida del pasajero estaria relacionado
con la liberacion (k). Un inhibidor competitivo aumenta el
tiempo de la captura, por ejemplo, el trafico de la Ciudad de
México en nuestro ejemplo, mientras que un inhibidor no
competitivo aumenta el tiempo asociado a la liberacion de
la enzima y los productos, y aqui podriamos mencionar a la
Iluvia, la nieve o la saturacion del aeropuerto de la CDMX,
que retrasan el aterrizaje del avion (29).

Diagrama de energia libre para k_ /K

A partir del esquema descrito por Northrop (29,30):
E+S< ESEPQ—->EQ+P—->E+Q

y utilizando el programa wREFERASS (24,25), se obtuvo:

k /K =kkk /{kk, +kk +kk;} 10

Sin embargo, es dificil identificar la contribucion de cada
ctapa del mecanismo cinético al valor de la k_ /K . Para
separar las contribuciones, el truco es obtener el reciproco de
lak /K (13)

Wk, /K= 1(kkk, /kk,)+ 1/(kk/k)+ 1k, 14
Lasunidades del denominador de cada uno de los términos son
de M's”!. Si cada término se multiplica por la concentracion
de sustrato, entonces M's™! se reduce a s, que es la unidad
de una constante de velocidad de primer orden. De acuerdo
con esta ecuacion, el valor mas pequefio de 1/(k k k. /k k,), 1/
(k k,/k,) o 1/k, es el que va a tener la mayor influencia sobre
lak, /K . Porejemplo, si k, es mucho menor que el valor de
los otros cocientes, entonces su reciproco es el que tiene el
valor mas alto, por lo que los otros dos términos se pueden
despreciary la k /K _seria igual a k,.
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(Cual es el significado de esto? De acuerdo con Chiwook (30),
para contestar esta pregunta se construyen los diagramas de
energia libre para las primeras tres etapas del modelo cinético
(que intervienen en la definicion de k /K ) y se suponen tres
situaciones, la primera, que el estado de transicion para la
asociacion de la enzima con su sustrato (E + S — ES) es
el mas alto; la segunda, cuando el estado de transicion para
la conversion quimica (ES — EP) tiene el mayor valor, y la
ultima cuando el estado de transicion para la liberacion del
producto P tiene el valor mas grande (EPQ — E +P) (30)
(Figura 4)

Las alturas de los estados de transicion en la figura 4 se
obtienen al multiplicar (k kk/kk,), (kk/k,)) o k, por la
concentracion de sustrato (30). Cuando el estado de transicion
para la union del sustrato (E + S — ES) es el mas alto (Figura
4A), el valor de k_ /K estd determinado principalmente por
la cinética de la asociacion del sustrato ( £, /K =k ) (15).
En este caso, la reaccion esta controlada por la difusion del
sustrato al sitio activo de laenzimaylak_/K puede alcanzar
valores de 103-10° M's”!. Cuando el estado de transicion para

A B
A A

Energia libre
Energia libre

la conversion quimica (ES — EP) es la mas alta (Figura 4B),
la k,/K esta determinada principalmente por k k./k, (15).
Puesto que k/k, es igual a la constante de disociacion del
complejo ES (K), la £ /K _ puede representarse como k./
K. En este caso, la k_/K es una medida de la capacidad
catalitica (k,) y de la afinidad por el sustrato (K ). Ademas,
en esta condicion el sistema se encuentra en equilibrio rapido
(K, =K). Enlatltima condicion (Figura 4C), la k_ /K _ esta
determinada por la etapa de la liberacion del producto P (EPQ
— P+ EQ) (30).

Si ahora se sigue el mismo procedimiento con lak_, se tiene:
k., =kkk/(kk +kk +kk +kk)

at
Vk,, = 1/k+ 1/k, + (k)/(kk,) + 1/k, 15
De acuerdo con esta ecuacion, el valor mas pequefio de k, k,
o k; va a tener la mayor influencia sobre la k_,. Por ejemplo,
si k, es mucho menor que las otras 2, entonces la k_ estd
limitada por la liberacion de Q. Es decir, k_, = k..

k, EP k] :

Energia libre

.
. .
. H
.

ES s Sy %ﬁlsﬁ
-3 ‘ *

E+P

E*S 1isi 1;(5-{51 kikest

kKK E+S Kk, Rk
73 k,[S] T:[Sl Kk [Sl‘:
Y v
E+P E+P

[
>

Coordenada de reaccion
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L

Coordenada de reaccién

Figura 4. Diagrama de energia libre para las contribuciones de cada una de las etapas del mecanismo cinético ala k /K  (modificada de Chiwook

(30)).

Analisis de Control Metabolico

Son varios los mecanismos que se utilizan para ajustar la
actividad de una enzima a las demandas metabolicas de
la célula (5,22,23). Ya sea que se aumente o disminuya la
expresion de la enzima, o que su velocidad de degradacion
cambie, o que la actividad se module por activadores o
inhibidores alostéricos o que la enzima se altere debido a una
modificacion quimica, como la fosforilacion en residuos de
serina, treonina o tirosina, el objetivo es ajustar la actividad
de la enzima y de una via metabdlica a las necesidades de la
célula (5,22,23). El desarrollo en la cinética enzimatica ha
sido impresionante desde el articulo de M-M. Por ejemplo,
la base de datos “Brenda Enzyme Database” (https://www.
brenda-enzymes.org/), contiene los valores de los parametros
cinéticos de muchas enzimas y, a través de las referencias, se
obtienen las ecuaciones de velocidad de éstas.

Si ahora colocamos varias enzimas para formar una via

metabolica, surgen algunas preguntas. Por ejemplo, ;qué
le ocurre al flujo de la via cuando la actividad de una
enzima se altera? ;Se reparte el control del flujo entre las
diferentes enzimas? ;Qué ocurre con la concentracion de un
intermediario de la via cuando cambia la actividad de una
enzima? (Existe una sola etapa limitante en la via? ;Qué
molécula (inhibidor o activador) tiene el mayor efecto en el
flujo de la via? ;Que se necesita para que el efector alostérico
de una enzima cambie el flujo de la via? Las respuestas a
estas preguntas se encuentran en la teoria del analisis de
control metabolico, propuesta inicialmente por Heinrich
y Rapoport (31-33) en Alemania y Kacser y Burns (34) en
Edimburgo y desarrollada posteriormente por Reder (35) y
Small y Fell (36,37) utilizando el algebra de matrices. Para
los lectores interesados que quieran profundizar en el tema
de MCA (del inglés, Metabolic Control Analysis), Moreno-
Sanchez y colaboradores tienen varias revisiones en las que
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se desarrollan otros aspectos de la teoria que no se cubren aqui
(38,39). Para dar respuesta a las preguntas iniciales, se van a
definir los coeficientes de control de flujo y de concentracion,
las elasticidades, los teoremas de la suma y de la conectividad
y el coeficiente de respuesta.

La figura 5 muestra una via metabolica ramificada, en donde
X, es el metabolito que alimenta a la via y cuya concentracion
se mantiene constante (por ejemplo, la glucosa en sangre), S ,
S,,y S, son intermediarios de la via, sustratos y productos de
las diferentes reacciones catalizadas por las enzimas E, E,,
E,, E,y E,, y X, y X, son los productos finales de la via, y
cuyas concentraciones también se mantienen constantes.

Es(Vg)
S;— Xy

E> (Vz)

Xo =t» S

E4(V4)

83 Es(vs) X2

Figura 5. Via metabélica ramificada.

En vez de considerar las concentraciones de las enzimas
explicitamente, se puede utilizar las velocidades, ya que
de acuerdo con la ecuaciéon de M-M, la velocidad de la
reaccion catalizada es una funcion lineal de la concentracion
de la enzima. Las variables del sistema incluyen a las
concentraciones de los intermediarios y el o los flujos (en
nuestra via metabdlica tenemos 3 flujos: (J, = v,), (J, = v,=
v.), y (J, = v, = v,), mientras que los parametros incluyen a
la concentracion de las enzimas, los parametros cinéticos de
éstas,comolak, olaV_ ,laK ,lasconstantes deinhibicion
y de activacion, y finalmente las condiciones de frontera (X,
X,y X,). EI MCA (del inglés Metabolic Control Analysis)
investiga la relacion entre las variables y los parametros en
una via metabdlica. Flujo, actividad o velocidad, regulacion,
y control metabolico son algunos de los conceptos con los que
se trabaja en MCA. El flujo indica la velocidad de un sistema
formado por muchos componentes. Por ejemplo, el flujo de la
glucolisis se puede determinar a través de la produccion del
piruvato por unidad de tiempo. Si no hay fugas en la via, por
ejemplo, que la glucosa se vaya a la via de las fosfopentosas o
la sintesis de glucogeno, el flujo también se puede determinar
por el consumo de glucosa. En el modelo de via metabdlica
propuesto, hay tres flujos: el asociado a la desaparicion de X,
el que produce X, a partir de S, y y el que forma X, a partir
de S,. El flujo es una propiedad sistémica, mientras que la
actividad o velocidad de una enzima, es una propiedad local
(40). El término de control se refiere al ajuste en la salida
de un sistema con el tiempo. Sugiere la capacidad de iniciar,

disminuir o aumentar. El control metabdlico corresponde a la
capacidad de cambiar el estado del sistema, ya sea el flujo o la
concentracion de un intermediario o la temperatura para otro
tipo de sistemas, en respuesta a una sefial externa (40,41).
En contraste, la regulacion estd relacionada con el término
de homeostasis y ocurre cuando el sistema mantiene alguna
variable constante (temperatura, flujo) (40,41). Un ejemplo
de la vida diaria es el funcionamiento de un refrigerador. Se
puede disminuir o aumentar la temperatura del refrigerador
(control), pero una vez que se llega a la temperatura deseada,
la constancia de ésta va a depender del sensor y del sistema
de retroalimentacion del refrigerador (40). Regresando a la
via metabolica, uno de los objetivos es identificar las enzimas
que controlan el flujo y la concentracion de los intermediarios,
y es aqui donde entran los coeficientes de control de flujo y
de concentracion.

Coeficiente de control de flujo

El coeficiente de control de flujo (C.’) describe el cambio
relativo en el flujo de una via metabdlica (AJ/J) en respuesta
a un cambio relativo en la concentracion (AE/E) o en la
actividad (Av/v) de una enzima (40,41):

cr_ 8 (B A E_
PTSE J AE J  AE
o utilizando la actividad de la enzima (v)
;8 v AT v B
= e— ) — P —— — T —
v v J  Av J Av

v

Los cambios en la concentracion de enzima o en la actividad
de la misma deben ser muy pequefios, infinitesimales. La
figura 6 muestra que el cambio en v,, ya sea porque se aumento
o disminuy6 la concentracion de E, o por su activacion o
inhibicion por efectores alostéricos, puede afectar positiva o
negativamente los flujos v, v,, v, y v.. Es decir, el cambio
en la actividad de una enzima puede afectar diferentes flujos,
dependiendo de la estructura de la via (Figura 6).

Para una via lineal, si se incrementa la concentracion (o la
actividad) de E, en 1%, el resultado sobre el flujo puede ser
el siguiente: 1) que no cambie el flujo, lo que implicaria que
E, no controla el flujo; 2) que el flujo aumente en 1%, y en
este caso E| es, lo que se llamaba antes, la enzima limitante,
la que controla la totalidad del flujo, y por tanto, el resto de las
enzimas no tienen control y 3) que el flujo haya aumentado
en cierto porcentaje, por ejemplo, 0.25%, por lo que se puede
concluir que el control se reparte entre diferentes enzimas y
que E, solamente controla el flujo en un 25%.

La figura 7 muestra un calculo para una enzima que controla
el 100% del flujo en una via lineal:
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Figura 6. Los coeficientes de control de flujo cuantifican el efecto del

cambio en la actividad de E, sobre los flujos de la via.
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Figura 7. Célculo del coeficiente de control de flujo cuando se incrementa
en 1% la concentracién o la actividad de E, que resulta en un incremento

del 1% en el flujo de la via.

Otro ejemplo. Supongamos que la concentracion inicial de E,
es de 1 nM y que por medio de procedimientos genéticos se
aumenta su concentracion a 1.01 nM, es decir, 1%. El cambio
en la concentrcion de enzima es AE = E . —E. = 0.01 nM.
El cambio relativo en la concentracion de enzima es 0.01
nM/1 nM = 0.01. Supongamos que con este cambio en la
concentracion de enzima, el flujo se incrementé de 5 a 5.025
pumol/min (AJ = 0.025). El cambio relativo en el flujo (AJ/J))
=0.025/5 = 0.005 (0.5%). El coeficiente de control de flujo
de la enzima E sobre el flujo J serfa de 0.5.

or _ - 0005
L ﬁEE1 - 0,101 0,01

Es decir, el flujo de la via esta controlado en un 50% por E .

Coeficiente de control de concentracion

El coeficiente de control de concentracion describe el cambio
relativo en la concentracion de un metabolito (AS/S) como
resultado de cambio relativo en la concentracion (AE/E) o en
la actividad (Av/v) de una enzima (40,41):

AS

0 E AS E <5
SE°S TAE"S T AR
La figura 8 muestra que al alterar la actividad de E, (v,),
esto puede dar lugar a un aumento o disminucién de la
concentracion de S, S, y S.. Es decir, se ve el efecto de

cambiar la concentracion o la actividad de una enzima sobre
la concentracion de los intermediarios de la via metabodlica.
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Figura 8. Los coeficientes de control de concentracién cuantifican el
efecto del cambio en la actividad de E, sobre la concentracién de los

metabolitos que forman parte de la via metabdlica.

Ademas, se esperaria que un incremento en la actividad de
la enzima (por ejemplo, v2) produzca una disminucién en la
concentracion de su sustrato (S,) y un aumento en la de su
producto (S,).

Elasticidades

En general, las elasticidades miden el efecto de un sustrato o
producto sobre la actividad de una enzima. Su definicion esta
dada por la siguiente expresion (40,41):

v S Av § &
ES:—.—N_.—_
5§ v T AS w  AS

El coeficiente de elasticidad cuantifica el cambio relativo en
la actividad de la enzima (Av/v) en respuesta a un cambio
relativo en la concentracion del sustrato (AS/S) o del
producto (AP/P) (40,41). En el grafico de M-M (Figura 9),
el coeficiente de elasticidad se obtiene a partir del valor de
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la pendiente de la recta tangente en un punto de la curva,
multiplicado por la concentracion de sustrato para ese punto
y dividido por la velocidad en ese punto (40,42):

s
5788w

Velocidad, pmol/min

40 60 80 100
Sustrato S, mM

SO s s ot

o
n
o

Figura 9. Explicacién grafica de la elasticidad de una enzima por su

sustrato.

Es claro que el valor de las elasticidades depende de la zona
de la curva. A concentraciones muy pequeias de sustrato,
condicion en la cual la cinética es de primer orden, la
elasticidad es igual a 1 (41). Es decir, que la velocidad es
directamente proporcional a la concentracion del sustrato.
Cuando la enzima estd saturada y se tiene una cinética de
orden cero, el valor de la elasticidad es cero (41). Esto implica
que la actividad de la enzima es insensible a los cambios
pequetios en la concentracion de sustrato. Si la enzima es
cooperativa, en la region de maxima pendiente la elasticidad
se acerca al coeficiente de Hill, parametro que refleja la
cooperatividad de una enzima (41).

Teoremas del analisis del control metabolico

Teoremas de suma
El primer teorema de la suma estd relacionado con los
coeficientes de control de flujo (40):

i CL =1
i=1

La suma de estos coeficientes es igual a 1. Este resultado
indica que el control del flujo en una via se distribuye entre
todas las enzimas. Cuando una de ellas tiene un control de 1,
el valor del coeficiente de control de flujo para el resto de las
enzimas de la via es cero, y por lo tanto, no ejercen control
sobre el flujo. En este caso, se aplica el término de la etapa
limitante.

El segundo teorema de la suma es para los coeficientes de
control de concentracion (40).

139

i C3 =0
1=1

El control de una concentracion se reparte entre todas las
enzimas, algunas de las cuales tienen un control positivo,
mientras que otras ejercen un control negativo.

Teoremas de conectividad

Los teoremas de conectividad relacionan los coeficientes de
control (de flujo y de concentracion) con las elasticidades. El
teorema de la conectividad de los coeficientes de control de
flujo estd dado por la siguiente ecuacion (40):

n

J o v
Z C-r;iES =0
i=1

mientras que la ecuacion que describe al teorema de
conectividad de los coeficientes de concentracion es (40):

parak#i
y Tt
Si_wme
E Cleg =0
k=1
para k=i
T
5 _m _
Z Creg =—1
k=1

Como vamos a ver mas adelante en un ejercicio sencillo,
estos teoremas son importantes para calcular los coeficientes
de control de fluyjo y de concentracién a partir de las
elasticidades.

Coeficiente de Respuesta

La concentracion de una enzima en la célula y, por tanto, su
actividad, puede cambiar debido a que se aumenta o disminuye
su expresion, o se aumenta o disminuye su degradacion (5).
Sin embargo, otra manera de afectar la actividad de una
enzima es a través de efectores alostéricos (5), y en este punto
nos interesa predecir el efecto que van a tener los activadores
e inhibidores sobre el flujo de una via metabolica. Para esto,
definimos el coeficiente de respuesta (42), que toma en
cuenta la elasticidad de la enzima con respecto al modulador
alostérico (A) y el coeficiente de control de flujo para esa

enzima.
J - J
Ry = C e
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Se puede ver que cuando el efector alostérico A no modifica
la actividad de la enzima (¢ = 0) o cuando la enzima no
tiene control sobre la via metabolica (C = 0), entonces el
compuesto A no produce un cambio en el flujo de la via. En
el otro extremo, si la elasticidad de A es de 2 (cooperatividad)
y el coeficiente de control de flujo de la enzima es diferente
de cero, entonces la presencia de A induce un cambio en el
flujo de la via.

Ejemplo: calculo de los coeficientes de control a partir de
las elasticidades
Se tiene la siguiente via metabolica

- 'Vl —y 'VE -

formada por un solo intermediario (S), el metabolito que
alimenta a la via (X ) y el producto final de la via (X,). Tanto
X, como X, son condiciones de frontera y sus concentraciones
se mantienen contantes. De acuerdo con los teoremas de la
suma y de la conectividad de los coeficientes de control de
flujo (42):

Cl+Cl=1
Clet +Cled =0

Se tiene un sistema de dos ecuaciones independientes con
dos incognitas, que corresponden a los dos coeficientes de
control de flujo. El valor de las elasticidades son datos que se
obtienen experimentalmente. Por tanto, no son incognitas.
Resolviendo las ecuaciones para las dos incognitas, se
obtienen dos ecuaciones que relacionan a los coeficientes de
control de flujo con las elasticidades:

—£ '”1'
J S
C W

v T
€s — €5

e
Cl=—"5 _
(L Tz (h1

El mismo ejercicio se puede hacer con los coeficientes
de control de concentracion y su respectivo teorema de
conectividad.

Un ejemplo de analisis de control metabolico con COPASI

Regresamos a la via ramificada con la que hemos trabajado
y el objetivo del analisis consiste en calcular los coeficientes
de control de flujo, los de concentracion y las elasticidades de
las enzimas dados ciertos parametros o0 mecanismos cinéticos
que se asignan a cada uno de los pasos de la via.

La via metabdlica se encuentra en un solo compartimiento,
por lo que no hay reacciones de transporte a través de una
membrana. A todas las reacciones se les asigna el mismo
tipo de mecanismo cinético, la ley de accion de masas, pero
irreversible para las etapas 1, 3 y 5, y reversible para las
etapas 2 y 4. Las concentraciones de X, X, y X, se mantienen
fijas a 0.5 mol/L, mientras que a las concentraciones de S,
S, y S, se les asigna un valor inicial de 1 mol/L. Puesto
que se conocen los mecanismos cinéticos de las enzimas
involucradas en la via metabdlica, asi como los valores de los

Es(Vs)
S;— Xy

Ez(Vz)

Xo = S,

EA(V‘;)

S; =2 X,

parametros cinéticos asociados a cada enzima, es conveniente
preguntar sobre el control que ejercen las enzimas sobre
los flujos de la via, o la concentracion de los metabolitos
en el estado estacionario, entre otras. Para contestar éstas y
otras preguntas, utilizaremos COPASI (del inglés Complex
Pathway Simulator) (https://copasi.org/) (43,44).

COPASI es un programa que sirve para construir y analizar
modelos de vias metabodlicas, ya sean lineales, ramificadas o
ciclicas, asociando a cada etapa un mecanismo cinético, por
ejemplo la ley de accion de masas, la cinética de Michaelis-
Menten o cinética cooperativa, entre otras. En el laboratorio,
el mecanismo cinético para cada una de las enzimas de la
via metabolica se obtiene a través de muchos experimentos,
en donde se varian las concentraciones de los sustratos, los
productos, los activadores e inhibidores, y que al final resulta
en la propuesta de una ecuacion de velocidad, es decir, de
un mecanismo cinético de la enzima. Con base en nuestro
ejemplo de via metabodlica, COPASI realiza diferentes tipos
de analisis (43). Obtiene el flujo en estado estacionario,
calcula la variacion de los intermediarios en funcion del
tiempo antes de que se alcance el estado estacionario, y
calcula los coeficientes de control de flujo, de concentracion
y las elasticidades de los componentes del sistema.
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El primer paso es definir los intermediarios (S,,
S,, S,) y sus concentraciones iniciales, asi como
los metabolitos que se mantienen fijos a una
concentracion determinada (X, X,, X,):

En el siguiente paso se introducen las reacciones
que definen la via metabdlica, se asignan los
mecanismos cinéticos (ley de acciéon de masas
irreversible y reversible en este ejemplo) y se dan
valores a los parametros cinéticos, en este caso,
k =0.1s"

A continuacion se calculan las concentraciones
de los intermediarios S|, S, y S, cuando el sistema
llega al estado estacionario (Tasks — Steady-
State):

A partir de la concentracion inicial de 1 mol/L,
las concentraciones de S, S, y S, en el estado
estacionario alcanzan los valores de 0.6, 0.2 y 0.3
mol/L. Con respecto a los flujos en las diferentes
ramas de la via, se obtiene que el flujo en v, (J))
es de 0.05 mol/s y que este se reparte entre las
dos ramas con valores de 0.02 mol/s para la rama
que comprende v, y v, (J,), y de 0.03 mol/s para
larama v,y v, (J,).

Eile Edit Tools Window Help

O OISR S % ® & coxematons -

~ COPASI

* Model Search: |
w Biochemical = -
~ Compartments [1] # v Name Compartment Type unit EaiConoensios
Citosol
Species [6] 1 s1 Citosol reactions molfl |1 0
sl
52 2 s2 Citosol reactions mol/| i} 0
i; 3 s3 Citosol reactions mol/t 1 o
X1 4 X0 Citosol fixed mol/l 0.5 1]
x2 " r
+ Reactions [5] 5 X1 Citosol fixed mol/ 0.5 0
vl 6 (X2 Citosol fixed molfl |05 0
v2
v3 New Species  Citosol reactions mol/t 1
v4
v5
Global Quantities [0]
Events [0]
Parameter Overview
Parameter Sets [0]
» Mathematical
Diagrams
~ Tasks
File Edit Tools Window Help
0 H ‘. By 5% @ ld |concentrations ~
~ COPASI .
- Model Reaction |v1
w Biochemical N -
~ Compartments [1] Details | Notes  Annotation RDF Browser
Citosol
¥ Species [6] Reaction | X0 -> S1
51
52 Reversible
53 —
:E Rate Law | Mass action (irreversible) ~ || /|| ] Add Noise
X2 i 5 =
~ Rate Law Unit |v| Default () ®
¥ Reactions [5] ate Law Unt etau B B
" Symbol Definition Role Name Mapping | Value Unit
.
v3 Parameter k1 ~local-- 0.1 s
"; =~ Substrate i substrate X0 mol/l
v!
Global Quantities [0]
Events [0]
Parameter Overview
Parameter Sets [0]
» Mathematical
Diagrams
w Tasks

Steady State Result

|Update Model| | Save to File

A steady state with given reselution was found.

Species | Compartments

Name

Model Quantities Reactions Stability | Jacobian (Comph |P
Tvpe Concentration Rate Transition Time
L [mol/l] [mol/(i*s)] [s]

reactions | 0.6
reactions | 0.2
reactions | 0.3

1/51
2|52
3|53

Steady State Result

1.39296e-17 |12
-6.96481e-18 |10
-1.39296e-17 |10

| update Model | | Save to File

A steady state with given resolution was found.

Species Compartments Model Quantities Reactions | Stability Jacobian (Compl |b
Name Flux (extensive) | Flux (intensive) | poaction
1(vl 0.05 0.05 X0 -> 51
2|v2 0.02 0.02 51 =52
3(v3 0.02 0.02 52 -> X1
4 va 0.03 0.03 51 =53
5|v5 0.03 0.03 53 -> X2
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Debido a que las constantes de velocidad

142

. . : Metabolic Control Analysis Result | save to File |

asignadas a la etapa reversible v, (0.05 *') fueron i —
~ . Steady State found. All coefficients available. | scaled - |

A -1
més pequefias que la de la etapa v, (0.1 1), el flujo —
a través de v, fue menor que en v,. Asimismo, es Elasticities | Flux Control Coefficients | Concentration Contral Coefficients
a partir de v, que se obtienen los flujos de v, y v,, Rows (effect) (@]
por lo que la suma de estos. ultimos correqunde PN @]
al valor del flujo en v,. Finalmente, el flujo a =

, 1 S1 - S2 53

través de v, y v, es el mismo, 0.02 mol/L, ya que whlo o o
el sistema se encuentra en estado estacionario. Lo 5N o

. . . ’ - 0
mismo se gphca para el flujo a través de. Vi ¥ Vs o
Como el sistema alcanza un estado estacionario, es o
posible calcular las elasticidades y los coeficientes
de control de flujo y de concentracion (Tasks —
Metabolic Control Analysis). Con respecto a las
clasticidades, se tienen los siguientes resultados:
Como era de esperarse, S, afzcta en forma'posm\éa Metabolic Control Analysis Result | save to File |
avy,yv,ya que .eS sustrato de esas reacc10njc’s. 1 Steady State found. All coefficients available. |m|
no afecta la actividad de v, porque esta reaccion es S
irreversible y solamente depende de Xo' Por otro m Flux Control Coefficients | Concentration Control Coefficients
lado, S, afecta en forma negativa a v, porque es Rows (effect) [Lat |
producto de esta reaccion reversible y estimula v.. Columns (cause) E)

(v1)

Con respecto a los coeficientes de control de flujo
se obtuvieron los siguientes resultados:

Puesto que es una via ramificada, se espera que los coeficientes
tengan valores positivos y negativos. Es decir, que si aumenta
el flujo de una rama, en la otra disminuye. La suma de los
coeficientes de control de flujo para cada uno de los renglones
es igual a 1, de acuerdo con el teorema de la suma. E, (v,)
tiene un coeficiente de control de flujo de 1 para todos los
flujos. Es decir, que si se aumenta en 1% la concentracion de
El, los flujos en v, (J, = 0.05), v,, v, (J,=0.02) y v,, v. (J, =
0.03) aumentaran en 1%: 0.05 — 0.0505, 0.02 — 0.0202 y
0.03 — 0.0303, respectivamente. Las otras enzimas no tienen

con los siguientes valores numéricos asociados a
cada coeficiente:

Steady State found. All coefficients available. |

1+04+02-03-03=1

Elasticities

Metabolic Control Analysis Result

-

(v2)
0 0 o o 0
0s o2  [OEITEETT o
10702 TSI FOS 2.22045e-16

(v3) (va) (v5) 'Summation Error’

control (no afectan) sobre el flujo de la primera reaccion, v,.
E, (v,) no tiene control sobre el flujo en v, (FCC = 0), controla
el 40% del flujo en v, y v, (0.4) y con respecto a v, y v, el
coeficiente es negativo (-0.2666) debido a que al aumentar v,
disminuye el flujo sobre esta rama.
Ademas, se puede comprobar que la suma de los coeficientes
de control para un flujo dado (J,) es uno:

J2 J2 J2 J2 J2
Co +C+C + 07+

1

Flux Control Coefficients | Concentration Control Coefficients

COPASI da los siguientes resultados para los
coeficientes de control de concentraciones:

(v1)

Rows (effect)

Columns (cause)

-

(v2) (v3) (vd) (v5) 'Summation Error'

1.66533e-16

04 ORI OSINN SO 5 55112017
FORZGE6MN FOMBSINN 0.2 RSN 2 22045¢-16
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La suma de los coeficientes de control de concentracion para
cada uno de los renglones es igual a 0, de acuerdo con el
teorema de la suma. E, (v) tiene un coeficiente de control
de concentracion de 1 para todos los intermediarios (S, S,,
S,). Es decir, que si se aumenta en 1% la concentracion de
E,, las concentraciones de S,, S, S, aumentaran en 1%: 0.06
— 0.0606 — 0.0202 y 0.03 — 0.0303, respectivamente.
Las otras enzimas tienen control negativo sobre S, y esto se
debe a que, en la via metabolica, S, estd detras de las otras
enzimas. Intuitivamente, al aumentar la actividad de una
enzima decrece la concentracion de su sustrato y aumenta la
de su producto). Por esta razon, E, (v,) tiene control positivo
sobre S,, ya que éste es el producto de E,. También se puede
comprobar que la suma de los coeficientes de control para un
intermediario dado (S,) es cero:

) h S5 .
Co+C5+CE+Ci+C8 =0
con los siguientes valores numéricos asociados a cada

coeficiente:
1-0.267-0.133-03-03=0

El analisis del control metabdlico tiene gran importancia en el
campo de la Ciencia Basica, la Medicina y la Biotecnologia.
Por ejemplo, en la caracterizacion de la glucdlisis en
Entamoeba histolytica (45) o en Saccharomyces cerevisiae
(46), para estudiar el control de la sintesis de glucogeno en
los hepatocitos (47), la sintesis de glicerol en la levadura (48)
o los cambios en el control del flujo en las vias metaboélicas
en las células cancerosas y en el probable tratamiento contra
esta enfermedad (39). También, el MCA se ha utilizado en la
busqueda de blancos farmacologicos (49) y en la optimizacion
en la producciéon de compuestos como el etanol (50,51).

Biologia de sistemas

En esta revision comenzamos con el estudio de las enzimas,
las cuales se purificaron y se caracterizaron desde un punto
cinético, y uno de los objetivos era obtener la ecuacion de
velocidad que incluyera la concentracion de sustratos y
productos, y en cada caso particular, el efecto de inhibidores
y activadores. Por ejemplo, los hidrogeniones, el calcio, el
magnesio, o moléculas organicas que se producen en la célula
pueden regular la actividad de las enzimas. De aqui pasamos
a estudiar el comportamiento del conjunto de enzimas que
forman una via metabdlica, sea lineal, ciclica o ramificada.
Como ejemplo, se podria trabajar con la glucolisis, el ciclo
de Krebs o la sintesis de glucdgeno, entre otras. El objetivo
era cuantificar el efecto de una enzima, un sustrato, un
producto o un modificador sobre el flujo de la via metabolica.
Por tanto, se definieron los coeficientes de control (de flujo
y de concentracion), las elasticidades y los coeficientes de
respuesta. Los primeros miden, entre otras cosas, el efecto
de una enzima sobre el flujo de la via. Para analizar el
comportamiento dinamico de una via metabdlica se toman en
cuenta las ecuaciones de velocidad de las diferentes enzimas,

con sus valores de V_ , los cuales incluyen la concentracion
delaenzima(V_ =k xE),las concentraciones iniciales de
ciertos metabolitos y, a través de programas como COPASI,
se deduce el sistema de ecuaciones diferenciales y se obtienen
los coeficientes de control y las elasticidades para cada
enzima del sistema, junto con los flujos y las concentraciones
de los metabolitos en estado estacionario.

En esta ultima parte pasamos de la via metabodlica al
metabolismo completo de la célula, entendiendo éste como el
total de las reacciones quimicas y de transporte -que ocurren
en las diferentes membranas celulares- que se dan en una
célula o en un organismo. En esta red metabdlica se acoplan
reacciones catabdlicas, en las que se degradan moléculas
complejas para producir ATP, NADH y NADPH, con
reacciones anabdlicas, en las que se usan estos compuestos
para la sintesis de acidos grasos, glucogeno y diferentes tipos
de macromoléculas. Sin embargo, el enfoque que se utilizo
en el andlisis de control metabdlico no se puede aplicar
a la totalidad del metabolismo, entre otras cosas debido al
desconocimiento de la cinética de la mayoria de las enzimas
y a la enorme complejidad del sistema. Y aqui entramos en
el campo de la biologia de sistemas (systems biology, en
inglés). De acuerdo con Wikipedia, la biologia de sistemas
es el analisis computacional y matematico y el modelado de
sistemas bioldgicos complejos, en el que participan diferentes
disciplinas y con un enfoque holistico para estudiar las
interacciones complejas de un sistema (https://en.wikipedia.
org/wiki/Systems _biology).

La biologia de sistemas es importante en muchos campos de
investigacion. En Medicina, a través de estos modelos de la
red metabolica, se estudia, desde un punto de vista integral,
enfermedades como la diabetes (52-54), la obesidad (55,56),
el cancer (57-58) y otras (60). Asimismo, con este enfoque se
puede identificar a ciertas enzimas u organelos como blancos
farmacoldgicos para el tratamiento de ciertos padecimientos.
En Biotecnologia, la biologia de sistemas se utiliza para
optimizar el metabolismo de una célula para la produccion
de compuestos de interés comercial (61-66). Desde un punto
de vista de la fisiologia celular, nos permite entender la
respuesta de la célula a mutaciones y a diferentes condiciones
ambientales (67-71).

A diferencia de los modelos dinamicos, como los que se crean
con COPASI, en los modelos de biologia de sistemas que
se van a describir mas adelante se considera que el sistema
estd en estado estacionario, lo que implica que los flujos
son constantes para cada reaccion. Debido a su estructura,
ni la concentracion de los metabolitos ni las actividades
enzimaticas se toman en cuenta. Aqui vamos a revisar la
construccion de modelos metabolicos a partir de genomas
(Genome-Scale Metabolic Model, GEM, por sus siglas en
inglés). Puesto que hay mas de 200,000 genomas de bacterias
y arqueas secuenciados (72), mas de 1,500 genomas de
hongos (73), 798 genomas de plantas (74) y 3278 de animales
(75), la seleccion del genoma del organismo de interés no
va a ser un problema. Con base en el genoma y a través de
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Figura 10. Esquema de una célula con 7 reacciones, de las cuales 3 son de transporte a través de la membrana. A la derecha se describen las reacciones,

algunas de las cuales son reversibles y otras son irreversibles (modificado de (78)).

ciertos programas de computo (Tabla 1), se obtiene una lista
de todo el conjunto de reacciones quimicas de una célula
(GEM) (Figura 10) y una matriz estequiométrica (Figura
11), que, en un caso mas realista, contiene las reacciones
quimicas y de transporte de una célula y que incluye todos los
compartimentos celulares, como la mitocondria, el reticulo
endoplasmico y los peroxisomas, entre otros. Por ejemplo,
el GEM de Pichia pastoris incluye 1202 reacciones que se

£ 2 I3 s

0

o

mooOw >
O

-1

reparten en 8 compartimientos: el citoplasma, la mitocondria,
el peroxisoma, la vacuola, el reticulo endoplasmico y el
espacio extracelular. Ademas, incluye 328 reacciones de
transporte y 1147 metabolitos (76,77).

El pequefio modelo metabdlico a escala gendmica que
utilizaremos como ejemplo, consta de cuatro reacciones
quimicas (71, 72, r3, r4) y tres reacciones de transporte (75,
r6 'y r7) (Figura 11).

I's I's I7

Vi
V2
V3
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Vs
Vs
V7

O O O QO =
O B O O O
= O O O O

Figura 11. Matriz estequiométrica y vector de velocidades para las reacciones descritas en la figura 10 (modificado de (78)).

A partir de esta red metabdlica se construye la matriz
estequiométrica §, una representacion matematica que
contiene la informacion de todas las reacciones que forman
parte del metabolismo de la célula. En las columnas de §
se representan las reacciones (r-r,) y en los renglones los
metabolitos (A-E). Ademas, se genera un vector v con los
flujos asociados a cada una de las reacciones (v):

Para la reaccionr;, Ay D son los sustratos y B el producto, y
todos los participantes tiene coeficientes estequiométricos de
1 (Figura 11). Por tanto, la desaparicién de A y D se asocia
con un valor negativo, de -1, y la produccion de B con uno
positivo, de 1. Esto se muestra en la columna r1 de la matriz

S, en donde las entradas para A y D tienen un valor de -1 y la
de B un valor de 1. En las otras columnas se representan las
demas reacciones de nuestra pequefia via metabdlica.

La variacion de cada uno de los metabolitos con respecto al
tiempo estd dada por la siguiente ecuacion:

dM/dt=S *v

en donde M es el vector de las concentraciones (A, B, C,Dy
E), S es la matriz estequiométrica y v el vector de flujos (en
negritas se representan los vectores). En estado estacionario,
la variacion de los metabolitos con respecto al tiempo es cero:
dM/dt=S*v =10

Por tanto, para nuestro ejemplo:
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Una vez construido el modelo, hay que probar si predice
el comportamiento de la célula en diferentes condiciones
experimentales. Por ejemplo, diferentes fuentes de carbono
o nitrogeno. Para esto, se utiliza el Analisis de Balance de
Flujo (Flux Balance Analysis, FBA por sus siglas en inglés).
El FBA es un método matematico que utiliza programacion
lineal para simular el metabolismo y obtener una solucion
al sistema de ecuaciones descrito por § * v = 0 (modelo
metabolico a escala genémica) (42,79). La solucion contiene
los flujos para cada reaccion en el modelo, en el estado
estacionario, para ciertas condiciones experimentales (79).
Los valores de ciertas variables se obtienen por medio del
experimento. Por ejemplo, en nuestro modelo minimalista,
utilizando un quimiostato, se obtienen los flujos de A, D y
E. En un esquema mas realista, A podria ser la velocidad del
consumo de glucosa, D la de la produccion de etanol y E la
de diéxido de carbono; es decir, estos flujos se determinan
en forma experimental. Para obtener los flujos a través de
todas las reacciones del sistema, se necesita incluir ciertas
restricciones, como la de balance de masa, que implica que la
velocidad de produccion y de consumo de un metabolito son
iguales ($*v = 0), las relacionadas con las capacidades de las
enzimas, en donde se asignan valores a los limites inferiores
y superiores para las velocidades enzimaticas (v, <v<v_ ),
y una funcion objetivo, que la mas frecuente es el crecimiento
o produccién de biomasa, que se tiene que maximizar. Cabe
mencionar que existen varios programas para realizar este
tipo de analisis y que son gratuitos (80).

La biomasa corresponde a las demandas metabolicas de
los precursores y cofactores que se necesitan para formar
1 g de peso seco. En la formula de biomasa se incluyen
aminoacidos, fosfolipidos, acidos grasos, carbohidratos,
acidos ribonucleicos y desoxirribonucleicos, coenzimas y
el gasto de ATP. Lo ideal es obtener la biomasa a través de
la cuantificacion experimental (81). Por ejemplo, Vetle y
colaboradores reportan que para un gramo de peso seco de
Escherichia coli, 1a proteina es la que contribuye mas, con
un 55%, le sigue el RNA con 20.5%, el DNA conun 3.1% y
los lipidos con un 9.1%, entre otros. Si tomamos en cuenta
solamente al RNA, el AMP corresponde al 5.4%, el GMP al
7%, el CMP al 3.8% y el UMP al 4.2%, para dar un total de

o o o K

=

Vi
0 1 0 O v
1 0 0 0 Vs
2 0 0 0|le@|wlzo
0 0 1 0 Vs
1 0 0 1 Ve
V7

20.5%. Para la alanina, por ejemplo, su porcentaje es de 3.9%.
De esta manera, construimos la formula de la biomasa que
incluye el gasto de ATP y aproximadamente 47 metabolitos
que estan involucrados en la sintesis de la biomasa (81).

En resumen, para el analisis de balance de flujos se maximiza
la generacion de biomasa (crecimiento), se imponen
limites a las velocidades de las enzimas y se supone estado
estacionario, en donde hay un balance de masas. Para nuestro
modelo minimo, las restricciones impuestas serian:

Balance de masa en estado estacionario: $*v =0
Afiadir restricciones:

10 <v1 <100

5<v2<100

1<v3<10

0<v4<50

-10<v5 <100

-10<v6 <100

-10<v7 <100

Y maximizar la produccion de E
Optimizar: max<c*v> dado $*v =0
endondec=[0000001]"

Aplicaciones de GEM y FBA

a) Prediccion del fenotipo

Para E. coli 'y S. cerevisiae se conoce el efecto de quitar cada
uno de los genes sobre su capacidad de crecimiento, tanto en
medios de cultivo minimos como medio de cultivo rico. De
esta manera, quitar genes in silico, en el modelo metabdlico, es
una manera de comprobar la validez del modelo. Al comparar
los resultados del modelo metabdlico con los resultados
experimentales, se tiene que aproximadamente un 80-85% de
las predicciones fueron consistentes con el experimento (82).
Asimismo, se puede predecir la distribucion de los flujos
intracelulares, a través de todas las vias metabdlicas, en
cada una de las mutantes en donde se eliminé un gen y que
todavia tiene la capacidad de crecer (82). En este sentido, el
modelo metaboélico también debe ser capaz de predecir el
crecimiento de la célula en diferentes fuentes de carbono y de
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nitréogeno, en medio de cultivo minimo o suplementado con
ciertas vitaminas o aminoacidos en caso de auxotrofia. Los
resultados de FBA en diferentes medios deben concordar con
los resultados experimentales. Es decir, aunque el genoma
nos permitio construir un modelo metabolico de la célula,
éste se tiene que refinar con base en informacion bioquimica
y de fisiologia celular; la adecuacion del modelo a los datos
experimentales se realiza a través del FBA.

b) Aplicaciones biotecnolégicas

Los modelos metabdlicos se utilizan para diseiar cepas que
tengan la capacidad de producir, en grandes cantidades,
un compuesto de interés comercial. Por ejemplo, en la
produccién de proteinas recombinantes en levaduras (66) o
de compuestos con la estructura terpenoide (64).

Kase

1) Cargar un genoma en el espacio de la =
Narrativa. Empezamos con la pagina inicial del
Kbase (https://www.kbase.us/), en donde se da
la bienvenida a la Narrativa. El cuadro de la
Narrativa es el que estd en la parte izquierda.
Seleccionamos “AddData”

< Analyze

~ DATA

~ APPS

> Comparative Genomics
> Expression

> Genome Annotation

> Genome Assembly

> Host

> Metabolic Modeling

> Microbial Communities
> Read Processing

> Sequence Analysis

Kase

y aparecen varias opciones para afadir un =
genoma o inclusive un modelo a la Narrativa.

Este puede estar en mis datos (My Data), o
es un genoma que esta compartido (Shared
With Me), o es del dominio publico (Public), o
en caso de que quiera practicar un poco, tomo
la informacion de los ejemplos (Example) o
subo un genoma que obtuve de otra base de
datos, como NCBI (Import). En este ejemplo
vamos a seleccionar un genoma que es publico:
Mycobacterium aquaticum y lo afiadimos a la
Narrativa.

Analyze

~ DATA

This Narative has no datayet.

AddData

v APPS

> Comparative Genomics
> Expression

> Genome Annotation

> Genome Assembly

> Host

> Metabolic Modeling

> Microbial Communities
> Read Processing

> Sequence Analysis

2) Anotar el genoma con RAST. En el siguiente = o=
paso anotamos el genoma. La anotacion del

genoma se realiza para identificar los elementos
funcionales en la secuencia de DNA del genoma,
de tal suerte que se le da un significado a esa
secuencia. De aqui salen nombres de enzimas y

proteinas que corresponden a cada gen.

< Analyze

Untitled
reated by: . Juan Pablo Pardo Vézquez (anpabloparde) &

Naratives

This Narative has no datayet.

AddData

atgenT Q & R

Untitled
reated by: . Juan Pablo Pardo Vézquez (uanpabloparde) &

Naratives

Untitled

Naratives

¢) Aplicaciones biomédicas

Se utilizan los modelos para predecir blancos farmacologicos
para el tratamiento de enfermedades (59,83,84), conocer la
fisiologia de las células cancerosas (85-87). Otro ejemplo
es la construccion de 7302 modelos metabdlicos de
microorganismos de la microbiota del ser humano con el fin
de desarrollar una medicina personalizada (88).

Construccion de un modelo metabolico con Kbase

Aunque hay muchos programas para construir el GEM de un
organismo (89), aqui se va a utilizar el programa en linea
Kbase (90,91). Los pasos para construir en esta plataforma un
modelo metabolico a partir de un genoma son los siguientes:

Outtine
Welcome to the Narrative
QYo

Welcome to the Narrative

Quick Start Documentation

HowloLoadData  HowtoRunanApp  Gommon Worklows

KBase Terms and Conditions (v2 10.2022)

SEBBs88EB8 -

Outtine ‘Shared With Me Public Example.

% By oy mycobacterom a x

ferles - Mycobadtraceae - Mycobacterm

GaF 0070861551

NZ_AVHEOI000100
Ss2s 6025

om aquatium
Bactera Terabacteiroup - Actinobacteria - Actobacteria
Connebaceiaes Myctbatiriceae. Mycobacemen

Mycobacterium arosiense ATCC BAA-1401 = DSM 45069
Bacteria Actinobactera - Actinobacteria

a NZ. 01000001
(] Mycobacterium asiaticum
e rbcota g »Alncbacie Al
a C iales - Mycobacteriaceae - Mycobacteriom
[ GCF_001668675.1 e
NZ_LZKQO1000001
a 337 5768
[ ] Mycobacter
a
a @
> @ < B 55
Created by Dr. juan Pablo Pardo Vézquez (uanpablopardo) ~ & help  kemel shae  save g.'.:!’
utine Welcome to the Narrative
ahro
Welcome to the Narrative

KBase Terms and Conditions (v2 10.2022)

inotate Genome/Assembly with
k-v1.073
HRAST_SDK 1195

tate Metagenome Assembly and
notate Met: e with RASTHk -

;
a

1073
HRAST_SOK 195

V1073

: Started rnningjobat Feb 5, 2023 at 532pm
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El resultado es un archivo que aqui lo llamamos
Mycobacterium-rast y que aparece en el cuadro
de la Narrativa. También obtenemos una lista de
todas las enzimas que encontr6 el programa en el
genoma del organismo.

3) Construir un modelo metabdlico inicial
utilizando un medio de cultivo, que puede ser
el medio completo o un medio minimo. En
esta etapa se utiliza la opcion “Build Metabolic
Model”. Se introduce el archivo del genoma que
se va a usar, el medio de cultivo (en este ejemplo
es el completo) y el nombre del modelo de salida
(Mycobacterium-fbal):

La construccion del modelo se lleva a cabo en
poco tiempo. La obtencion del modelo se baso en
el genoma anotado y se llenaron ciertos huecos
en la red metabdlica para que el organismo
pudiera crecer en el medio completo, con un
flujo minimo de 0.1 a través de la reaccion de la
producciéon de biomasa (biol). Se afiadieron 52
reacciones al modelo.

El modelo resultante tiene 1170 reacciones, 1178
compuestos, 2 compartimientos (extracelular e
intracelular), 1 reaccion de biomasa y 2 huecos
(gaps) que se llenaron.

= Kbme Untitied > O < sﬁ

Creted by: D van Pablo Pardo Vzquez (uanpiblopac) & W e e e 33
o htyze Natives Ouilie ) Annotate Genome/Assembly with RASTtk - v1.0T3 -
v DATA akTS

enmm&.-
G
2

2]

v APPS gt @ © R >

gy > ooonoon o

te Genome/Assembly with
JRASTHK -v1.073
HRAST_SDK 19

Reset  Fnishedwith success atFeb 5, 2023at 535pm

Objects
Created Opject Name * Type Desarption
Mycobacterumast Genome RAST re-annotated genome.
Showng1tolof entes
Report

Viewreport inseparatewidow
Feature function report for genome Mycobacterium-rast:
Search table:

(2E.62) tamesy diphosphate synihase (EC 25.1.68)

= KBose  Untitled

Greatedby:Dr. juan Pablo Pardo Vizquez (uanpabloparce) &

< Analyze Narratives Outline

v DATA

e Mycobacterium-rast 1

QYoo

~ APPS augnT Q S R >
e —— -
> Host [
 Metabolic Modeling a

CPNB.ila Fungal Model
PR o _tigaimoceing oo

[T Build Metabolic Model
el oo toois 200

|Build Metagenome Metabolic Model
[gen

ia to0ls1200

= KBuse | Untitled

reatedby: Dr.Juan Pablo Pardo Vézquez (uanpablopardo) &

< Analyze Naratives Outline

v DATA

Mycobacterium-fbal 1
FBAM:

akves

(GR)hydroxyacy-ACP dehydratase subunt Had

> O < B g‘:‘;‘é

o kemel shwe  save

Feature function reportfor genome

7% Build Metabolic Model ==
SEED €

Input Objects
Genome

Mycobacteriumrast LS

Gapliling Media defauits o complete e
media)

Parameters (10 advanced parameters hidden) ~svow sdvrced

ola R
Gapfilmodel?
Output Objects

Output model Mycobactarim ol

> O < B g:“;‘é

el Kkemel shwe  save

[T Build Metabolic Model
i)

Reset  Finished with successat Feb 5, 2023 at 5:40pm

Objects

Created Object Name © Type

0 Mycobadterm bal FaAModel FRAModeL 15 Mycobacteriam foal
Mycobacterium algl1 Fan FBAT3 Mycobacterum fbalgt1
v APPS aupyT @ o R 3 PO
P—— -
2Host [ Report
v Metabolic Modeling. (]
() Guitd Fungl Model
R ic_inaimoseting w00 A 137059731
[T uild Metabolic Model The model was gapfilled i of0.1 reaction.
0 Rl ludes 1170 reactions, 1178 compounds, and 1108 genes.
Nodel reic
von ae listed below:
SEED R
= (Bos | Untitled ?- O < ﬁ
B Createq by Dr. juan Pablo Pardo Vézauez (uanpabloparde) & help  kemel shwe  save a2
< Analyze  Namatives  Outline
Overview  Reactions  Compounds  Genes  Compatmenis  Bomass  Gapiling  Pattways
+ DATA R
Mycobacterium-foal Name Mycobacterun foa
FaAModel
mmesg0 S
Objecttype. KaserBAFBAMOGELIS0)
Ovmer Jranpablopardo
Version 1
Mod-date 2023.02052339:58+0000
Source Kase/Mycobacteriom
v APPS oy @ € R 3| | Genome Mycobacterumast
Reconstruct Plant Metabolism Modeltype GenomeScale
otant 21120
Nomerreactons o
Run Flux Balance Analysis
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YIZ2YRun Flux Mutual Information Analysis
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il oa_tools 200
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4) Realizar el analisis de balance de flujo
utilizando un medio de cultivo. Para validar el
modelo metabdlico a escala gendmica, se realiza
el analisis de balance de flujo. Se selecciona
la opcion “Run Flux Balance Analysis”, se
introduce el modelo sobre el cual se va a trabajar
(Mycobacterium-fbal), se selecciona el medio
de cultivo (completo), y la funcion objetivo que
se va a maximizar: la reaccién de formacion de
biomasa, biol.

Se oprime el boton de Run y el resultado muestra
que la bacteria crece en medio completo. La
funcion objetivo fue de 37.7446.

Se realizé un segundo andlisis de balance de
flujo, pero ahora con medio minimo con glucosa
y el resultado fue que no hubo crecimiento. El
valor objetivo fue de 0.

Es claro que la falta de ciertas vias en el modelo
explica el nulo crecimiento de las células.

5) Con base en datos experimentales, probar
diferentes medios de cultivo con diferentes
fuentes de carbono y de nitrégeno. Suponiendo
que Mycobacterium aquaticum puede crecer en
medio minimo con glucosa y con amonio como
fuente de nitrogeno, entonces hay que llenar
los huecos en el metabolismo para que esto sea
posible. Para esto, se utiliza la opcion “Gapfill
Metabolic Model”, se selecciona el modelo
sobre el que va a trabajar, el medio de cultivo
(medio minimo con glucosa) y se lleva a cabo
el procedimiento de la construccion del nuevo
modelo.

= KBase | Untitled - O < a5
Created by: Dr. Juan Pablo Pardo Vézquez (uanpablopardo) & help  kemel shwe  save ::.3
< Amlyze  Namatves  Outline =
Run Flux Balance Analysis * ¥
+ DATA QL Te
Mycobacterium-fbal m
FaAM
Bmintes 390
e Mycobacterium-rast Input Objects (1advanced parameter hidden)  show ccrced
! FBAmodel Mycobacterion-foal ‘e
Mycobacterium_asiaticum i
5 el Media defauts to Complete media) e
0 Description | About  Rules  Spec
Itleftbiank The:
,inother words,
~ APPS gt Q S R > omplete medt
Reconstruct Plant Metabolism
Heplant_foa 20 Parameters (16 advanced parameters hidden) o
n tta_toois 200 Available Items - filtered 1out of 1171
T Run Fux Mutuat Information Anatysis ol e ppled TABE
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¢ 1 biol
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Selected Items.
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Gy @ © R
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Seplant_ 21120
Numberreactons. o
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Reaction ko 0
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Hosvioae © anpablopsdo narative_ 67549717833/ model MMglocosa
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o model MMglucosa.
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La adicién de 22 reacciones al modelo ahora =
permite el minimo crecimiento de la célula
(valor objetivo de 0.115627)

v DATA a
fozmodel-gapfill MMglc

foxmadel-gapfill medio-ico.

Hay que tener cuidado a la hora de refinar los modelos.
Aunque el medio de cultivo que utilizamos en este ejemplo
se selecciond de manera arbitraria, pudo haber sido etanol,
acetato o cualquier fuente de carbono, para construir el
modelo metaboélico de un organismo se debe tomar en cuenta
informacion experimental. Por ejemplo, se conocen las fuentes
de carbono en las que crecen algunos microorganismos de
interés comercial y cientifico, como E. coli o S. cerevisiae
y, por tanto, son estas fuentes de carbono las que se deben
usar para refinar el modelo. Una vez que se tiene el modelo
metabolico de un organismo, con Kbase se puede realizar la
delecion in silico de cada uno de los genes del organismo
y observar su efecto sobre el crecimiento en diferentes
fuentes de carbono y nitrégeno, también se puede comparar
la expresion de genes que se tuvo en un experimento de
transcriptomica en ciertas condiciones experimentales con el
flujo calculado en el modelo, o comparar dos o mas modelos.
Para terminar esta historia, es importante mencionar que las
publicaciones de Biologia de Sistemas en hongos, plantas,
mamiferos y bacterias han tenido un crecimiento exponencial.
Por ejemplo, se reportan 205,906 articulos con el tema de
Systems Biology en una busqueda realizada el 23 de marzo
de 2023 en PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/).
Con respecto al ser humano, esta investigacion incide en el
estudio integral de varios tipos de cancer y de enfermedades
degenerativas y en el descubrimiento de nuevos blancos
farmacoldgicos.
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Resumen

Laenfermedad de McArdle es un trastorno metabdlico comtin
caracterizado por intolerancia grave al ejercicio, mialgia y
calambres. A pesar del amplio conocimiento sobre las bases
moleculares de la enfermedad de McArdle, pocos estudios
han utilizado un enfoque bioquimico para explorar opciones
de mejoria en la capacidad de ejercicio en estos pacientes. El
objetivo de este estudio fue investigar si el uso de creatina
y Coenzima Q10 tienen un efecto sobre la actividad de la
glucégeno fosforilasa a y podrian mejorar el tratamiento de la
enfermedad de McArdle. Se realizaron ensayos bioquimicos
de la actividad de la glucogeno fosforilasa muscular para
estudiar el efecto de la creatina y la coenzima Q10. Los
resultados mostraron que ambos compuestos aumentaban la
actividad de la miofosforilasa en un 30-35%. Los presentes
datos in vitro y sobre la enzima aisladas apoyan la nocion de
que la suplementacion con creatina y CoQ10 puede mejorar
a los pacientes con enfermedad de McArdle.

Palabras clave: Enfermedad de McArdle, Fosforilasa,
Creatina, Coenzima Q10

Abstract

McArdlediseaseisacommonmetabolic disorder characterized
by severe exercise intolerance, myalgia and cramps. Despite
our extensive knowledge of the molecular basis of McArdle
disease, few studies have used a biochemical approach
to explore options of improving exercise capacity in these
patients. The aim of this study was to investigate whether the
use of creatine and CoQ10 have an effect on the glycogen
phosphorylase a activity and could improve the treatment of
McArdle disease. Biochemical assays of muscle glycogen
phosphorylase activity were performed to study the effect of
creatine and coenzyme Q10. The results showed that both,
compounds increased myophosphorilase activity by about
30-35%. The present data in vitro and on isolated enzyme
support the notion that creatine and CoQ10 supplementation
may improve patients with McArdle disease.

Keywords: McArdle disease, Phosphorylase, Creatine,
CoenzymeQ10
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Introduccion

Las miopatias metaboélicas son enfermedades que afectan
principalmente al musculo esquelético. Constituyen un
grupo heterogéneo de enfermedades genéticas heredadas en
la mayoria de los casos, en forma autosémica recesiva, y son
debidas a una disminucion o ausencia de la actividad de las
enzimas participantes en las vias metabdlicas productoras
de energia. El resultado comun para todas ellas es una
disminucioén en la sintesis de ATP (1,2). Se clasifican en tres
grandes grupos:

-Miopatias por alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos (glucogenosis).

-Miopatias por alteraciones en el metabolismo lipidico.
-Miopatias debidas a alteraciones en la funcién mitocondrial

Glucogenosis tipo V, déficit de miofosforilasa a, o
Enfermedad de McArdle.

Es la glucogenosis muscular mas frecuente y se hereda de
forma autosdémica recesiva. Es causada por defectos genéticos
de la isoforma del musculo, conocida como glucdgeno
fosforilasa muscular (GPM, o miofosforilasa) (3). Se han
descrito mas de 100 mutaciones, ademas de polimorfismos,
del gen PYGM localizado en el cromosoma 11ql13 que
codifica la miofosforilasa, lo cual bloquea la produccion de
ATP a partir de glucogeno en el musculo esquelético (4,5).
La fosforilasa existe en dos formas, la forma fosforilada,
llamada fosforilasa a, es la forma activa, mientras que la
no fosforilada, llamada forma b, es la forma inactiva del
musculo en reposo (6).

La deficiencia en la degradacion del glugdgeno por la
fosforilasa produce severas limitaciones tanto en el
metabolismo anaerobico (produccion de ATP por fosforilacion
a nivel de sustrato), como en el aerobico (produccion de ATP
via la fosforilacion oxidativa). La enfermedad de McArdle se
presenta unica y exclusivamente como una miopatia.

La reaccion principal para la movilizacion del glucogeno
estd catalizada por la miofosforilasa, esta enzima cataliza
la fosfordlisis del glucogeno, reaccion en la que el Pi se
utiliza para la ruptura del enlace glucosidico y producir
glucosa-1-fosfato. La glucosa-1-fosfato, por accion de
la fosfoglucomutasa se transforma en glucosa-6-fosfato
para poder entrar a la via glicolitica. La deficiencia de la
glucogeno fosforilasa muscular produce alteraciones en
el metabolismo del glucogeno que llevan a la acumulacion
del mismo en el musculo y a la manifestacion clinica de
la enfermedad de McArdle. Los sintomas aparecen en la
adolescencia o juventud, siendo raros en la infancia. Es
caracteristica la intolerancia al ejercicio, con mialgias,
calambres y rigidez muscular. Alrededor de un 50% de
los casos presenta crisis de mioglobinuria o rabdomiolisis
tras el ejercicio intenso, y en la mitad de éstos puede
desencadenarse un falla renal aguda (7). Es tipico el llamado
«fendomeno del segundo aire» o recuperacion parcial tras el

reposo después de un episodio de intolerancia. Mas del 90%
de los casos presentan actividad de la creatina-fosfocinasa
(CPK) moderadamente elevada en periodos intercriticos y
muy elevada tras las crisis (hasta 100 veces o mas el valor
normal). La prueba del acido lactico con ejercicio e isquemia
muestra una curva caracteristicamente plana y discreto
aumento del amonio. La electromiografia sefiala un patron
miopatico o normal en periodos intercriticos. El diagnostico
se basa en la elevacion en el contenido de glucogeno y la
reduccion de la actividad de la GP en la biopsia de tejido
muscular (8-10). Hasta la fecha no existe un tratamiento
especifico disponible para esta situacion metabolica, aunque
se han intentado varios procedimientos. Sin embargo, se
puede mejorar la calidad de vida de los pacientes con una
dieta adecuada y controlando la actividad fisica (11). El uso
de la creatina como un suplemento de forma oral para obtener
un mayor rendimiento contractil, asi como su efecto sobre
el metabolismo del musculo, es verdaderamente un tema de
interés en la fisiologia del ejercicio. La evidencia acumulada
muestra que la ingesta de creatina en dosis altas a corto plazo,
puede aumentar las reservas de creatina, principalmente en su
forma no-fosforilada (12-14) y por tanto mejorar la capacidad
del musculo para realizar el maximo ejercicio intermitente
(12,15-18). Sin embargo, los mecanismos fisiologicos que
justifiquen la ingesta de la creatina para mejorar el desarrollo
del musculo estan poco explorados. Menos atin, se ha descrito
un efecto directo de estos compuestos sobre la actividad de
la miofosforilasa.

La creatina es una molécula bioldgica con un gran parecido
a los aminoacidos. Su caracteristica principal es que puede
unirse con una molécula de fosfato inorganico formando un
enlace de alta energia. El producto formado es la fosfocreatina
(PCr). La creatina y la PCr tienen un papel importante en la
regulacion y mantenimiento del ATP que se utiliza para la
contraccion muscular. Cuando el musculo se contrae, el ATP
se consume y la creatina cinasa cataliza la refosforilacion
del ADP para formar ATP, usando PCr como reservorio de la
fosforilacion. Asi, la PCr, por intermedio del ATP, constituye
una reserva energética rapidamente utilizable por el musculo
esquelético y otros tejidos, como por ejemplo el del cerebro
(metabolismo anaerdbico). Sin embargo, la reserva de PCr
no permite este gasto durante un largo periodo de tiempo.
Este proceso de obtencion de energia, pasados 10 segundos,
da lugar a otros mecanismos, como la glucolisis y por ultimo
la respiracion celular, que toma el relevo después de unos dos
minutos hasta el final del ejercicio muscular. La coenzima
Q10 (CoQ10,ubiquinona), un lipido con actividad redox,
y antioxidante por excelencia se encuentra principalmente
en la membrana mitocondrial interna. Es un componente
obligado en la cadena transportadora de electrones y esta
asociado con el proceso de fosforilacion oxidativa. Tejidos
con demandas elevadas de energia, como el corazon, el
musculo esquelético y neuronas, suelen ser cultivadas con
altas concentraciones de CoQ10. Ademas, es sabido que la
concentracion tisular de CoQ10 disminuye con la edad y el
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estrés oxidativo. Todas estas observaciones han demostrado
su papel bioenergético y son la base de la recomendacion
clinica para la aplicacion de CoQ10 (19, 20). La CoQ,, ha
acumulado un gran interés e importancia como suplemento
oral, debido a su funciéon como un eficaz antioxidante en su
forma reducida (ubiquinol-10). Protege a los fosfolipidos de
la membrana, proteinas de la membrana mitocondrial y al
DNA mitocondrial (DNAmt), del dafio oxidativo producido
por los radicales libres de oxigeno (21,22). Ubiquinol-10
es tan efectivo en prevenir dafio oxidativo a lipidos como
el alfa-tocoferol y es considerado ser el mejor antioxidante
soluble en lipidos, en humanos. De hecho, se ha descrito que
la suplementacion con CoQ10 disminuye el estrés oxidativo
y mejora el flujo sanguineo en pacientes con dislipidemia
moderada (23).

La administracion de la CoQ10 ha sido muy util en el
tratamiento clinico de algunos pacientes con encefalopatia
mitocondrial causada por mutaciones en el DNAmt (24,25).
También se han observado grandes beneficios clinicos
en ciertos pacientes con sintomas neurologicos causados
por diabetes de origen materno y sordera (26). En estos
pacientes, el tratamiento con la CoQl0 a largo plazo
previene la deficiencia progresiva de la secrecion de insulina,
intolerancia al ejercicio y pérdida de la audicion. La eficacia
de la terapia con CoQ,, sobre la encefalopatia mitocondrial
y diabetes no ha sido del todo confirmada, por lo que es
necesario realizar mas trabajo en este campo.

Estudios recientes han demostrado efectos benéficos de la
creatinay CoQ10 en el control de la enfermedad de McArdle
(27). Sin embargo, no esta descrito un efecto directo de estos
compuestos sobre la actividad de la fosforilasa a. Ademas, es
necesario subrayar que se han probado diferentes estrategias
farmacoldgicas, nutricionales y actividad fisica, sin que hasta
el momento exista una terapia eficaz para la enfermedad de
McArdle. El objetivo de esta investigacion fue explorar
si la creatina y CoQ10 tenian un efecto estimulante sobre
la actividad de la fosforilasa a, lo cual redundaria en un
beneficio para el tratamiento de la enfermedad de McArdle.

Materiales y métodos.

Todos los reactivos utilizados fueron de la mejor calidad
y pureza disponibles, principalmente de la marca Sigma-
Aldrich. La glucogeno fosforilasa @ de musculo de conejo,
comercialmente preparada y cristalizada fue de la marca
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO.). Ademads, se emplearon
ratas macho de la cepa Sprague-Dawley para la obtencion
del tejido muscular utilizado en algunos experimentos. Los
animales fueron mantenidos en las condiciones habituales
del bioterio con acceso libre a comida y agua. Las biopsias
musculares utilizadas en este estudio correspondieron a tres
pacientes con sospecha de enfermedad de McArdle. Cada
paciente firmé una carta de consentimiento informado de
biopsia muscular, en la que autoriza se le tome la muestra.

Obtencion de la fraccion muscular. El musculo, tanto de
rata como de la biopsia obtenida (10-20mg), fue incubado
durante 1 minuto en $-Glicerol 2-fosfato 40mM, Fluoruro de
sodio 40mM, EDTA 10mM y pB-Mercaptoetanol 20mM, pH
6.8, y después homogeneizado en un homogeneizador tipo
Potter- Elvejhem. El homogeneizado fue centrifugado 10
minutos a 7,500 xg, a 4°C en una centrifuga Beckman Avanti
J-25 1. La pastilla obtenida fue descartada y el sobrenadante
fue utilizado para los ensayos bioquimicos. Todos los
procedimientos fueron realizados a 4°C

Actividad enzimdtica de la glucogeno fosforilasa. Para los
estudios cinéticos, la enzima liofilizada fue solubilizada en
EDTA 1mM, ditiotreitol 10mM, B-glicerol fosfato 10 mM,
pH 6.8, para lograr una concentracion de 0.7 ug fosforilasa
a/ul. Esta preparacion fue utilizada dentro de las 24 hrs de
la solubilizacién de la enzima. La reaccion fue iniciada por
la adicion de 7 ug de fosforilasa @ o 80-100 ug de proteina
muscular a una mezcla de incubacion que contenia NA,HPO,
20 mM pH 7.2, MgCl,2 mM, NADP1 mM, glucogeno 0.1%,
3 unidades de fosfoglucomutasa y 5 unidades de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa. Tiempo de incubacion 1 min a 35°C.
En la primera fase del ensayo, el glucogeno es degradado
por la fosforilasa a glucosa 1-fosfato que es convertido por
la enzima fosfoglucomutasa a glucosa 6-fosfato. La segunda
parte del ensayo convierte glucosa 6-fosfato a fosfoglucono-
d-lactona, en una reaccion acoplada a la reduccion del NADP
a NADPH el cual es monitoreado a 340nm contra un blanco
apropiado. La actividad de la glucégeno fosforilasa a estd
expresada en nmoles por minuto por miligramo de proteina.
Sintesis de ATP. La sintesis del ATP fue determinada por un
método espectrofotométrico, previamente descrito (28). En
breve, lasmitocondriasrecién obtenidas (250-350pg proteina)
fueron incubadas en Tris—HC1 20mM, sacarosa 150mM, ADP
ImM, fosfato 20mM, MgCl, 5SmM, diadenosina pentafosfato
100uM, glucosa 10mM, 30 unidades de hexocinasa, y
succinato 50mM, (pH 7.5) a 37°C en viales y con agitacion
vigorosa para asegurar la maxima oxigenacion. La reaccion
fue iniciada con la adicion del sustrato, succinato 50 mM y
detenida después de 10 min con EDTA 25mM + cianuro de
carbonilo 3-clorofenilhidrazona(CCCP)2uM. La glucosa
6-fosfato sintetizada fue oxidada por NADP en presencia
de 30 unidades de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. La
formacion de NADPH fue registrada a 340 nm.

La concentracion de proteina fue determinada por el método
de Lowry utilizando albimina de suero bovino como
estandar. Todos los datos estan expresados como promedio +
desviacion estandar. El analisis estadistico fue realizado con
el software estadistico SPSS. La significancia estadistica
fue evaluada utilizando la prueba one-way ANOVA.
Las diferencias fueron consideradas estadisticamente
significativas a una p<0.05.

Resultados

En primer lugar, se estudio el efecto de diferentes
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concentraciones de creatina sobre la actividad de la glucdgeno
fosforilasa de musculo de rata. La figura 1A muestra que la
enzima fue sensible a la mayoria de las concentraciones de
creatina utilizadas, las cuales estuvieron en un rango de 10 a
500 uM, con un incremento en la actividad de 20-35%.

Los resultados obtenidos en presencia de la CoQ10 fueron

muy similares. Se observo un incremento en la actividad a
todas las concentraciones ensayadas pero la mas elevada
(35%) se consigui6 a 80 uM y 250 pM. Las concentraciones
probadas de la CoQ10 estuvieron en un rango de 20 uM-500
UM y la miofosforilasa siempre mostrd dos picos de maxima
actividad, a 80 uM y 250 uM (figura 1B).

Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de creatina y CoQ10 sobre la actividad de la glucégeno fosforilasa (GP) de musculo de rata. La ac-
tividad enzimatica de la fosforilasa se evalud por un método espectrofotométrico en una reaccion acoplada, en la que se determiné la formacion de NADPH

a 340nm. (A), creatina; (B), CoQ10

La fosforilasa a aislada de musculo de conejo, también
fue estimulada por la creatina. La estimulaciéon maxima
(30%) fue observada con 75 uM de creatina (figura 2A) una

concentracion mayor que aquella requerida para estimular la
GP de musculo esquelético de rata.
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En presencia de CoQ10, la actividad de la fosforilasa a fue
incrementada 30% a una concentraciéon de 40 uM de la
CoQ10 (figura 2B) en presencia de la CoQ10 la actividad de
la fosforilasa a fue incrementada 30% a una concentracion

de 40 uM de la CoQ10 (Figura 2B). Esta enzima aislada,
también mostré dos picos de activacion por CoQ10 pero a
concentraciones menores (40 pM y 150 uM) que aquéllas
requeridas para activar la GP de musculo de rata.

Figura 2. Efecto de diferentes concentraciones de creatina y CoQ10 sobre la actividad de la fosforilasa a, aislada. (A), creatina; (B), CoQ10.

Ya que era de nuestro interés saber si el efecto estimulante de
creatinay CoQ10 observado para la GPM, podria reproducirse
en la fosforilacion oxidativa, se determind la velocidad
de sintesis de ATP en mitocondrias aisladas de musculo
esquelético en presencia de diferentes concentraciones de

creatina y CoQ10. Nuestros resultados mostraron que ni la
creatina ni la CoQ10 tuvieron un efecto estimulante sobre
la produccion de ATP a ninguna de las concentraciones
probadas (Tabla I).
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Tabla I. Efecto de creatina y Co Q10 sobre la velocidad de sintesis de ATP en mitocondrias
aisladas de musculo esquelético (nmoles/min/mg proteina).

Control 21.43 +2.57 Control 22.5+2.41
Creatina 75 uM 23.15+2.08 CoQ10 80 uM 16.23 +2.43
Creatina 150 uM 2228 +2.67 CoQ10 160 uM 16.55+1.65
Creatina 200 uM 13.96 + 1.81 CoQ10 260 uM 23.14+3.46

--------------------- CoQ10 320 uM 7.28 £0.60

Con el proposito de investigar si la creatina y CoQ10 podrian
mejorar la deficiencia de la fosforilasa muscular detectada
en tres pacientes, la actividad enzimatica de la fosforilasa
a fue determinada en presencia de CoQI10 y creatina en
biopsias de musculo esquelético sin tratamiento alguno.
En la Tabla II, se describen las caracteristicas clinicas de

los pacientes. Son dos mujeres (biopsias 1 y 3) y un varén
(biopsia 2). Este tlltimo con una reduccion en la actividad de
la miofosforilasa del 81%. Las biopsias 1 y 3 tuvieron una
reduccion muy significativa en la actividad de la GPM, 85%
y 90% respectivamente.

Tabla I1. Caracteristicas clinicas de tres pacientes con deficiencia de miofosforilasa

Edad de | Intolerancia CPK* Actividad
Paciente | Sexo | Edad | inicio |alejercicio | Mialgia | Amiotrofia | (mg/dL) | residual dela
(afios) | (afios) PYGM
(%)
1 F 36 1.5 ++ + + Normal 15
2 M 36 31 ++ +H no 333 19
3 F 44 24 +H+ ++ + 35 10

++ moderado, +++ severo
* Normal hasta 170 mg/dL

La CoQl10, a todas las concentraciones probadas, tuvo un
efecto estimulante, que en algunos casos duplicoé la actividad
de la GPM en las biopsias de pacientes con la enfermedad de
McArdle (Figura 3B) y que correspondieron a los pacientes
1 y 2, los cuales tuvieron una actividad residual de la

miofosforilasa del 15 y 19%, respectivamente. La biopsia del
paciente con la menor actividad de GPM (de solo 10%), no
tuvo respuesta a la adicion de la CoQ10. La creatina tuvo
efecto estimulatorio, unicamente en la biopsia control a una
concentracion de 100 uM (figura 3A).

© 2023 Mensaje Bioquimico. Todos los derechos reservados. ISSN-0188-137X
Comité Editorial: Hernandez Alcantara, G.; Meraz Cruz, N.; Ramirez Silva, L.H. y Vilchis Landeros, M.M.
Publicado por el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina; UNAM

158



Vazquez-Memije, et al. Mens. Bioquim. 47 (2023) 153-162

La actividad de la GPM de las biopsias de pacientes con la
enfermedad de McArdle no fue estimulada por la presencia
de creatina.
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Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de creatina y CoQ10 sobre la actividad de la fosforilasa a en biopsias musculares de pacientes con enfer-

medad de McArdle. (A), creatina; (B), CoQ10.
Discusion

Hasta donde sabemos, este trabajo es el primero en investigar
el efecto directo de la creatina y CoQ10 sobre la actividad
de la fosforilasa a. Nuestros resultados in vitro indican que
ambos, la creatina y CoQ10 fueron eficaces en estimular la
actividad de la glucogeno fosforilasa muscular. Este dato es

compatible con la mejoria observada en algunos pacientes
con la enfermedad de McArdle, suplementados con creatina
(27), asi como con la referencia de que la creatina estimula la
velocidad de sintesis de actina y miosina en el musculo (29).
Los datos obtenidos en esta investigacion sefialan que
la creatina tiene un efecto especifico sobre la glucogeno
fosforilasa muscular, ya que fue capaz de estimular tanto
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a la GP de musculo esquelético, como a la GPM aislada y
purificada comercialmente y no asi, la sintesis del ATP que
no fue afectada por la creatina ni por la CoQ10. Por otro lado,
la actividad de la GPM determinada en biopsias de pacientes
con la enfermedad de McArdle y en presencia de creatina, no
fue estimulada. Estos resultados sugieren que la creatina de
alguna formamejoralainteraccion de laenzima con su sustrato,
ya que cuando hay deficiencia de la glucogeno fosforilasa
muscular, la interrelacion de ésta con su sustrato seria muy
poco probable. De hecho, aquellos autores que describen
mejoria, con la suplementacion oral de creatina, en pacientes
con la enfermedad de McArdle, al mismo tiempo sefialan que
no todos los pacientes tienen respuesta favorable al consumo
de creatina (27). La mayoria de los pacientes con enfermedad
de McArdle tienen mutaciones sin sentido en el gen PYGM
(4) y supuestamente no tienen musculo fosforilasa. ;Como
entonces, la creatina podria activar a una enzima faltante? La
situacion podria ser diferente en aquellos pacientes que tienen
una actividad residual de la fosforilasa, en quienes incluso,
una pequefia estimulacion de la actividad residual podria
ser benéfico para ellos (30). No fue el caso de las biopsias
analizadas en esta investigacion. La creatina no estimuld la
actividad de la fosforilasa a, en las biopsias de pacientes con
la enfermedad de McArdle debido probablemente a la baja
actividad residual de la GPM detectada en estas biopsias, y a
que los ensayos fueron realizados in vitro.

Algunos estudios in vitro han demostrado que la creatina puede
ser utilizada para incrementar la velocidad de respiracion
en las mitocondrias de musculo esquelético (31) y en fibras
musculares cardiacas (32). La funcién de la creatina como un
aceptor del ATP mitocondrial ha sido discutido previamente
(31,33). Asi, el efecto de la creatina puede involucrar otros
factores como, optimizacion de la conservacion de energia,
estimulacion de la respiracion mitocondrial, o estabilizacion
de la creatina cinasa mitocondrial.

LaCoQ10 es vital para la apropiada transferencia de electrones
dentro de la cadena respiratoria mitocondrial cuya funcion
principal es la produccion de ATP. Desde su descubrimiento,
la CoQ10 ha sido una de las moléculas mas discutidas. El
interés por determinar su verdadero valor como suplemento
bioenergético en la contraccion muscular, como antioxidante,
o en el proceso inflamatorio como protector muscular en
relacion con el ejercicio, ha sido estudiado en diferentes
niveles de poblacion, en cuanto a edad, condiciones de salud,
etc.

La literatura esta saturada de reportes sobre la efectividad de
la CoQ10 para el tratamiento de un rango muy extenso de
enfermedades. Estd ampliamente disponible sin receta como
suplemento dietético y es recomendado tanto por médicos
de atencion primaria como por especialistas. Enfermedades
como las neurodegenerativas, la fibromialgia, la migrafa,
la diabetes, el cancer, las enfermedades mitocondriales, las
enfermedades musculares y la insuficiencia cardiaca se asocian
con niveles reducidos de CoQ10 (34-38). Se han realizado
muchos estudios con la tesis de que aumentar los niveles

sistémicos de CoQ10 permitira el adecuado funcionamiento
de los procesos que requieren CoQ10 (34-36).

El impacto de la CoQl0 en la prevencién de lesiones
musculares radica presuntamente en su poder antioxidante y
antiinflamatorio, su accion protectora sobre las mitocondrias
y el DNAmt; y su efecto modificador sobre la expresion de
genes (39). La CoQ10 también estabiliza la estructura de los
fosfolipidos de las membranas celulares y protege las células
del musculo esquelético (40). Por lo tanto, la suplementacion
de CoQ10 puede reducir la lesion muscular inducida por
el ejercicio al aumentar la concentracion de CoQIl0 en
las membranas de las células musculares. Ademas, la
suplementacion con CoQ10 puede funcionar sinérgicamente
con otras moléculas que ayudan a prevenir o restaurar el
tejido tras el estrés producido por el ejercicio. Este es el caso
de la creatina en el metabolismo energético y la restauracion
de tejidos (41,42), el acido graso omega-3 en su actividad
antioxidante y moduladora celular (43,44), o la curcumina
por su actividad antiinflamatoria y antioxidante especifica
(45,46).

Con base en la revision de muchos estudios, se puede
inferir que el uso de CoQ10 parece ofrecer un buen perfil
en el control de un patrén oxidativo con una cierta actividad
antiinflamatoria a nivel celular, en respuesta al ejercicio en
las diversas poblaciones estudiadas.

Se necesita mas trabajo de investigacion para determinar los
efectos a largo plazo de la suplementacion con creatina en
pacientes con la enfermedad de McArdle, mientras que la
CoQ10 ha sido més ampliamente estudiada y aceptada como
un compuesto que aumenta la energia en sujetos sanos, en
pacientes con miopatias metabdlicas y en enfermedades
mitocondriales.

Conclusiones

La creatina y CoQ10, utilizadas ampliamente en la clinica
como coadyuvantes para el control de algunas distrofias
musculares y de la enfermedad de McArdle, si tienen un
efecto estimulante directo sobre la Vmax de la glucégeno
fosforilasa aislada y en musculo de rata.

La respuesta de la enzima en las biopsias musculares a las
diferentes concentraciones de creatina y CoQ10, parece
estar relacionada con la actividad basal que presentaba
la fosforilasa. A mayor deficiencia se observé una mejor
respuesta, especialmente a la Co Q10.
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Resumen

Las proteinas codificadas en el genoma nuclear que interactian
con productos del genoma mitocondrial evolucionan mas
rapidamente que otros genes. Esto es causado por la alta tasa
de mutacion del genoma mitocondrial, que presiona al DNA
nuclear a adaptarse continuamente.

Durante la transcripcion mitocondrial ocurren interacciones
entre proteinas codificadas en el genoma nuclear y el genoma
mitocondrial. Nuestro andlisis de datos de RNA-seq muestra
los promotores mitocondriales de mas del 50% de los
mamiferos. Se observa una gran diversidad de secuencias y se
revela un modelo de evolucion mito-nuclear casi inexplorado.
Nuestro objetivo es entender las bases moleculares del
reconocimiento especie-especifico de la RNA Polimerasa
mitocondrial (mtRNAP) y los dos factores de transcripcion
(TFAM y TFB2M) para entender sus repercusiones en la
evolucion mitonuclear y especiacion.

Tanto la mtRNAP como TBF2M, pero no TFAM, muestran
reconocimiento especie-especifico. Interesantemente, la
sustitucion de sdlamente 3 posiciones en el promotor humano
con las bases de Sus scrofa (cerdo) permite el reconocimiento
del promotor por parte de la maquinaria transcripcional
porcina. La especificidad también puede intercambiarse
sustituyendo residuos especificos en la mtRNAP. Estos
aminoacidos importantes para el reconocimiento son muy
divergentes en mamifero, sugiriendo un posible mecanismo

Abstract

Nuclear-encoded proteins that interact with mitochondria-
encoded products evolve faster than other genes. This
is caused by the high mutation rate of the mitochondrial
genome, which compels the nuclear genome to adapt rapidly.
During mitochondrial transcription, interactions between
mtDNA and nuclear-encoded proteins take place. Our analysis
of RNA-seq data reveals the mitochondrial promoters of more
than 50% of mammals, showing a large diversity of sequences
and uncovering an almost unexplored model of mitonuclear
coevolution. We study the molecular basis of the species-
specific promoter recognition by the mitochondrial RNA
polymerase (mtRNAP) and the mitochondrial transcription
factors (TFAM and TFB2M) to understand its repercussion
in mitonuclear coevolution and speciation.

Both mtRNAP and TFB2M, but not TFAM, have species-
specific recognition. Remarkably, substitution of only 3
critical positions of the human promoter with the bases from
the distantly related mammal Sus scrofa (swine) allowed for
recognition of the mutant promoter by the porcine transcription
machinery. Recognition can also be switched by substituting
specific residues in mtRNAP. These key amino acids are
divergent in mammalian species and correlate with the variation
of the recognized bases, hinting at a possible mechanism of
speciation. Previous reports of mtRNAP involvement in hybrid
incompatibility are supported by our observations.
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de especiacion. Nuestras observaciones respaldan otros
reportes de la participacion de lamtRNAP en incompatibilidad
de hibridos. Nuestros estudios sobre el mecanismo de
reconocimiento del promotor revelan la plasticidad de la
maquinaria transcripcional mitocondrial, la cual puede
adaptarse rapidamente a cambios en el genoma mitocondrial
sin perder su capacidad de iniciar la transcripcion de forma
especifica en el promotor.

Our studies in promoter recognition mechanism reveal the
plasticity of the mitochondrial transcription machinery,
which can rapidly adapt to changes in the mitochondrial
genome without losing the ability to initiate transcription in a
promoter-dependent manner.

Keywords: Mitochondria, transcription, evolution, promoters,
speciation.

Palabras clave: mitocondria, transcripcion, evolucion,
promotores, especiacion.
Coevolucion mito-nuclear del reconocimiento de

promotores en mamifero

En el genoma mitocondrial humano se codifican 13 proteinas,
todas ellas son subunidades de los complejos respiratorios
(OXPHOS, Figura 1). Las 79 subunidades restantes se codifican
en el niicleo y son importadas a la mitocondria luego de su sintesis
en el citosol. La formacion de complejos provenientes de dos
distintos genomas genera interacciones entre el genoma nuclear
y el mitocondrial, ya que una mutacioén en alguna subunidad
codificada en el DNA mitocondrial podria ser compensada por

una mutacion en el DNA nuclear, y viceversa. Dado que la tasa
de mutacion del DNA mitocondrial suele ser hasta 20 veces
mas alta que la del nucleo (1), las proteinas de origen nuclear
que interactuan con componentes de origen mitocondrial suelen
tener tasas de evolucién mas altas que otras proteinas (2). A
esta evolucion conjunta de los dos genomas se le conoce como
coevolucion mito-nuclear.

Las interacciones mito-nucleares son especialmente relevantes en
los procesos de especiacion. La disrupcion de interacciones co-
adaptadas entre los dos genomas puede causar incompatibilidades
entre los componentes de los complejos mitocondriales, afectando

Complejo Il

OXPHOS

Complejo Il
Complejo |

Ribosoma

Complejo IV

Complejo V

Magquinaria
transcripcional

Figura 1. Interacciones mito-nucleares en la membrana interna (OXPHOS) y en la matriz mitocondrial (traduccién y transcripciéon). En verde se
muestran los componentes codificados en el genoma mitocondrial, en azul se representan las proteinas de origen nuclear. Creado con biorender.com
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su funcion y potencialmente evitando las cruzas entre individuos
de poblaciones distintas, dando lugar a especiacion (3, 4).
Ademas de las interacciones mitonucleares entre las proteinas
de OXPHOS (Figura 1), también existen interacciones
entre los acidos nucleicos mitocondriales y las proteinas
importadas. Los ribosomas mitocondriales son un ejemplo de
interacciones RNA-proteina (Figura 1, traduccion): mientras
que los RNAs ribosomales se encuentran codificados en el
genoma mitocondrial, todas las proteinas ribosomales deben
de ser importadas. El proceso de transcripcion mitocondrial
es un ejemplo de interaccion DNA-proteina (Figura 1,
transcripcion), en el que factores de origen nuclear deben
de reconocer a los promotores, secuencias especificas
en el DNA mitocondrial que indican el sitio de inicio de
la transcripcion. El estudio de las interacciones mito-
nucleares se ha enfocado principalmente en las interacciones
proteina-proteina presentes en OXPHOS (5-8). Algunas
investigaciones también han estudiado la coevolucion de los
ribosomas mitocondriales (9, 10), pero se han realizado muy
pocos estudios acerca de las interacciones mito-nucleares en
la transcripcion mitocondrial (11).

El inicio de la transcripcién mitocondrial

El genoma mitocondrial se transcribe a partir de dos
promotores, uno en la cadena pesada (HSP, Heavy Strand

A

Cebador
de replicacién

HSP

DNA mitocondrial
humano
(16.5 Kbp)

oriL g Cadena L

Cebador
de replicacién

Cadena H

GTTAGTTGGGGGGTGACTGTTAAAAGTGCATACCGCCAAAAGAT
ACCGCTGCTAACCCCATACCCCGAACCAACCAAACCCCAAAGAC

Promoter) y otro en la cadena ligera (LSP, Light strand
promoter) (Figura 2A, B). Estos promotores son reconocidos
por la RNA polimerasa mitocondrial (mtRNAP) y por dos
factores de transcripcion (TFAM y TFB2M). TFAM se
asocia en la region que abarca entre las posiciones -17 a -39
rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion (12). Luego
de esta asociacion, TFAM recluta a la RNA polimerasa a
su sitio de reconocimiento. Por ultimo, TFB2M se asocia
al pre-complejo y participa en la desnaturalizacion del
promotor (13). El complejo formado por estas tres proteinas
ensambladas en el promotor se conoce como Complejo de
Iniciacion (IC, Initiation Complex) (Figura 2C).

Las tres proteinas del IC se encuentran muy conservadas
entre los mamiferos, y son faciles de identificar por medio
de alineamientos. Este no es el caso de los promotores
mitocondriales, los cuales son tan variables que deben de ser
identificados experimentalmente.

El método mas confiable para identificar promotores
mitocondriales, y para estudiar muchos aspectos de la
transcripcion mitocondrial, es el ensayo de transcripcion in
vitro. En este ensayo se utiliza un fragmento de DNA que
contiene, o se sospecha que contiene, el promotor mitocondrial
seguido de la secuencia de DNA que sera transcrita. Este
DNA se incuba con las tres proteinas necesarias para iniciar
la transcripcion: mtRNAP, TFAM y TFB2M. Para marcar los

mtRNAP

4

LSP
HSP

Figura 2. La transcripciéon mitocondrial en humano. A. El DNA mitocondrial humano cuenta con dos promotores (HSP y LSP) y dos origenes de
replicacion. B. Comparacion de las secuencias de LSP y HSP humanos. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la transcripcion. La region de union
de TFAM se indica con rojo, y la region de union de la mtRNAP y TFB2M, con azul. C. Complejo de inicio de la transcripcion mitocondrial. Creado con

biorender.com
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transcritos, se afladen nucledtidos radioactivos, los cuales
seran incorporados en el RNA recién sintetizado. Luego de la
incubacion, los RNAs marcados se separan por electroforesis
en un gel desnaturalizante. Estos geles tienen una resolucion
hasta de un nucleotido, por lo que se puede separar, por
ejemplo, un RNA de 19 nucleétidos de otro de 20.

El ensayo de transcripcion in vitro requiere clonar, expresar
y purificar las 3 proteinas de la especie cuyo promotor se
desea identificar. Esto requiere una gran inversion de tiempo
y recursos. Debido a esto, por casi 40 afios solo se conocieron
2 pares de promotores mitocondriales: los de humano y los
de raton (14-16).

Identificacion de promotores mitocondriales de mamifero

Para poder entender el mecanismo de reconocimiento del
promotor, y su evolucion en mamifero, era necesario conocer
la secuencia de otros promotores mitocondriales. Una
alternativa mas rapida al ensayo de transcripcion in vitro es la
identificacion del extremo 5’ de los transcritos mitocondriales
utilizando el método de RNA-seq. En esta técnica se purifica
RNA del mamifero cuyo promotor se desea identificar. EIRNA
se fragmenta, y utilizando transcriptasa reversa se obtiene

cDNA. Los fragmentos de cDNA se ligan a adaptadores y
la secuencia se obtiene a partir de secuenciacion de nueva
generacion. Muchos estudios en mamifero han utilizado
esta herramienta para distintos fines y los datos obtenidos
son cargados en un sitio con acceso publico (https:/www.
ncbi.nlm.nih.gov/sra). Estos datos pueden utilizarse para
identificar fragmentos de RNA cuyos extremos 5’ mapeen a
una misma base dentro de la region regulatoria del genoma
mitocondrial (Figura 3A). Los datos de RNA-seq de humano
corresponden exactamente a los datos obtenidos in vitro
(Figura 3A, cuadro 1), asi como los de ratén (14, 15) y cerdo
(ver a continuacion); lo cual indica que el analisis de datos
de RNA-seq es una herramienta confiable para identificar
promotores mitocondriales.

Los datos existentes de RNA-seq son suficientes para
encontrar los promotores de 22 mamiferos pertenecientes
a 12 ordenes diferentes (17). La busqueda de promotores
puede extenderse a otras especies utilizando las secuencias
encontradas para realizar alineamientos con los genomas
mitocondriales de otros mamiferos. De esta forma, es posible
identificar los promotores mitocondriales de mas del 50% de
las especies de mamifero conocidas.

LSP HSP

-

- - AAAAAGA..

- (- AAAAGA...
- e - AAAGA..
" . |-AAGA..

Cuadro 1. La transcripcion reiterativa en humano. Cuando los
promotores humanos se utilizan en la transcripcion in vitro, se
observan dos diferentes productos para LSP y cinco productos para
HSP, todos ellos con un nucledtido de diferencia. Por muchos afios se
creyd que la mtRNAP no era muy especifica para su sitio de inicio y
comenzaba la transcripcion en sitios alternativos. Sin embargo, por
medio de mutaciones alrededor del sitio de inicio de la transcripcion,
descubrimos que el patron de bandas observado se debe a que, en la

fase de inicio de la transcripcion, el RNA recién sintetizado “resbala”

hacia atrds sobre el DNA templado, y la
mtRNAP afiade nucledtidos extra en el
extremo 3’ (17). A este fendmeno se le
conoce como “slippage” o transcripcion
reiterativa. Gracias al descubrimiento de
este fenémeno, se pudo asignar

correctamente el sitio de inicio de la

transcripcion en mitocondria de humano.
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Figura 3. Diversidad de los promotores mitocondriales de mamifero. A. Identificacién del extremo 5° de RNAs mitocondriales. Las secuencias de
RNA-seq se alinean con la region de control del DNA mitocondrial para encontrar extremos 5’ homogéneos. Se muestra el alineamiento de Homo sapiens.
Notese la variacion de adeninas en el extremo 5’ causado por la transcripcion reiterativa. B. Conservacion de los promotores mitocondriales en mamifero
ilustrada con logos (weblogo.berkeley.edu). La flecha indica el primer nucleétido transcrito. C. Distancia entre LSP y HSP en distintos mamiferos. El conejo
(Oryctolagus cuniculus) y la pica (Ochotona dauurica) tienen 2 y 4 repeticiones de bloques de promotores, respectivamente. D. Promotor palindrémico del

perro. Tomado de (17).

Los promotores mitocondriales son muy diversos

Un andlisis de los promotores mitocondriales de mamifero
revela la alta diversidad que existe entre ellos (Figura 3B).
Todas las mtRNAPs mitocondriales de mamifero comienzan
la transcripcion mitocondrial con una purina, generalmente
adenina. Las posiciones +2 y +3 son también purinas y se
encuentran muy conservadas. Las posiciones -1 a -5 suelen
ser timinas o adeninas, probablemente porque tener enlaces
con menor energia en esta region facilita la formacion de la
“burbuja” alrededor del sitio de inicio de la transcripcion (ver
Figura 2C). El resto de las bases del promotor, incluyendo la
region de union a TFAM, muestran muy poca conservacion.

Interesantemente, en algunas especies se observan varios
pares de promotores (Figura 3C), como en el género
Lagomorpha, que incluye conejos, liebres y picas y que
contiene varios modulos de repeticion. La distancia entre los
dos promotores también es muy variable: el humano muestra
la mayor distancia entre LSP y HSP (155 pb), mientras que el
perro y todo el orden al que corresponde (Carnivora) mostro la
separacion mas corta: 2 pb (Figura 3C, D). Interesantemente,
el orden Carnivora también mostro un promotor palindréomico
muy conservado entre todo el género (Figura 3D).

El fendmeno de transcripcion reiterativa (ver cuadro 1), no
esta presente en todos los mamiferos, pero si esta conservado
en todos los simios y monos del viejo mundo en ambos
promotores (17). Algunos animales de otros ordenes también

muestran este fendmeno en alguno de los dos promotores,
pero no en los dos. En general, el mecanismo de transcripcion
reiterativa no se encuentra muy conservado, y parece ser
solamente una consecuencia de repeticiones de adeninas
alrededor del sitio de inicio de la transcripcion.

Las secuencias de los promotores mitocondriales en mamifero
son muy variables y esto contrasta con la alta conservacion de
las proteinas que los reconocen (mtRNAP, TFAM y TFB2M).
Por consiguiente, el mecanismo por el cual las proteinas del
IC reconocen al promotor mitocondrial y al mismo tiempo
son capaces de adaptarse a cambios rapidos en las secuencias
reconocidas es un nuevo modelo de estudio de coevolucion
mito-nuclear.

El reconocimiento del promotor mitocondrial es especie-
especifico

Para estudiar la especificidad del reconocimiento por parte
de las proteinas del IC hacia su promotor, se realizaron
experimentos de transcripcion in vitro probando cada
uno estos factores con el promotor mitocondrial de otra
especie. Para ello se utilizo el sistema de transcripcion del
cerdo comun (Sus scrofa). Sus scrofa es un mamifero con
un genoma mitocondrial y nuclear accesibles y anotados,
cuyos promotores fueron encontrados utilizando datos de
RNA-seq (17). Los promotores mitocondriales porcinos
no muestran homologia con los promotores humanos,
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pero su RNAP comienza la transcripcion con los mismos
nucleodtidos que la RNAP humana (AAG) (Figura 4A). Por
lo tanto, la actividad catalitica de la RNAP no sera afectada
al trabajar con promotores hibridos, pero permitira estudiar el
reconocimiento especie-especifico.

Para evaluar la especificidad de las proteinas del IC en la
transcripcion mitocondrial, cada una de las proteinas humanas
se probo con el promotor porcino, y viceversa (Figura 4B).
El unico factor que no muestra una alta especificidad por el
promotor de su especie es TFAM: la TFAM humana activoé la

transcripcion en el promotor porcino, y viceversa. La falta de
especificidad especie-especifica de TFAM por el promotor
también se observo cuando la TFAM murina se utilizé en
el promotor humano (18). Por el contrario, TFB2M vy la
mtRNAP no activan la transcripcion en el sistema heterologo
de Sus scrofa (Figura 4B), y viceversa. Esto significa que
la maquinaria transcripcional mitocondrial es capaz de
discriminar entre promotores de distintas especies, y que este
reconocimiento depende de la mtRNAP y de TFB2M.

A ﬁ
GTTAGTTGGGGGGTGACTGTTAAAAGTGCATACCGCCAAAAGAT LSP Humano
ATCTAGGGGGGTAAGTGCCTGCTTTCG

B

LSP Humano Humano Humano

| | | ]
- | - | |
I I I I

i - .‘ — | — -
-5 - | - | |

] —
H H H H H H

TFAM mtRNAP TFB2M

Figura 4. La mtRNAP y TFB2M tienen reconocimiento especie-especifico. A. Comparacion de la secuencia de LSP humano y porcino. La region de
unién de TFAM se indica con rojo, y la region de union de la mtRNAP y TFB2M, con azul. B. Transcripcion heter6loga de humano y porcino. El ensayo de
transcripeion in vitro de cada promotor se realizo en presencia de las proteinas de su especie, excepto la proteina indicada (H, humano. P, porcino).

Mecanismo de reconocimiento del promotor mitocondrial

Como se observa en la estructura cristalografica del IC, la
mtRNAP y TFB2M contactan a los nucledtidos mas cercanos
al sitio de inicio de la transcripcion (posiciones -10 a +5) (19).
Porlotanto, los nucledtidos involucrados en el reconocimiento
especie-especifico del promotor deben de encontrarse en
esta region. Este reconocimiento no puede depender de las
bases +1 a +3, las cuales se encuentran muy conservadas en
mamifero (Figura 3B). Para identificar las bases con mayor
relevancia en el mecanismo de reconocimiento, se hizo una
mutagénesis exhaustiva del promotor humano, donde cada
una de las bases en la region -10 a -1 fueron sustituidas por
las otras tres bases. Por medio de ensayos de transcripcion in
vitro se analizé como estas mutaciones afectan los niveles de
transcripcion (Figura 5A).

La mutacién de las posiciones -4, -3 y -1 del promotor
ocasionaron el efecto mas dramatico en la eficiencia de la
transcripcion. Estas 3 posiciones son muy variables entre los
promotores de mamifero, lo que sugiere que podrian tener
mas importancia en el reconocimiento especie-especifico del
promotor. Una fase esencial del inicio de la transcripcion es

la desnaturalizacion del DNA alrededor del sitio de inicio.
Durante este proceso, algunos nucle6tidos dentro del promotor
se encuentran desapareados, disponibles para interactuar y
ser reconocidos por la mtRNAP o TFB2M. La estructura del
IC muestra que en las posiciones que forman esta “burbuja”,
la RNAP interactiia con la cadena templado, mientras que
TFB2M interactia con la cadena complementaria, o no-
templado (19). De acuerdo con la mutagénesis extensiva del
promotor (Figura 5A), las posiciones mas importantes para el
reconocimiento son las bases -4, -3 y -1. Estas tres posiciones
podrian ser reconocidas en la cadena templado, en la cadena
no-templado, o en ambas.

El enfoque que se utilizd para saber en qué cadena es
reconocido cada posicion, consistid en mutar nucleétidos
del promotor humano solamente en una de las cadenas,
ya sea en la templado o no-templado. Estos promotores,
conteniendo una base desapareada en cada posicion, se
utilizaron para ensayos de transcripcion in vitro para observar
si se afectaban los niveles de transcripcion. Asi se descubrio
que las posiciones importantes para el reconocimiento son
las bases -1 y -4 en la cadena no-templado y las bases -3 y
-4 de la cadena templado. Utilizando el sistema heter6logo
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se confirm6 que TFB2M reconoce especificamente las bases
-1 y -4 de la cadena no-templado; mientras que la RNAP
reconoce las bases -3 y -4 de la cadena templado (Figura 5B).
Para demostrar la importancia de las posiciones -1, -3 y -4,
dichas bases se sustituyeron en el promotor humano con las
bases equivalentes de porcino. Estas tres mutaciones fueron

trancripcion(%)
»
S

80

60

SHHTHIT
0

suficientes para que la maquinaria transcripcional porcina
reconociera al promotor mitocondrial de humano (Figura
5C). Estos resultados demuestran que el mecanismo de
reconocimiento (Figura 5B) se ha mantenido por al menos
80 millones de anos, cuando vivid el Gltimo ancestro comun
entre Sus scrofa y Homo sapiens.
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Figura 5. Las posiciones -1, -3 y -4 son las mas importantes para el reconocimiento especie-especifico. A. Las posiciones -10 a -1 del LSP humano
se sustituyeron por las otras tres bases y se cuantificé su impacto en la transcripcion in vitro. B. Modelo de reconocimiento del promotor. C. Ensayo de
transcripcion in vitro utilizando proteinas porcinas, y LSP humano o porcino con sustituciones en las posiciones -1, -3 y -4.

Coevolucion de aminoacidos en la RNAPy los nucledtidos
del promotor

La estructura cristalografica del IC (19) muestra que dos
elementos estructurales de la RNAP se encuentran cerca de
las bases -3 y -4 del promotor mitocondrial: la hélice G y el
asa de especificidad (llamada asi por su homologia con el
elemento del mismo nombre en la RNAP del fago T7) (20).
La estructura primaria de estos dos elementos se encuentra
muy conservada en los mamiferos, pero los residuos
502 y 503 de la hélice G y 1101, 1102 y 1103 del asa de
especificidad son muy variables (numeracion de la mtRNAP
humana) (17). Asimismo, estos aminoacidos se encuentran en
posicion de contactar las bases -3 y -4 del promotor. Si estos
residuos participan en el reconocimiento de dichas bases,
la sustitucion de éstos por los aminoacidos equivalentes en
porcino podria cambiar la afinidad de la RNAP, reconociendo
las bases porcinas.

Una mutante de la RNAP humana que sustituye estos 5
residuos por sus contrapartes en porcino, pierde la afinidad
por el promotor humano, pero es capaz de reconocer a una
variante del promotor con la posicion -3 sustituida por la
base porcina (-3T, Figura 6A), indicando que estos residuos

determinan la especificidad por esta posicion. No obstante,
esta mutante no reconoce un promotor humano con la posicion
-4 sustituida por la base porcina a menos de que esta base se
encuentre desapareada (17), lo cual sugiere que la interaccion
de TFB2M con la base -4 en la cadena complementaria es
necesaria para el reconocimiento.

Una evidencia de que el mecanismo de reconocimiento
observado en humano y cerdo es similar en otros mamiferos
se observa en el orden Chiroptera. En el LSP de los
murci¢lagos existen 3 variantes para la posicion -3 de LSP:
A, ToC. Lavariacion de los aminoacidos en la hélice G y asa
de especificidad correlaciona perfectamente con la variacion
del nucledtido que reconocen (Figura 6B), mostrando
claramente el proceso de coadaptacion entre la RNAP y el
promotor mitocondrial.

Utilizando las secuencias de los promotores mitocondriales
identificados, y correlacionandolos con los residuos de la
RNAP involucrados en el reconocimiento, se puede hacer una
aproximacion del codigo de reconocimiento de la mtRNAP
hacia su promotor (Figura 6C). Es importante resaltar que la
aportacion de los aminoacidos de TFB2M que reconocen las
bases -1 y -4 en la cadena no-templado no se han tomado en
cuenta porque no han sido identificados. Existen dos razones
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para esto: primeramente, la base -1, que es reconocida por
TFB2M, no pudo resolverse en la estructura del IC. La
segunda razon es que el promotor utilizado para obtener esta
estructura tiene mutaciones en la cadena no-templado (19).
Esto se hizo para producir artificialmente la “burbuja” cerca
del sitio de inicio, lo cual facilita la obtencion de la estructura
cristalografica. Por lo tanto, las bases -1 y -4 en el promotor
utilizado en la estructura reportada no son reconocidas por
TFB2M, lo que imposibilita la identificacion de interacciones

A mMtRNAP WT HRNSS
LSP Nat -3T Nat -3T
- -

T -3¢ N -ac
Rodentia Rodentia Rodentia —
Camivora Artiodactyla Primates Chiroptera
Chiroptera
Rodentia Primates
- Artiodactyla Carnivora
Afrotheria Afrotheria
Residuos en asa Pirimidinas
de especificidad N -3T H en-3y-4

especificas entre dicho factor y el promotor. Actualmente
nos encontramos trabajando en la obtencion de la estructura
del IC mitocondrial humano en presencia de una cadena
no-templado con secuencia nativa. Muy probablemente, el
codigo de reconocimiento podra enriquecerse una vez que se
identifiquen los aminoacidos de TFB2M que participan en el
reconocimiento y podria ser til para identificar promotores
mitocondriales en especies que no cuenten con datos
experimentales.

Pv. QQISST

R.a QQ/SST ' D.r. QQISNS

Pd. QQISNS

H.a QQISST S... QQ/SNS

{j. QQISNS
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Figura 6. Aminoacidos de la mtRNAP que reconocen al promotor. A. Ensayo de transcripcion in vitro utilizando la mtRNAP silvestre (WT) o la que
sustituye 5 aminoacidos por los equivalentes porcinos (denominada HRNSS por las sustituciones de los residuos R502, E503, T1101, H1102 y N1103 de
la mtRNAP humana). Se utilizd LSP nativo o con una sustitucion en la posicion -3 por la base porcina (-3T). B. Arbol filogenético del orden Chirdptera
indicando los aminoacidos presentes en la hélice G y en el asa de especificidad de la mtRNAP en distintas especies. Se indica qué nucledtidos se reconocen
en las posiciones -3 y -4 de LSP de dichas especies. Tomado de (17). C. Aminoacidos encontrados en las posiciones de la mtRNAP indicadas (numeracion
de la mtRNAP humana) y las bases que reconocen en el promotor. Unicamente se incluyeron las correlaciones encontradas en 2 o mas 6rdenes, los cuales

se indican.

Linea evolutiva del promotor mitocondrial

Analizando las secuencias de los promotores mitocondriales
se hicieron las siguientes observaciones relevantes para
analizar su evolucion:

* Los promotores mitocondriales en las aves son una
secuencia palindromica repetida de ATs con dos sitios de
inicio por cada promotor separados por dos nucledtidos
(Figura 7A) (17, 21).

* Los promotores del género Laevis (Figura 7B) (22) y
de todo el género Carnivora (Figura 3C, D) también es
palindrémico con dos nucledtidos de separacion: AT. A
diferencia de las aves, ambos 6rdenes tienen un solo sitio
de inicio para cada promotor.

* ElsuperordenAfrotheria, el orden Perissodactylayel orden
Chiroptera también tienen promotores palindromicos,
pero con mayor separacion entre promotores (18-21
nucleétidos) (17).

* La posicion -5 de todos los promotores de mamifero es

una pirimidina, excepto en hominoides (humano, gorila,
chimpanzé, orangutan, gibon) que es guanina (Figura 2B,
Figura 7).

+ Laposicion -1 siempre es una timina, excepto en roedores,
lagomorfos y primates, donde puede ser cualquier base
(Figura 7).

Tomando en cuenta estas observaciones, proponemos que

el promotor mitocondrial del ultimo ancestro comun de los

mamiferos (hace 180 millones de afios) era una secuencia
palindromica con un sitio de inicio para cada promotor. La
posicion -1 y -5 eran pirimidinas, probablemente timinas.

Esta estructura se mantuvo al menos hasta la bifurcacion

de la clada de Laurasitheria (que incluye Eulipotyphla,

Carnivora, Perissodactyla, Artiodactyla y Chiroptera) y la

clada Euarchontoglires (que incluye Primates, Lagomorfos

y Roedores). Las proteinas del IC sufrieron un cambio

estructural en la clada de los Euarchontoglires, que

toler6 una purina en la posicion -1. En esta clada también
aparecieron promotores no palindromicos. En la rama de los
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hominoides, otro cambio estructural permitié la presencia
de una purina en la posicion -5. En la clada de Pegasoferae,
se mantuvieron promotores palindromicos, exceptuando la

HSP2
HSP1
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4
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rama de Artiodactyla (rumiantes, ballenas, suinos) en las que
se incrementd el espacio entre promotores al igual que en
Euarchontoglires.
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Figura 7. Evolucién de los promotores mitocondriales. A. Estructura del promotor mitocondrial del Pato Real (4nas Platyrhynchos). B. Estructura
del promotor mitocondrial de Rana de Ufias Africana (Xenopus laevis). C. Arbol filogenético de todos los mamiferos. En color se muestran las especies
cuyo promotor fue encontrado en (17). La conservacion de la region cercana al sitio de inicio de cada grupo se ilustra con logos (weblogo.berkeley.edu).

Modificado de (17).

Las proteinas del IC y su papel en el proceso de especiacion

Como ya se mencionod, las proteinas que participan en

interacciones mitonucleares tienen mayor probabilidad de

participar en la especiacion. El proceso de especiacion se

resume en los siguientes tres pasos (23):

1. Una poblacion se aisla de otros individuos de su misma
especie, generalmente por barreras geograficas, aunque
pueden existir otras causas.

2. La poblacion aislada desarrolla caracteristicas que
difieren de la poblacion original y que pueden dificultar
la reproduccion entre ambas poblaciones. En esta fase
no existe un proceso de especiacion completo, pero
si suceden cruzas entre dos individuos de las distintas
poblaciones, podria producirse una reduccion de la
adecuacion (fitness) en la progenie. Esto se conoce como
incompatibilidad de hibridos (24).

3. Laincompatibilidad genética entre las dos poblaciones es

tan grande que la reproduccion entre ellas es inviable. El
proceso de especiacion se ha completado.

Hipotéticamente, cualquier gen cuya funcion dependa de
su interaccion con otro puede participar en el proceso de
especiacion. Sin embargo, las interacciones entre el genoma
mitocondrial y nuclear son un caso especial, debido a las altas
tasas de mutacion en el genoma mitocondrial, a las cuales el
genoma nuclear debe adaptarse rapidamente (2).

Estudios sobre interacciones mito-nucleares y su papel en la
especiacion han sefialado a la mtRNAP mitocondrial como
clave en este proceso. Uno de ellos ha sido una investigacion
en Tigriopus californicus, un crustaceo que muestra una gran
divergencia entre poblaciones y que se utiliza como modelo
de las etapas tempranas de especiacion. 1. californicus
muestra incompatibilidad de hibridos debida a la disrupcion
de interacciones mito-nucleares (25). En este organismo, la
mtRNAP muestra altas tasas de evolucion y seleccion positiva
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(26), sugiriendo que la enzima se adapta continuamente a
los cambios en el DNA mitocondrial. De acuerdo con esto,
se ha demostrado que la interaccion entre la mtRNAP y el
genoma mitocondrial se encuentra afectada en los hibridos
incompatibles: cuando la RNAP heredada en el hibrido no
coincide con el DNA mitocondrial de su poblacion de origen,
éste tiene una menor probabilidad de sobrevivir (27). Esto
indica que existen polimorfismos en el DNA mitocondrial a las
que la RNAP se ha adaptado, probablemente en el promotor.
Otra investigacion que respalda el papel de la mtRNAP en
especiacion se realizd en reptiles: como resultado de una
antigua barrera geografica que ya ha desaparecido, dos
poblaciones distintas de camaleon mediterraneo (Chamaeleo
chamaeleon) estuvieron segregadas por al menos 1 millon de
afios. Actualmente existe intercambio genético nuclear entre
ellos, pero el genoma mitocondrial sigue siendo especifico
de cada poblacion (28). Cuando se buscaron polimorfismos
en el DNA nuclear que correlacionaran con el DNA
mitocondrial de cada poblacion, uno de ellos se mapeo al asa
de especificidad de la mtRNAP. Interesantemente, mientras
que las dos variantes se encontraban en las dos poblaciones,
el polimorfismo raramente se identific6 como homocigoto
en combinacion con el DNA mitocondrial de la poblacion
opuesta (29), indicando que, si se hereda la mtRNAP que
no corresponde al DNA mitocondrial de su poblacion, la
sobrevivencia se reduce.

En cuanto a TFB2M, existe evidencia de que este gen
también compensa continuamente los cambios en el genoma
mitocondrial, ya que se ha encontrado que este gen esta sujeto
a seleccion positiva en humano (30), dragones de Komodo
(31) y la rata topo desnuda (32).

Hasta la fecha no se ha encontrado evidencia de que TFAM
participe en procesos de especiacion, lo cual concuerda con
nuestras observaciones de que TFAM no participa en el
reconocimiento especie-especifico del promotor (Figura 4B).

HSP podria acelerar la evolucion de los promotores

Ademas de su papel en la transcripcion, la mtRNAP sintetiza
los cebadores o “primers” necesarios para que la DNA
Polimerasa mitocondrial replique el genoma (Figura 2A).
El cebador de la cadena pesada se sintetiza a partir de LSP,
mientras que el cebador de la cadena ligera se sintetiza a
partir de una estructura de tallo-bucle de DNA llamada OriL
muy conservada en todas las especies animales (33). Esta
estructura se forma cuando el replisoma mitocondrial utiliza
al DNA complementario a OriL como templado. La sintesis
del cebador de la cadena ligera por parte de la RNAP no
requiere de TFAM o TFB2M.

Debido a la existencia de OriL, inicamente LSP es necesario
para la replicacion, aunque ambos promotores son necesarios
para la transcripcion. Como consecuencia, una mutacion
en LSP que reduzca su reconocimiento por parte del IC no
solamente causaria una reduccion en la transcripcion, sino
que disminuiria su propia replicacion, y el genoma mutado

tenderia a desaparecer. Por el contrario, una mutacion en
HSP que afecte su reconocimiento unicamente reducira la
transcripcion, pero no afectara su propia replicacion. A un
genoma que es capaz de replicarse, pero no de producir
transcritos se le denomina “DNA mitocondrial egoista”.
Debido a que cada célula puede tener entre 1000 y 10,000
copias de DNA mitocondrial (34, 35), el individuo no se
veria seriamente afectado por unas cuantas copias que
no produzcan transcritos, y el genoma con HSP mutado,
o DNA mitocondrial egoista, podria estar presente por
varias generaciones. Con el tiempo, mutaciones nucleares
adaptativas podrian compensar la mutacion en HSP sin dejar
de reconocer los promotores silvestres. Estas mutaciones
nucleares podrian dar ventaja al individuo, que ahora puede
producir transcritos de ambas variantes de HSP, y comenzar
a acumularse en la poblacion. En estas condiciones, LSP
podria tener ahora la misma sustitucion que HSP, ya que la
maquinaria de IC seria capaz de reconocerla. Sin tanta presion
selectiva hacia el reconocimiento de los promotores originales,
las proteinas del IC podrian sufrir una nueva mutaciéon que
unicamente reconozca los nuevos promotores. En este punto,
la cruza con individuos de otra poblacion que sea portadora
de los promotores originales podria dar lugar a hibridos
incompatibles, contribuyendo al proceso de especiacion.
Seglin este modelo, la alta diversidad que existe en los
promotores mitocondriales podria deberse, al menos en
parte, a mutaciones que originalmente ocurrieron en HSP y
que luego se extendieron a LSP. Efectivamente, al comparar
los dos promotores en diferentes especies de mamiferos,
puede observarse menor conservacion de HSP que de LSP,
sobre todo en los promotores no palindromicos, en los
cuales un promotor puede mutar sin afectar al otro (Tabla I).
Adicionalmente, se ha reportado que en algunas cruzas de
hibridos incompatibles del crustaceo T. californicus, el DNA
mitocondrial produce menos transcritos y se replica en exceso
(27), sugiriendo que existen adaptaciones del DNA nuclear
que contrarrestan al DNA egoista, que son interrumpidos en
el hibrido. Estas podrian ser las adaptaciones de la maquinaria
transcripcional que reconocen a HSP mutado.

Tabla I. Comparacién de la conservacién de LSP y HSP en algunos érdenes y
familias
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(Qué mutaciones en el promotor podrian afectar su
reconocimiento? La mutacion exhaustiva de LSP humano
demostré que son tres las posiciones cuya mutacion puede
abatir la transcripcion casi por completo (Figura 5A). Esto
contrasta con el mecanismo de reconocimiento en niicleo (36)
o bacteria (37), en los que el reconocimiento esta repartido
entre mas posiciones. De acuerdo con nuestros datos, no son
muchos los aminoacidos en la mtRNAP que deben cambiar
parareconocer mutaciones en las posiciones -3y -4. Lo anterior
sugiere que la alta tasa de mutacion en mitocondria forzé al
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Resumen

En este articulo se aborda el tipo de patrimonio cultural que
hay en el pais destacando, los bienes muebles y los bienes
adosados a la arquitectura, que deben ser protegidos por el
Estado mexicano. Se define qué es el saqueo, robo y trafico
ilicito del patrimonio cultural y el papel que juega México
en la cadena delictiva. Se plantean como ejemplo algunos
datos que las instituciones han reportado en esta materia y la
disparidad entre ellas.

Se plantea el marco legal para la proteccion y recuperacion
de ellos, y las instituciones participantes en la investigacion
y recuperacion a nivel nacional e internacional.

Se describe la problematica del robo y trafico ilicito del
patrimonio y la participacién del restaurador como perito
para la identificacion y recuperacion de los bienes muebles.
Describiendo la metodologia realizada y los analisis que se
llevan a cabo para identificar los monumentos. Se describen
algunas de las medidas que deben de tomarse a nivel nacional
para incidir en la proteccion, recuperacion y valoracion del
patrimonio mexicano.

Palabras clave: patrimonio cultural, saqueo, robo, trafico
ilicito y recuperacion.

Abstract

This article addresses the type of cultural heritage that
exists in the country, highlighting movable property and
property attached to architecture that must be protected by
the Mexican State. It is defined as the looting, theft and illicit
trafficking of cultural heritage and the role that Mexico plays
in the criminal chain. Some data that the institutions have
reported in this matter and the disparity between them are
presented as an example.

The legal framework for the protection and recovery of
them, and the institutions participating in the investigation
and recovery at national and international level are proposed.
The problem of theft and illicit traffic of patrimony and the
participation of the restorer as an expert for the identification
and recovery of movable property are described. Describing
the methodology carried out and the analyzes carried out to
identify the monuments. Some of the measures that must
be taken at the national level to influence the protection,
recovery and valuation of Mexican heritage are described.

Keywords: cultural heritage, looting, theft, illicit trafficking
and recovery.
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Por definicidon, los bienes culturales son los muebles o
muebles adosados a la arquitectura y los inmuebles que
tengan importancia para el patrimonio cultural de México,
tales como los monumentos arquitecténicos , de arte o de
historia, religiosos o seculares, los bienes arqueoldgicos,
los conjuntos de construcciones que ofrezcan un interés
histdrico o artistico, las obras de arte, manuscritos, libros
y otros objetos de interés historico, artistico, arqueologico
o paleontolégico, asi como las colecciones cientificas y
las colecciones importantes de documentos, libros o de
archivos. Se incluyen los bienes muebles como instrumentos
musicales, pintura de caballete, estatuas, vestimenta e
indumentaria, mobiliario, objetos litirgicos, documentos,
etc., asi como los bienes muebles adosados a la arquitectura
que son todos aquellos bienes que por haber sido disefiados
proyectados y elaborados para un espacio arquitectonico
especifico forman una unidad indivisible con ¢él, sin
importar sus caracteristicas materiales, técnicas y formales.
Desde este punto de vista, podemos incluir en este grupo
a todas aquellas manifestaciones plasticas adosadas como
pintura mural; obra escultorica de bulto entre las que
encontramos cruces atriales, relieves en cal, yeso o piedra,
mosaicos, y otros objetos de muy diversa naturaleza como
retablos, mobiliario adosado como sillerias, pulpitos, rejas,
balaustradas, celosias, lambrines, pilas de agua bendita y
bautismales entre otros. También pertenecen a este grupo
objetos tales como fuentes, artesonados, entre otros. Todos
estos bienes son monumentos que quedan protegidos bajo
la Ley Federal sobre Monumentos y Zonas Arqueologicos,
Artisticos e Historicos, en funcion de su temporalidad.
Cuando se habla de robo y trafico ilicito de patrimonio cultural
debe entenderse por robo a la sustraccion del patrimonio sin
la autorizacion de quien lo tiene en resguardo [1], mientras
que, el trafico ilicito es cualquier movimiento o transaccion
ilegal de bienes culturales tanto dentro del pais como en
el extranjero. Sin embargo, es dificil saber la magnitud
del ilicito. Algunos autores como Morales dicen que “Se
desconocen cifras aproximadas de bienes culturales robados
o comerciados ilegalmente debido a la falta de denuncias o
reportes e investigacion en este tema” [2]. El comercio ilicito
de bienes culturales estd generalmente considerado como
una de las formas mas frecuentes del crimen internacional.
El comercio de patrimonio robado o hurtado es uno de
los delitos que tienen grandes ganancias econdmicas en el
mercado negro de arte.

En los ultimos tiempos y como fenomeno mundial, los bienes
culturales han sufrido un fuerte aumento en cuanto a robos en
el pais y exportacion ilicita en busca de mercados adecuados
y lucrativos.

Los organismos especializados creen que el aumento no
ha sido s6lo cuantitativo, sino que hay mayor y frecuente
denuncia de estos ilicitos, ademas de que se comunica el
hecho en medios de comunicacion tanto nacionales como

internacionales.

Esta es una de las razones por las que el tema del robo y el

trafico ilicito de bienes culturales preocupa a las autoridades.

En México el saqueo de los sitios arqueoldgicos es una

practica comun, se debe a distintos factores dentro de los que

se encuentran:

*  Descubrimientos fortuitos realizados por los habitantes
de los poblados, descuido y urbanismo.

* Saqueo organizado, financiado por redes criminales
organizadas que pagan a los pobladores por buscar
objetos.

*  Extrema pobreza.

El saqueo destruye o dafia el lugar en el que se encuentran los

objetos, impidiendo asi la reconstitucion del contexto de

descubrimiento, que es esencial para entender la historia de
los sitios arqueoldgicos. A menudo, estos lugares son la tnica
fuente de informacion existente sobre periodos histéricos
especificos. Se estima que un 80% de todos los sitios
arqueoldgicos conocidos en la peninsula de Yucatan han sido
saqueados.Es importante entender que el universo de
atencion que tenemos en el pais es muy grande, existen
aproximadamente 200,000 sitios arqueoldgicos, de los cuales
se encuentran registrados poco mas de 43,330; se cuenta con
alrededor de 101,780 inmuebles considerados monumentos
historicos, de los cuales 17,000 son de caracter religioso. Tan
so6lo bajo la custodia y responsabilidad del INAH se cuentan
alrededor de 1 millon de bienes muebles y muebles asociados

a los inmuebles de naturaleza arqueoldgica e historica. Hay

al menos 114 museos, varios depositos de bienes culturales y

193 zonas arqueoldgicas y paleontologicas abiertas al publico

bajo laresponsabilidad del Instituto Nacional de Antropologia

e Historia (INAH). Se estima que el Instituto Nacional de

Antropologia e Historia es responsable también de alrededor

de 1,797,094 de piezas arqueoldgicas, 4,000,000 documentos

catalogados en la Biblioteca Nacional de Antropologia,

190,694 monumentos historicos muebles, restos humanos de

24,600 individuos, y 960 equipos de transporte; por

mencionar algunos objetos que forman parte de nuestro

patrimonio cultural. Como se puede ver el pais cuenta con un
vasto patrimonio en su territorio. La revista Arqueologia

Mexicana -editada por el INAH-, a su vez, publicaria que, en

el transcurso del tiempo, 10 mil 485 sitios prehispanicos, de

los 35 mil que hay en México habian sido objeto de saqueos
de diverso tipo. (Arqueologia Méxicana 1996) [3]. El

Instituto Nacional de Antropologia e Historia (INAH) di6 a

conocer que de 1997 a 2010 se robaron mas de dos mil 655

objetos. Las piezas arqueoldgicas fueron mil 420 piezas,

mientras que, las piezas catalogadas como historicas sumaron
un total de mil 235 [4]. Entre 2010 y 2015 el propio INAH
presentd 36 denuncias ante la Procuraduria General de la

Republica (PGR): una decena en 2010; ocho en 2011; seis en

2012 y 2013 y tres en 2014 y 2015, respectivamente. A esas

denuncias se agregan las correspondientes al saqueo en 2014:

las seis acusaciones ante la FGR por robo de monumentos

arqueoldgicos muebles, una en Chiapas, dos en el Estado de
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Meéxico, una en Puebla, una en Michoacan y la tltima en la
Ciudad de México. De 1991 al 2012 la FGR reporta que
cuenta con 320 denuncias en estados como Puebla, Tlaxcala,
Jalisco, Hidalgo, Estado de México y Oaxaca. Siendo el
estado de Puebla, el que cuenta con mayor numero de
denuncias, con 720 objetos robados. En el 2012 un informe
de la Auditoria de la federacion hecha al INAH establece
que, “Respecto del patrimonio histdrico, se presentaron 193
denuncias por robo, de las cuales el 49.2% (95 denuncias)
permanece abierto y el 50.8% (98 denuncias) se concluyo,
recuperando 5 bienes muebles.” Del 2012 al 2016 reportan 5
denuncias. Lo sorprendente, es que no existen denuncias en
el 2014 y 2016, lo cual nos podria hablar de la reduccion del
delito. Sin embargo, basta con entrar a Internet y revisar las
notas periodisticas para ver que esto no es asi. A nivel
internacional existen algunas bases de datos que pueden
darnos alguna idea de lo que implica este delito. La policia de
Scotland Yard cuenta con una base de 57,500 objetos robados,
mientras que la Organizacion Internacional de Policia
Criminal (Interpol) cuenta en sus registros con alrededor de
40,000 piezas, siendo la base de la Agencia Federal de
Investigacion (FBI) la que tan sélo cuenta con 8,000. Como
podemos ver las cifras son muy distintas, sin embargo, una
institucion privada como Art Loss Register (Registro de
Obras de Arte Desaparecidas) tiene en sus registros 350,000
obras robadas o en paradero desconocido [5]. Gracias a su
base de datos una empresa tiene mas informacion sobre este
espinoso asunto que los tres cuerpos policiales citados juntos.
Todo esto nos habla de la gran disparidad de datos que hay a
nivel internacional y nacional. El problema del mercado
negro de bienes culturales es tan serio que se han tomado
acciones en el &mbito internacional por instituciones como la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la
Ciencia y la Cultura (UNESCO), la Organizacion
Internacional de Policia Criminal (Interpol) o el Consejo
Internacional de Museos. Buscando homogeneizar las
denuncias de robo de arte en bases internacionales y
herramientas para la identificacion de bienes culturales de
varios paises en las listas rojas, que ayudan a los aduaneros a
identificar el patrimonio cultural de los paises en los puntos
fronterizos [6] México cuenta actualmente con un una base
legal para la proteccion de su patrimonio cultural. En primer
lugar, se encuentra la Constitucion Politica de los Estados
Unidos Mexicanos, le siguen los convenios, acuerdos y
tratados internacionales, las leyes, los decretos, los
reglamentos y los cddigos. Dentro de las leyes encontramos,
la Ley General de Bienes Nacionales, la Ley de las
Asociaciones Religiosas y Culto Publico; la Ley Federal
Sobre Monumentos y Zonas Arqueoldgicos, Artisticos e
Historicos; y las leyes Organicas del Instituto Nacional de
Antropologia e Historia, del Poder Judicial de La Federacion,
y de la Procuraduria General de la Republica; la Ley General
de Archivos y las leyes estatales. Dentro de los reglamentos
de las leyes se tiene: el Reglamento de las Asociaciones
Religiosas, el Reglamento de la Ley Federal sobre

Monumentos y el Reglamento del Decreto que prohibe la
exportacion de documentos originales relacionados con la
historia de México, y de los libros que por su rareza sean
dificilmente substituibles del 13 de julio de 1974, entre otras.
La Carta Magna establece en el articulo 73 XXV que el
Congreso tiene facultad para legislar sobre vestigios o restos
fosiles y sobre monumentos arqueologicos, artisticos e
historicos, cuya conservacion sea de interés nacional...[7]
Como se puede ver la Constitucion resalta la preocupacion
del Estado mexicano en la proteccion de los monumentos de
nuestro pais, en donde la Secretaria de Cultura, a través del
Instituto Nacional de Antropologia e Historia, protege los
bienes arqueologicos, histéricos y paleontologicos, y el
Instituto Nacional de Bellas Artes y Literatura protege los
monumentos artisticos. Siendo los objetivos del INAH: la
investigacion cientifica sobre antropologia e historia,
relacionada principalmente con la poblacién del pais y con la
conservacion y restauracion del patrimonio cultural
arqueoldgico e historico, asi como el paleontologico; la
proteccion, conservacion, restauracion y recuperacion de ese
patrimonio, y la promocién y difusion de las materias y
actividades que son de su competencia. Es a través de sus
Coordinaciones Nacionales que realiza sus labores de
proteccion y recuperacion del patrimonio cultural. En el pais
existen ademas otras instituciones que estan avocadas a la
proteccion de nuestro patrimonio como son el Archivo
General de la Nacion y la Fiscalia General de la Republica a
través de la Unidad Especializada en Investigacion de delitos
contra el Ambiente y Previstos en Leyes Especiales
(UEIDAPLE); mientras que para la prevencion del trafico
ilicito y recuperaciébn de piezas participan ademads la
Secretaria de Relaciones Exteriores a través de sus embajadas
y consultorias juridicas; y la Direcciéon General de Aduanas.
Del mismo modo, coadyuva la Secretaria de Gobernacion
con las Asociaciones Religiosas, la Guardia Nacional y el
Instituto de Administracion y Avaltos de Bienes Nacionales
(INDABIN). Sin embargo, existen pocos instrumentos
normativos que permiten conocer el trabajo interinstitucional
que realizan y las acciones que llevan a cabo para reducir el
ilicito. El patrimonio cultural sale del pais por diversos
medios como son el transporte terrestre, aéreo y maritimo, en
no pocas ocasiones sale como si fuera menaje de casa o0 como
material de construccion, en el caso de los bienes adosados a
la arquitectura como los relieves o la pintura mural. Es asi
como muchas piezas son fracturadas antes de salir del pais
para volverlas a unir ya que salieron. Lamentablemente la
FGR ha comprobado que dentro de esta red de trafico ilicito
hay involucradas personas que intervienen las piezas
eliminando capas o agregando otros elementos para poder
hacer que las piezas no sean identificadas como las robadas.
Todos estos bienes son sacados del pais y transportados a
otros paises en donde son vendidos a museos y galerias,
casas subastadoras y colecciones privadas. El patrimonio
mexicano va a mercados tan variados como a Estados Unidos,
Europa y Asia. Uno de los principales problemas a lo que se
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enfrenta el Estado despojado de sus bienes es que las casas
subastadoras, galerias y coleccionistas no estan obligados a
revelar el nombre de quien les vendio el bien. La forma mas
novedosa de comercio ilicito de este tipo de patrimonio es el
realizado a través de Internet, en donde muchas veces se
venden en casas subastadoras o andnimamente. México es un
pais de origen, transito y destino de patrimonio cultural. El
pais como lugar de origen de bienes culturales que son
transferidos, excavados ilicitamente, saqueados o robados
del territorio nacional. Esto responde a que existen
compradores para ellos y estd determinado por la oferta y
demanda en el mercado internacional. Como lugar de destino
se importan al pais bienes culturales de otros paises con el
propdsito de que estos se vendan en el mercado nacional y
permanezcan dentro del territorio nacional. Y como transito,
los bienes culturales de otros Estados que llegan a nuestro
territorio, para ser transportados o transferidos a otro pais. En
donde los bienes culturales pueden participar en alguna
exposicion para “legalizarse” o “legitimarse”. México funge
como corredor entre la frontera con Estados Unidos, siendo
el mercado mas grande de arte en el mundo. Para entender un
poco como ha funcionado el mercado tenemos un ejemplo de
piezas que siempre han sido muy cotizadas en el mercado.
Este es el caso de los llamados perritos de Colima que en los
afios 30 del siglo pasado costaba $2 USD en México y
aproximadamente $25USD en Nueva York. Hacia 1948, la
misma pieza podia costar entre $250 y $400 USD, mientras
que en 1970 el precio alcanzaba el doble o el triple. En el
2010 a pesar de las fluctuaciones, una pieza de este tipo llego
a costar $22,500 USD. EI 90 % de los ejemplares conocidos
provienen de excavaciones ilegales. Conforme a INTERPOL,
posteriormente al robo, los objetos pueden ponerse en el
mercado legal o en el mercado negro después de varios afios,
con la esperanza de que las autoridades se olviden de ellos.
En otros casos un coleccionista adquiere una obra de arte
inmediatamente después de su robo.

Han establecido que la modificacion de obras de arte es un
fenémeno en alza que puede ir de la simple copia de una obra
de arte para conseguir altos precios de venta con una minima
inversion, hasta el “retoque” de una pieza para atribuirla
falsamente a un artista reconocido [8]. Cuando se roban
las obras en muchos casos se modifica sus caracteristicas
formales para poder entrar al mercado del arte. Es asi como
se pueden agregar elementos, modificar personajes e incluso
eliminar algunos de ellos. Todo esto con la idea de dificultar su
identificacion. En otros casos, las modificaciones consisten en
afiadir o eliminar total o parcialmente firmas o inscripciones
de la pintura de caballete. Se han presentado casos en que la
obra es de un autor y se conserva la primera letra del apellido
o nombre para modificarla y atribuirla a un autor mas famoso.
Todo ello con el fin de poder obtener un mayor precio en el
mercado de arte. Por lo que contar con fotografias de detalles
es fundamental para su recuperacion. Un ejemplo de ello es
la obra llamada “Adéan y Eva expulsados del paraiso”, robada
en el afio 2000 en Hidalgo y repatriada a México [9]. Cuando

fue recuperada se le habia repintado parte de la inscripcion
conservando tan solo la fecha. Las pinturas muchas veces
son cortadas o mutiladas de los bastidores de los retablos,
por lo que los ladrones dejan restos de ellas en los bastidores.
A objetos liturgicos, como las custodias, es frecuente que se
les intercambien las piezas o se ensamblen éstas de diferente
manera, con la idea de que se vean distintos a los robados. Por
ello es importante que cuando se cataloguen calices, copones
y custodias se tomen fotografias de cada una de las partes, se
recomienda que éstas sean por separado con la idea de saber
cuantos elementos conforman el objeto. La misma situacion
se puede presentar en esculturas que tienen elementos
moviles como alas o atributos, en donde se intercambian las
partes para pasar desapercibidas.

Meéxico ha reportado a Interpol algunas piezas arqueoldgicas
e historicas robadas de nuestro territorio, en el caso de las
historicas se han hecho denuncias entre los anos 1997 al 2010,
en el afio 2001 se hicieron el mayor numero de denuncias con
22 eventos. Es el Estado de Tlaxcala el que ha tenido robos
en todos los afios desde 1997 hasta el 2010 con excepcion
del 2002.

Es de extraiiar que después del 2010 no exista informacion,
a pesar de que sabemos que han existido robos en los aflos
subsecuentes [10]. Lo que habla de la falta de continuidad en
los procesos para la recuperacion del patrimonio cultural, al
resguardo de las asociaciones religiosas y las comunidades,
por parte de las instituciones encargadas como INTERPOL
Meéxico, la actual FGR y el INAH.

Gréfica 1II Tipologia de las obras reportadas como robadas.
Base de datos de obra robada en México (Interpol 2022).
Este es el panorama al que se enfrentan los restauradores
que son nombrados como peritos por el ministerio publico.
Cuando la policia cibernética localiza un objeto que fue
reportado como robado se lo notifica a la policia quien
hace las averiguaciones para poder determinar junto con
el ministerio publico si se sospecha que se trata del objeto
robado. El proceso de identificacion parte de la investigacion
inicial, que comienza con la presentacion de la denuncia y
concluye cuando el imputado queda a disposicion del Juez
de control para que se le formulen cargos [11]. En esta fase
inicial en la que el M.P solicita apoyo de peritos, a través
de juridico del INAH, para que identifiquen y autentifiquen
el bien cultural en cuestion, y determinen si se trata de un
monumento conforme a la ley. En estos dictimenes periciales
es necesario responder a las preguntas que formula el M.P
sobre el origen y la procedencia de los bienes, es decir,
demostrar el objeto y su relacion con el lugar de donde fue
robado. En resumen, se autentifica el objeto.

Muchas veces el ministerio publico pone a disposicion de
los peritos restauradores fotografia del objeto en venta para
que los peritos las comparen con fotografias del objeto antes
del robo.

Para ello los restauradores comparamos principalmente
los deterioros que tenian las piezas antes del robo, sus
caracteristicas formales y los materiales involucrados en su
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Figura 1. Cambios en la imagen de la pintura antes y después del robo . Aparece un nifio al centro de la imagen.

manufactura, asi como la técnica con la que se realizo. Este
primer peritaje le permite al ministerio publico incautar la
pieza para que pueda ser analizada por el restaurador perito.
Cuando la pieza se pone a disposicion de los peritos es
analizada, se ve si existen dafios o deterioros en ella.

Una vez establecidos y ubicados los dafios, modificaciones
o alteraciones se hace un presupuesto sobre los costos que
tendria la restauracion del mismo. Para la realizacion de esto
los restauradores, en colaboracion con otros especialistas,
llevan a cabo andlisis técnicos, historicos y cientificos

Lunete

Rayos e rifagas

de distinta indole como pueden ser: fotografia con luz
ultravioleta, fotografia con luz rasante, analisis quimicos tanto
cualitativos como cuantitativos, microscopia electronica, etc.
Otro de los elementos que es necesario revisar es la técnica
de manufactura, en el caso de pinturas de caballete es necesa-
rio determinar el numero de lienzos que conforman a la obra,
es decir el nimero de fragmentos de tela que fueron unidos
para conformar una pintura de grandes dimensiones.

En contadas ocasiones las uniones de las telas se marcan en
la capa pictdrica, estas marcas son Unicas en la obra. Por lo

Intercambio de

Figura 2. Intercambio de piezas en una custodia. Se cambian las piezas que conforman los objetos liturgicos. Observar que la peana, cuello y base son

diferentes en la ultima imagen.
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que estas huellas sirven para determinar que la obra roba-
da es la recuperada en los casos en que se identifiquen estas
huellas. La pérdida de capa pictorica en areas puntuales, asi
como manchas por humedad en el reverso del lienzo deben
analizarse ya que son huellas que ayudan a la identificacion
y para poder determinar la similitud entre las obras robadas
y las recuperadas. Los deterioros de una pieza son Unicos y
hablan de los cambios y modificaciones que ha sufrido la
obra a lo largo del tiempo.

El estado de los materiales, asi como la técnica, también dan
fe de la autenticidad y antigliedad de la obra [12]. En algunos
casos se puede observar el barniz de tonalidad amarillenta y
el patron de craquelado, producto de la oxidacion continua y
natural de los aglutinantes.

Todos estos analisis junto con las caracteristicas materiales,
técnicas y formales permiten al restaurador determinar si se
trata de la misma obra robada o no.

Muchas veces las intervenciones que estas piezas tienen nos
permiten suponer que fueron robadas, como son bandas y
reposiciones en todos los costados de las pinturas. Esto nos
habla de que fueron cortadas de sus lugares originales. Por
otro lado, las leyendas, inscripciones y firma del autor con-
stituyen un importante elemento para el reconocimiento de
una obra. En el caso de firmas es necesario analizar el trazo
caligrafico que debe ser idéntico a las inscripciones presentes
en las imagenes del registro del cuadro. En este punto es
ademas necesario compararla con otras firmas del autor. A su
vez, la luz ultravioleta puede ayudar a establecer si la firma
de una obra es auténtica o no.

Una de las problematicas para la recuperacion de nuestro
patrimonio a los que nos enfrentamos es que no siempre se
hace la denuncia de las piezas robadas. En muchos paises no
existe una cultura de la denuncia, por lo que las denuncias
por robo o dafio de bienes culturales son bajas. En general, es
muy comun que las personas crean que las denuncias deban
ser realizadas por una autoridad, sin embargo, la denuncia
por robo o daiio puede ser presentada por cualquier persona.
En otros casos tienen miedo de ser inculpados por la policia.
A nivel internacional México tiene que comprobar que las
piezas salieron de su territorio, por lo que en el caso de
bienes arqueolédgicos es dificil poderlo justificar si no hay
una denuncia de saqueo. Cuando se tratan de recuperar

Tabla I. Tipologia de las obras reportadas como robadas. Base de datos
de obra robada en México (Interpol 2022).

Tipo de objeto #
Pintura de caballete 149
Escultura 101
Objeto liturgico 5
Documento 70
Mobiliario 1
Total 325

piezas que estan vendiendo en Europa nos enfrentamos
a una regulacion deficiente del trafico ilicito de bienes
culturales, un proteccionismo de las naciones europeas y
lo que se denomina presuncion de buena fe. Para los paises
como M¢éxico que sufren el saqueo de su patrimonio, esta
disposicion es erronea y atenta a la soberania de un Estado
que reclama la propiedad cultural de un bien sacado en forma
ilegal de su territorio. El principio de “compra de buena fe”,
se contrapone al derecho de un pais sobre sus propiedades.
No olvidemos que la mayoria de los bienes traficados son
adquiridos por casas de subastas, galerias y museos, que no
se aseguran de la procedencia licita de los bienes.

En el pais, con relacion al patrimonio arqueologico e historico,
existe el Sistema Unico de Registro Publico de Monumentos
y Zonas Arqueologicos e Historicos. Sin embargo, no todo
nuestro patrimonio cultural se encuentra registrado. En
muchos casos no se cuenta con inventarios y catalogos con
informacion del objeto o hay tan solo fotografias parciales
de las obras o de mala calidad, por lo que en algunos casos
hay que recurrir a fotografias antiguas proporcionadas por las
comunidades o autoridades. En otros casos las fichas cuentan
con informacion errénea o tan general que se dificulta la
identificacion del objeto. También existen en este sistema
registros de falsificaciones como es el caso de algunas piezas
que se encuentran en museos o bodegas nacionales.

A su vez algunas instituciones como el Instituto Nacional
de Bellas Artes y Literatura no cuentan con personal
especializado para realizar peritajes sobre bienes artisticos.
Mientras que otras instituciones a pesar de contar con los
especialistas en distintas areas culturales, ellos no realizan las
labores de peritajes.

Para Ernesto Becerril el trafico ilicito de bienes culturales es un
fenomeno complejo que constituye un reto para las politicas
publicas y legislacion en materia de Patrimonio Cultural [13].
En este sentido, es importante que México cuente con politicas
publicas, programas, proyectos y manuales de procedimientos
que involucren a las distintas instituciones avocadas a la
persecucion del delito, conservacion y recuperacion de los
monumentos en caso de robo y trafico ilicito. Asimismo, las
instituciones tienen que trabajar coordinadamente ya que en
general se ha detectado falta de acuerdos y comunicacion
estrecha entre las diferentes instancias involucradas en la
proteccion del patrimonio cultural.

Es importante que las instituciones cuenten con programas
permanentes de capacitacion de su personal para la
identificacion de nuestro patrimonio cultural, asi como, de
programas educativos de sensibilizacion a la poblacion, con
el fin de valorar el patrimonio. Es necesario realizar material
didactico para capacitar a las autoridades en las aduanas y
actualizar la listaroja de México del ICROM conforme a como
cambian los gustos de los coleccionistas internacionales.
Debe existir un trabajo permanente interinstitucional entre
la Secretaria de Cultura a través del INAH y del INBA;
la Interpol México y la Interpol Internacional, la Fiscalia
General de la Reptblica, la Secretaria de Hacienda, a través
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del SAT con las aduanas, la Secretaria de Gobernacion con el
Archivo General de la Nacion, la Comision del Episcopado
Mexicano, la Secretaria de Relaciones Exteriores, la Guardia
Nacional con su Gendarmeria de Tutela del Patrimonio
Cultural y el Poder Judicial.

Instituciones como el INAH, INBA y el AGN deben capacitar
a sus profesionistas para que realicen peritajes y avaliios
para la recuperacion de nuestro patrimonio arqueologico,
historico, paleontologico, documental y artistico.

Es necesario que las autoridades encargadas de perseguir
y coadyuvar en la prevencion del delito trabajen
coordinadamente para poder contar con una base de datos
de obra robada a nivel nacional que pueda ser utilizada por

las instituciones y los peritos para incidir en la proteccion
y recuperacion del patrimonio historico. Es importante
que las autoridades trabajen coordinadamente con Interpol
Internacional para que la base de obra robada de México
se actualice permanentemente, s6lo en la medida que esto
se haga, la recuperacion de nuestro patrimonio robado sera
posible.

Las instituciones y las comunidades deben trabajar en
aumentar la seguridad en los inmuebles que resguardan el
patrimonio cultural y contar con su identificacion. Solo en la
medida de que conozcamos la cantidad y calidad que tienen
nuestros bienes culturales podremos recuperarlos.

Figura 3. Analisis con luz ultravioleta en una pintura de caballete en donde se ven repintes que florecen de forma diferente al original y radiografia
en escultura para ver técnica de factura, en donde se aprecian las partes que la conforman.

y \
}

o vy l..wv il

\ \
‘

|

1l

Figura 4. Difraccion de rayos x y estratigrafia en una pintura de caballete, para comparar la pintura robada y los restos que quedaron en el bastidor

después del robo.
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