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El primer Taller de Actualizacion Bioquimica se
realizé hace exactamente 50 afios, en 1974. A partir
de entonces se han realizado afio con afio de manera
ininterrumpida, incluso durante la reciente pandemia
de COVID, o en los diversos periodos de huelga que
se han presentado en nuestra Universidad. Este logro,
podemos sefalar con cierto orgullo, es el resultado de
un esfuerzo colectivo de numerosas generaciones de
profesores del Departamento de Bioquimica, en el
cual practicamente todos los profesores del
Departamento han participado en algiin momento, ya
sea como organizadores y/o como ponentes. Aqui,
cabe destacar que son realmente pocos los cursos de
actualizacion dentro de la UNAM que son tan
longevos, y dentro de nuestra Facultad de Medicina,
es sin lugar a dudas el decano de todos los cursos de
Educacion Continua impartidos dentro de nuestra
Facultad.

Por otro lado, un dato que con frecuencia es
soslayado, es el hecho de que los primeros
laboratorios de lo que conocemos como
“Bioquimica” o “Quimica fisiolégica”, como con
cierta frecuencia se les denomind en sus inicios,
surgieron en las principales Universidades del mundo
a principios del siglo XX, dentro de las Escuelas de
Medicina, no en las de Quimica ni en las de Biologia.
La Bioquimica en sus origenes y atin hoy en dia, tiene
una destacada participacion de profesionales cuya
formacién inicial fue como médicos. No es
casualidad que los libros de Bioquimica mas
populares en el mundo como, por ejemplo, la

Bioquimica de Lehninger, el Stryer, el Devlin, o
incluso aqui en México, el Laguna y Pifia, todos ellos
fueron escritos por médicos. Por esta razon, puede
decirse sin faltar a la verdad, que la Bioquimica es una
rama de la Medicina, y es la que mas ha impactado
nuestra vida cotidiana, revolucionando no solo el
resto de las ramas de la Medicina, sino trascendiendo
mas alld de la propia Medicina, dando pie al
surgimiento de muchas otras areas del conocimiento,
baste s6lo mencionar algunas como por ejemplo: la
ingenieria genética, la biologia molecular, o las ahora

denominadas ciencias gendmicas, todas ellas
descendientes directos de los laboratorios de
Bioquimica.

En sus inicios, el Taller de Actualizacion

Bioquimica surgiéo como una necesidad de actualizar
a los profesores de Bioquimica de los avances mas
recientes que se estaban gestando. No olvidemos que
todos los libros de texto del area que sea, tienen un
retraso significativo con respecto a los conocimientos
de frontera, y en el area de la Bioquimica, los avances
en la década de los sesentas y setentas fueron
espectaculares: se propuso como hipoétesis el modelo
del operon (1,2), y se postuld la funcion del RNA
mensajero (3-6), se propuso la existencia de las
enzimas alostéricas (7), y la teoria del acoplamiento
inducido en las enzimas (8,9), se elucido el codigo
genético (10), se propuso el modelo del mosaico
fluido de la membrana plasmatica (11), y se
determind por primera vez la secuencia la secuencia
de aminoacidos de una enzima, la ribonucleasa
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(12,13), entre otros muchos mas. Todos estos avances
resultd imperativo transmitirlos a los profesores, para
que a su vez permearan en los estudiantes. Por ello el
Taller, se plante6 desde sus origenes, como un evento
dirigido no sb6lo a los profesores de nuestro
Departamento, sino dirigido a todos los profesores de
Bioquimica de nuestro pais. Y resultd ser todo un
éxito, y el hecho de que aun hoy, en 2024, cincuenta
afios después, perdure, es a nuestra manera de ver,
otra prueba de ello.

De igual manera, con la intencion de mejorar la
difusion de los trabajos que los autores
generosamente nos confian para su publicacion en el
Mensaje Bioquimico, a partir de este afio
implementamos algunos cambios con la intencion de
mejorar el trabajo editorial. En primer lugar, hemos
convertido al Mensaje Bioquimico en una publicacion
arbitrada, por lo que todos los trabajos son sometidos
a una revision por pares, por lo que aprovechamos
este espacio para agradecer a todos los arbitros que
desinteresadamente participaron en la revision de los
manuscritos, (GRACIAS!

Por otra parte, a partir de este afio, con el apoyo
de la Direccion General de Publicaciones y Fomento
Editorial, adscrita a la Coordinacion de Difusion
Cultural de la UNAM, se asignara a cada trabajo
publicado un Identificador de Objeto Digital o DOI,
por sus siglas en inglés, con la intencion de agilizar la
busqueda de los trabajos publicados desde diferentes
bases de datos internacionales como por ejemplo
CrossRef, DataCite, mEDR Aentre otros. Todos estos
cambios esperamos repercutan positivamente en la
calidad del Mensaje Bioquimico, y nos abran la puerta
para poder incluir el Mensaje Bioquimico en otros
indices mas especializados, ademas del Latindex
[Sistema Regional de Informacién en linea para
Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe,
Espaiia y Portugal
(https://www.latindex.org/latindex/ficha/10433)],
Periodica [Indice de Revistas Latinoamericanas en
Ciencias (DGBSDI, UNAM)
(http://periodica.unam.mx/)] y Biblat [Bibliografia

v

Latinoamericana en revistas de
cientifica y
(https://biblat.unam.mx/es/buscar/mensaje-
bioquimico)]. Estamos convencidos que la calidad de
los trabajos publicados bien lo merecen.

investigacion
social
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Resumen

Este articulo relata mis experiencias personales con
ChatGPT desde que fue accesible publicamente.
Inicialmente ignoré su lanzamiento en noviembre de
2022, pero tras leer sobre la herramienta y su
prohibicion en escuelas de Nueva York, decidi abrir
una cuenta en OpenAl en enero de 2023.
Inicialmente usé la version 3.5, y me impresiond su
capacidad para generar respuestas coherentes sobre
diversos temas. Comencé, usando prompts simples y
palabras clave, y mas adelante experimenté con
recetas y estilizacion de textos al estilo de autores
famosos. En el articulo destaco términos clave de
Inteligencia Artificial y menciono limitaciones de
ChatGPT 3.5, como errores y "alucinaciones".
También describo como encontré valioso el uso de
ChatGPT para revisar y corregir textos cientificos en
inglés (y espafiol), mejorando significativamente la
calidad, la velocidad y la eficiencia del proceso. Para
optimizar el uso de esta herramienta sorprendente,
tomé el curso "Prompt Engineering for ChatGPT" en
la plataforma de Internet “Coursera”, aprendiendo
sobre varios patrones de prompts como "Persona",
"Receta" 'y "Refinamiento de Preguntas".
Posteriormente, cuando se lanzé ChatGPT 4 y su
funcién de Interpretador de Cddigo (ahora llamada
Analisis Avanzado de Datos), exploré interacciones
mas avanzadas. Las experiencias que relato en este
articulo abarcan hasta febrero de 2024. Concluyo con
recomendaciones para redactar prompts efectivos,
incluyendo detalles contextuales, y definiendo
claramente la "persona" y el tono del lenguaje.

Abstract

This article narrates my personal experiences with
ChatGPT since it became publicly available.
Initially, I ignored its launch in November 2022, but
after reading about the tool and its ban in New York
schools, I decided to open an account on OpenAl in
January 2023. I initially used version 3.5 and was
impressed by its ability to generate coherent
responses on various topics. I started using simple
prompts and keywords, and later experimented with
recipes and text stylization in the style of famous
authors. In the article, I highlight some key terms of
Artificial Intelligence and mention the limitations of
ChatGPT 3.5, such as errors and "hallucinations." I
also describe how I found ChatGPT valuable for
reviewing and correcting scientific texts in English
(and Spanish), significantly improving the quality,
speed, and efficiency of the process. To optimize my
use of this awesome tool, I took the course "Prompt
Engineering for ChatGPT" on the Internet platform
Coursera, learning about various prompt patterns like
"Persona," "Recipe," and "Question Refinement."
Later, when ChatGPT 4 and its Code Interpreter
function (now called Advanced Data Analysis) were
released, I explored more advanced interactions. The
experiences narrated in this article span up to
February 2024. I conclude with recommendations for
drafting more effective prompts, including
contextual details, and clearly defining the "persona”
and the tone of the language.
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Palabras claves: ChatGPT, OpenAl, Inteligencia
Artificial
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Mis inicios con ChatGPT

Para mi, como creo que les pasé a muchas otras
personas, el 30 de noviembre de 2022, no me ocurrid
gran cosa, en relacion con el lanzamiento piblico de
ChatGPT. La preparacion y, después la celebracion de
las fiestas navidefias y del Afio Nuevo 2023 me
tuvieron ocupado y distraido respecto a averiguar
exactamente de qué se trataba. También, en la semana
del 19 al 26 de diciembre me enfermé de COVID-19
por segunda vez. Por suerte, en esa ocasion los
sintomas de la enfermedad fueron bastante benignos y
no me afectaron mucho. Durante el mes de diciembre
pude leer en los medios de comunicaciéon que se
trataba de una nueva herramienta computacional
maravillosa. Asi que muy pronto me interesé¢ por
seguir los pasos necesarios en ese entonces para tener
acceso a una cuenta en Open Al para utilizar
ChatGPT. Una noticia que me llamo la atencion por
esas fechas fue enterarme de que el uso de ChatGPT
habia sido prohibido en las escuelas publicas de Nueva
York para evitar que los alumnos lo utilizaran en sus
actividades académicas. Esto ocurri6 el 5 de enero de
2023. A finales de 2022 habia que hacer una solicitud
en linea, enviando una direccion de correo electronico
y algunos otros datos personales, para recibir, después
de un tiempo de espera (que, segiin recuerdo, fueron
varias semanas), una invitacion con una liga para abrir
una cuenta gratuita en el sitio de internet de ChatGPT
en OpenAl.

Otra de las cosas que me animo6 ese fin de afio a
solicitar una cuenta en ChatGPT, fue que, en la
plataforma de Twitter (ahora llamada X), me encontré
con el Tweet que aparece en la figura La creatividad,
el ingenio y la chispa de humor en la imitacion del
lenguaje y estilo de Donald Trump resumiendo una de
mis novelas favoritas de la literatura estadounidense
(Moby Dick de Herman Melville) me impresiond y
divirtié mucho. Por suerte, mi invitacion por parte de
OpenAl a tener una cuenta en ChatGPT me lleg6 el 7
de enero de 2023.

Primeras interacciones con ChatGPT

Durante mis primeros pasos utilizando ChatGPT,
s6lo se habia publicado la version ChatGPT-3.5. La
version ChatGPT-4 seria accesible al publico mas
tarde, hasta marzo de 2023.

Siendo un antiguo y constante usuario del internet,
me sentia bastante experto, pues llevaba muchisimos
afios utilizando Google (desde 1998) y otros
buscadores, para encontrar la informacion que

necesitaba en internet. La pagina en el internet de
ChatGPT, tiene bastante similitud con la pagina de
Google (y algunos otros buscadores de internet que lo
han imitado). Recordaba que esos buscadores en algin
momento comenzaron a anunciar que uno podia
buscar la informaciéon que uno necesitaba sometiendo
oraciones completas en forma de preguntas o
aseveraciones y que esto permitiria recibir mejores
respuestas. Aunque, utilizando Google, no probé la
modalidad de oraciones completas en forma
exhaustiva, si lo hice en varias ocasiones Yy,
honestamente, los resultados que obtuve no eran
necesariamente mejores a que si uno utilizaba palabras
clave en una combinacidn inteligente en su busqueda.
A veces el orden en el que se presentaban las palabras
clave para buscar la informacion era relevante para
obtener mejores o peores resultados de la busqueda,
pero, en mi experiencia, preguntar en forma de
oraciones o preguntas completas, no generaba
resultados mucho mejores.

Pues, con esos antecedentes, mis primeras
interacciones con ChatGPT fueron enviarle oraciones
sencillas con palabras clave, muy similares a las que
habia venido utilizando con otros buscadores de
internet (principalmente Google, pero a veces también
otros).

Las respuestas de ChatGPT eran muy
impresionantes, pues eran parrafos completos, muy
bien escritos y con informacion relevante sobre
cualquier tema en que pensara, que fueron variados.
Recuerdo que pregunté sobre perros loberos
irlandeses, enfermedades transmitidas por garrapatas,
efecto de la glicina sobre el sistema inmune, mejora de
la vision en edad avanzada, y en ciencia, sobre
clasificacion de patrones de plegamiento en proteinas,
moléculas patogénicas de Trypanosoma cruzi,
métodos de purificacion de proteinas y una
explicacion de qué es computo cuantico, entre otras
cosas. Pero, esto no se iba a quedar asi, y en los
siguientes dias comencé a experimentar y probar
varias otras cosas diferentes. Pero antes, quisiera hacer
un paréntesis y definir algunos términos que son tutiles
cuando respecto a cuando uno interactia con
ChatGPT.

Términos ttiles para ChatGPT

1. Inteligencia Artificial (IA): Es un campo de la
informatica enfocado en crear maquinas que
pueden realizar tareas que tipicamente requieren
inteligencia humana, como entender el lenguaje o
reconocer imagenes.
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2. Aprendizaje Automdtico: Un subconjunto de A
donde las maquinas aprenden de los datos para
mejorar su rendimiento en una tarea especifica. Es
como ensefiar a una computadora a mejorar una
tarea alimentandola con ejemplos.

3. Procesamiento de Lenguaje Natural (PLN): Una
rama de la IA que trata sobre la interaccion entre
computadoras y humanos a través del lenguaje
natural. Esencialmente, se trata de ensefiar a las
computadoras a entender y responder al lenguaje
humano.

4. Chatbot: Un programa de computadora disefiado
para simular conversaciones con usuarios
humanos, especialmente a través de Internet.
ChatGPT es un ejemplo de un chatbot.

5. GPT (Transformador Preentrenado Generativo):
Este es el tipo especifico de modelo de IA en el que
se basa ChatGPT. Esta disefiado para generar texto
coherente 'y contextualmente relevante en
respuesta a la entrada que recibe.

6. Prompt. El mensaje o pregunta que ingresas en
ChatGPT. Es lo que escribes para iniciar o
continuar una conversacion.

7. Respuesta: La respuesta o salida proporcionada
por ChatGPT a tu prompt.

8. Datos de Entrenamiento: La informacion (como
texto, imagenes, etc.) utilizada para 'entrenar' o
enseflar al modelo de IA. Es como el libro de texto
para la IA.

9. Modelo: En 1A, un modelo es la parte central del
programa que toma decisiones y predicciones. Es
como el cerebro de ChatGPT.

10. OpenAIl: La organizacion que desarrollo
ChatGPT. Se enfocan en investigar y desarrollar
IA de forma segura y benéfica.

11. Token: Un fragmento de texto, como una palabra
o parte de una palabra, que procesa el modelo de
IA. En los modelos de lenguaje de IA, las
oraciones complejas se descomponen en tokens.

12. Ajuste fino: Después de su entrenamiento inicial,
el ajuste que se le hace a un modelo de IA para que
funcione mejor en tareas especificas o que
comprenda mejor cierto tipo de datos.

13. Ventana de Contexto: La cantidad de texto que la
IA puede considerar a la vez para generar una
respuesta. En ChatGPT, esta limitado, por lo que
no puede recordar toda la informacidén que se
intercambid en una conversacion larga.

14. Transformador: Un tipo de arquitectura de
modelo utilizada en procesamiento de lenguaje
natural moderno. Es particularmente bueno para
manejar secuencias de datos, como oraciones.

15. Aprendizaje Profundo: Un subconjunto de
aprendizaje automatico que involucra redes
neuronales con muchas capas. Es una tecnologia

clave detras de muchos sistemas avanzados de IA,
incluido ChatGPT.

16. Red Neuronal: Un sistema informatico disefiado
para trabajar clasificando 'y procesando
informacion de manera similar al cerebro humano.

17. Modelo Grande de Lenguaje: Es un sistema de [A
entrenado para comprender y generar texto en
lenguaje natural, basado en el analisis de grandes
volumenes de datos de texto.

Otros experimentos tempranos

Con el pasar de los dias y semanas seguia
probando esporadicamente mandar mensajes o0
preguntas a ChatGPT, a las que de aqui en adelante me
referiré como prompts, palabra que me parece muy
adecuada para describir como iniciamos nuestra
interaccion con ChatGPT. Uno de los primeros
prompts que probé fue el pedirle a ChatGPT recetas
de cocina. Yo no soy un cocinero, ni muy
experimentado, ni muy bueno, aunque si soy amante
de la buena cocina y creo poder reconocer una buena
receta cuando la veo escrita. Debo decir que me
impresionaron mucho las respuestas que obtuve de
ChatGPT a mi solicitud de recetas de cocina. Después
aprendi que uno de los prompts mas frecuentes que la
gente escribe son precisamente las “recetas”. Otros
tipos de prompts con los que experimenté un poco
fueron variantes del prompt que mostré en la Figura 1,
pidiéndole a ChatGPT que imitara estilos de escritura
de algunos de mis escritores favoritos en lengua
inglesa como Robert Louis Stevenson o Edgar Allan
Poe.

< You

i All Media

Figura 1. Ejemplos de la utilizacion de prompts en
ChatGPT
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También de escritores cientificos famosos, por
escribir en forma sobresaliente, como el gran
inmunologo inglés del siglo XX: Peter B. Medawar.
Después aprenderia que estos prompts pertenecen a un
patron general al que se le denomina “persona”. Me
segui pidiéndole que inventara cuentos fantasticos y
poemas serios o chistosos. ChatGPT respondia mis
prompts muy bien, en forma muy divertida y muchas
veces muy impresionante.

Pero, también habia que tomar en cuenta otras
cosas. Los medios prevenian de que ChatGPT podia
cometer errores, a veces bastante graves y que no
detectaba ni avisaba que hacia esos errores. Lo que si
podia hacer era que, una vez que por medio de un
prompt se le corregia el error que habia hecho, en la
conversacion subsecuente ChatGPT aprendia y
recordaba cual habia sido su error y lo tomaba en
consideracion subsecuentemente en esa misma
conversacion. Sin embargo, si se iniciaba una nueva
conversacion, ChatGPT volvia a cometer el o los
mismos errores que habia hecho la primera vez, pues
sus datos de entrenamiento seguian siendo aquellos
con los que contaba en el momento de su publicacion.
En medios de comunicaciéon se informaba que
ChatGPT-3.5 podia cometer errores en temas de
matematicas, por lo que se recomendaba corroborar
cuidadosamente  las  respuestas que  daba.
Naturalmente que podia hacer errores en otros campos
del conocimiento, asi que habia que también verificar
las respuestas en todos los casos. ChatGPT-3.5
también tenia otras limitaciones. Una de ellas era que
las bases de datos y conocimiento con las que habia
sido entrenado solo llegaban hasta septiembre de
2021. Entonces, ChatGPT desconoce todo en lo que se
habia incrementado el conocimiento y los eventos que
habian ocurrido en el mundo entre esa fecha y el
momento que se estd usando. Uno puede dar la
informacion relevante para actualizar a ChatGPT-3.5
previo al prompt o comoparte del prompt que uno
quiere darle y ChatGPT-3.5 lo integrard a su respuesta.
Sin embargo,cuando se inicie otro nuevo prompt, esa
nueva informacion que se proporciond-ya no estara
dentro del sistema de ChatGPT-3.5.

ChatGPT 3.5 también fue entrenado a propdsito
para no expresar opiniones, ni tomar postura en
aspectos que tienen que ver con la situacion politica de
algun pais en el mundo. Los promptsque intenten
lograr esto con ChatGPT, no van a lograr su objetivo,
pues el programa esta disefiado para evitarlo.

Otra cosa en que ChatGPT-3.5 fallaba bastante, era
en encontrar referencias que documentaran
adecuadamente las afirmaciones que incluia en sus
respuestas, incluyendo aseveraciones cientificas.
Incluso, ChatGPT llegaba a inventar referencias
inexistentes, las cuales se podian identificar como
falsas, una vez que se utilizaban otros métodos mas

tradicionales y confiables de busqueda de referencias
en el internet.

Esto era un aspecto particular de ChatGPT de un
comportamiento mas general que se denomind
“alucinacion”. Estas “alucinaciones” de ChatGPT
pueden ocurrir en respuestas a cualquier tipo de
prompt y tienen la caracteristica de que parecen ser
plausibles, pero que, en realidad, son incorrectas o no
estan relacionadas con el contexto del prompt. Esto se
debe a lossesgos inherentes del modelo de IA, los
cuales no tienen un entendimiento del mundo real y/o
a limitaciones en su entrenamiento.

Es por lo que la pagina en el internet de ChatGPT
previene al usuario diciendo: “ChatGPT puede
cometer  errores. Considere corroborar la
informacion importante.”

Trabajo con textos y con procesamiento de textos

Muy pronto después de los experimentos relatados
arriba y casi simultineamente, tambiéncomencé a
utilizar ChatGPT para que revisara y corrigiera textos.
Sobre todo, de articulos cientificos en inglés que
estaba escribiendo o en los que participaba como
coautor por esasfechas.

La verdad, fue que el comenzar a usar ChatGPT-
3.5 para este propdsito, fue como algo magicopara mi.
Creo que la razon de esto fue lo rapido y bien que
ChatGPT-3.5 podia hacer esas revisiones Yy
correcciones de texto. En mi caso, ya llevaba mas de
cuarenta afios en que me pasaba horas y horas, y a
veces bastantes dias, revisando el texto de articulos,
oracion por oraciéon, para mejorar su sentido
semantico y su estilo en la utilizaciéon del idioma
inglés.

Ciertamente que la “Ventana de contexto” era
limitada, por lo que habia y hay que ir limitandolos
prompts que le da uno a ChatGPT para que realice esa
labor. Sin embargo, se puede revisar un texto largo si
se va haciendo por partes. Esto requiere algo de
trabajo, pero como las respuestas de la IA son muy
rapidas, y con rapidez se logra una utilizacion correcta
del inglés enel texto. La calidad de la respuesta de
ChatGPT es generalmente buena, pero depende
mucho de la calidad del texto original que se le da
como prompt. Una cosa que carece ChatGPT, y que si
tienen los humanos que hacian o hacen esta labor, es
la revision analitica y critica del texto, aportando
elementos que transformen al articulo. Asi, podian
convertir un articulo bien escritoen uno que se podria
considerar una contribucion cientifica (por ejemplo,
sugiriendo nuevos experimentos relevantes, o
cambiando el orden de presentacion de los resultados
para mejorarlo en forma considerable).

Como ChatGPT no tiene ninguna comprension de
la realidaddetras del estudio cientifico, es incapaz de
llevar a cabo una revision analitica y critica del texto.
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Sin embargo, ChatGPT puede hacer muy buen trabajo
con el uso del idioma, y, utilizandolo en forma
adecuada, a veces, puede ayudar también a mejorar el
contenido del articulo. Pero eso, lo aprenderia yo algo
mas tarde. Entonces, la utilizacion de ChatGPT como
revisor, corrector y mejorador del estilo del inglés en
textos cientificos de articulos, me parecié fantastica.
Por esas fechas yo leia continuamente en las noticias
y en los medios de comunicaciéon que ChatGPT y
varias aplicaciones de IA iban a dejar a muchisimas
personas sin trabajo. Aunque ese tipo de aseveraciones
me parecian bastante alarmistas, si me convencié la
siguiente aseveracion cuando la vi por primera vez:
“ChatGPT no te quitard tu trabajo actual, pero ...
una persona que utilice bien el ChatGPT serd quien
te lo quite”.

Hasta entonces, yo me habia divertido mucho
usando ChatGPT y ademas habia resultado muy
divertido para mi y bastante util en algunos aspectos
de mi quehacer, sin embargo, debido a laaseveracion
anterior, decidi hacer un esfuerzo y tomar un curso

para mejorar mi uso de esta herramienta.

Cursos para mejor utilizacion de ChatGPT

El primer curso que tomé fue una llamado “Prompt
Engineering for ChatGPT”, que se imparte en la
plataforma de Coursera en el internet. Hubo varias
razones por las que decidi tomar ese curso primero.
Una de ellas fue historica. En 2012 cuando se cred
Coursera, me entusiasm6 mucho esta plataforma vy,
durante algunos afios, llevé varios cursos que ofrecian.
Tuve muy buenas experiencias con estos cursos, por lo
que me fue facil regresar a esa plataforma despuésde
muchos afnos de no haberla utilizado. Otra razén es
que, en los medios sociales, habian recomendado este
curso, como una buena introduccion para mejorar el
uso de ChatGPT. Y una razon mas fue que, en esos
mismos medios sociales, me habia ido encontrando
con listas de prompts recomendados para el uso de
ChatGPT como la que aparece en la Tabla 1 (con
algunas modificaciones mias).

Tabla 1. Algunas posibilidades del patron “persona” en ChatGPT

Acttia como un terminal Linux
Actuia como una consola JavaScript
Acttia como una hoja Excel
Actuia como traductor y corrector de inglés
Actta como detector de plagios
Actiia como guia de viajes
Actlia como cuentacuentos
Actiia como experto en debates
Actiia como guionista
Actta como novelista
Actiia como critico de cine
Actiia como poeta
Actta como filosofo
Actta como un tutor de escritura
Actiia como etimoélogo
Actlia como mago
Actia como médico
Actiia como chef
Actlia como mecanico de automoviles
Actuar como catador de Té
Acttia como libro de aforismos

Actia como un generador de titulos extravagantes
Actta como estadistico

Actta como generador de prompts

Actiia como intérprete de suefios

Actia como generador de contrasefias

Actta como dietista

Actta como psicologo

Acttiia como académico

Acttia como revisor de revistas

Acttia como escritor de ensayos

Actiia como visualizador de datos cientificos
Actta como sistema de navegacion para coches
Acttia como historiador

Acttia como compositor de musica clasica
Actiia como un artista de simbolos Ascii
Actuia como buscador de sindnimos

Actiia como mi chef personal

Acttia como traductor de Emojis

Actia como generador de mensajes ChatGPT
Actiia como pagina de Wikipedia

Actlia como asistente para tomar notas

Ese tipo de listas, algunos de cuyos ejemplos habia
probado, me hicieron sospechar que la manera en que
uno interacciona con ChatGPT es muy importante.
Desde la introduccion al curso me di cuenta de que mi
sospecha estaba bien fundada. El primer ejemplo
introductorio que pone el instructor de ese curso me
parecié muy bueno e imaginativo. Utilizando el patrén
de prompt llamado “receta” le pide a ChatGPT haga
un plan para una comida con una fusioén de comida de
Etiopia y de Uzbekistan. Yo ya habia tenido la suerte
de haber probado comida de la cocina etiope, pero
nunca de Uzbekistan. En los distintos sitios del mundo
que hevisitado algunos de ellos tienen restaurantes con

comida de Etiopia, pero nunca en mi vida he visto un
restaurante que ofrezca comida uzbeca. Actualmente,
también considero que las probabilidades de que visite
Uzbekistan durante el resto de mi vida son bastante
remotas. Sin embargo, el resultado que da ChatGPT
permite tratar de preparar esas recetas, y probarlas. El
plan de comida me parece genuino y el resultado
aparece en la Tabla 2. Como lo anunciaba su titulo, el
curso tratd extensamente sobre el uso de prompts en
quizatodas las variedades que hay, y si no todas, por
lo menos en muchas mas de las que yo meimaginaba
que existian.
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Tabla 2. Comida Cetogénica de Etiopia y Uzbekistan sugerida por ChatGPT

ChatGPT
Crear un plan de comida fusionando la cocina etiope con la uzbeca, enfocandose en una dieta cetogénica, es un
desafio emocionante que combina sabores intensos y unicos con las restricciones de carbohidratos bajos. Aqui esta
un ejemplo de cémo podrias hacerlo, teniendo en cuenta las caracteristicas de cada cocina:

Entrante: Ensalada Cetogénica de Etiopia y Uzbekistin

® Ingredientes: Mezcla de espinacas y ricula, tomates Cherry, pepino, aguacate, aceitunas negras, y un aderezo
de aceite de oliva con limon.

® Toque Etiope: Afade berbere (mezcla de especias etiope) al aderezo para darle un sabor distintivo.

® Toque Uzbeco: Incorpora rabanos encurtidos finamente cortados para afiadir un toque de sabor uzbeco.
Plato Principal: Berenjenas Rellenas al Estilo Etiope-Uzbeco

® Ingredientes: Berenjenas, carne molida de cordero (o carne de res para una opcion mas accesible), cebolla,
ajo, tomate, y especias.

® Toque Etiope: Usa mezclas de especias etiope s como berbere y niter kibbeh (mantequilla clarificada etiope
aromatizada) para cocinar la carne.

e Toque Uzbeco: Afiade comino y cilantro molido a la mezcla de carne, evocando los sabores de platos uzbecos
como el kebab o el plov, pero manteniéndolo cetogénico sin arroz

Acompaiiante: Coliflor estilo "Rice Pilaf"

® Ingredientes: Coliflor rallada, cebolla, ajo, zanahorias (en cantidad moderada, dado su contenido de
carbohidratos), y especias.
e Toque Etiope y Uzbeco: Sazona el "arroz" de coliflor con una combinacion de especias de ambas cocinas,

como berbere y comino, cocinandolo con niter kibbeh para darle un sabor profundo y rico.

Postre: Queso Cottage con Especias y Nueces

cetogénico, y especias como canela y cardamomo.

cetogénica.

® Ingredientes: Queso cottage (requesoén), nueces mixtas (almendras, nueces, pistachos), edulcorante

® Toque Etiope: El cardamomo, muy usado en la cocina etiope, le da un sabor especial.

® Toque Uzbeco: La inclusion de nueces y almendras remite a los postres uzbecos, adaptandolos a la dieta

Bebida: Té Verde con Especias

® Ingredientes: T¢ verde, jengibre fresco, cardamomo, y un toque de canela.

® Toque Etiope y Uzbeco: Ambas culturas disfrutan de tés aromaticos, por lo que esta bebida combina
elementos de ambos, ofreciendo un final perfecto para la comida.

Este plan de comida combina los sabores ricos y complejos de Etiopia y Uzbekistan de manera que se ajusta a
una dieta cetogénica, proporcionando una experiencia culinaria tnica y deliciosa

A continuacion, enlisto los que me parecieron los
llamados patrones de prompts que me parecieron mas
importantes de ese curso y que cambiaron y mejoraron
de manera importantemi interaccién con ChatGPT.

Ya mencioné antes dos patrones de prompt
llamados “Persona” y “Receta”. Veamos algunas
consideraciones de estos dos patrones por separado. En
el patron “Persona” el usuario de ChatGPT quisiera
que el Modelo Grande de Lenguaje tome un cierto
punto de vista o adopteuna perspectiva en particular.
Por ejemplo, le puedo solicitar a ChatGPT que actue
como unapersona a la que normalmente le pediria
ayuda sobre el asunto con el que quiere interactuarcon
este Modelo Grande de Lenguaje. La manera general
de interactuar con ChatGPT en estecaso es poner los
siguientes prompts:

1. Actia como la “persona” X.
2. Dame la(s) respuesta(s) que la “persona” X me
daria.

Esta persona puede ser muchisimas cosas: desde
cualquier ser vivo o inanimado, personaje deficcion,
figura historica, cualquier tipo de profesion, cualquier

caracter. Las “personas” puedentambién representar
entidades no humanas, como terminales de Linux,
bases de datos, o cualquier animal. Entonces las
posibilidades de respuestas que uno puede obtener con
este patron de prompt es muy variado y sofisticado.
Cabe hacer notar que en algunos casos enque si la
“persona” corresponde a personas que estan vivas o
que se considera que las respuestas pueden ser daiiinas,
las reglas de privacidad y seguridad con las que fue
entrenadoChatGPT no le permitiran dar la respuesta
esperada.

Uno de estos patrones persona que probé alguna
vez, que me parecid divertido y que recuerdo bien, es
el de “Escritor de Emojis”. Para eso utilicé el siguiente
prompt: “Quiero que traduzcas las frases que he escrito
en emojis. Yo escribiré la frase y ta la expresaras con
emojis. Quiero que solo la expreses con emojis. No
quiero que me respondas con nada mas que con emojis.

Cuando tenga que decirte algo en espafiol, lo haré
entre llaves {asi}.

Mi primera frase es: Hace mucho tiempo que no nos
vemos.”
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Respuesta: pAIID

“Mi segunda frase es: Vamos a comer juntos la semana
que viene a un restaurante con comida mexicana.
“Respuesta: "1/ &E"‘le'l i)

... Si con estos ejemplos el “Escritor de Emojis” les
interesa y/o divierte ... pruébenlo ... Pasemos ahora al
patron “Receta” que mencionamos anteriormente. Este
patron es bastante mas complejo que el de obtener como
respuesta una receta de cocina, aunque también incluye
esos casos. El patron obtiene en su prompt una lista
parcial de “ingredientes,” que puede ser minima y ésta
delimita las respuestas que pueda dar.

Los usuarios muchas veces quieren que el Modelo
Grande de Lenguaje les proporcione una secuencia
concreta de pasos o procedimientos para lograr un
cierto resultado. En general, los usuarios saben, o tienen
una idea general de, como es o qué es el resultado final
y cuales “ingredientes” incluir en el prompt. Sin
embargo, no necesariamente saben el orden preciso de
los pasos para llegar a la meta final. Por ejemplo, con el
prompt “receta”, puedes guiar a ChatGPT a través del
proceso de desarrollar una aplicaciéon de software,
desde la planificacion hasta la codificacion y las
pruebas. En contextos educativos, esto es muy util para
ensefiar o explicar un concepto de manera estructurada.
Por ejemplo, explicar el proceso de la fotosintesis o los
pasos involucrados en la solucién de una ecuacion
matematica. En la elaboracion detallada de contenido
como escribir articulos, historias o guiones donde un
enfoque estructurado ayude a organizar los
pensamientos y asegurar que todos los elementos del
contenido estén cubiertos sistematicamente, como
cuando se aborda un problema que requiere un enfoque
paso a paso para alcanzar una solucion. Esto podria ser
la depuracion de cddigo, la solucion de problemas
técnicos o la resolucion de rompecabezas 16gicos.

También es util en la planificacion y ejecucion de
proyectos, donde descomponer el proyecto en fases,
tareas y subtareas es necesario para una gestion y
ejecucion efectivas. Literalmente, se puede usar la
“receta” en la generacion de recetas de cocina o en
guiar a alguien a través de un proceso de cocina, donde
cada paso necesita ser descrito en secuencia para que el
platillo salga correctamente. También para obtener
instrucciones para llevar a cabo artesanias, proyectos
caseros de manualidades o cualquier actividad que
requiera crear algo siguiendo una serie de pasos. En
guiar al modelo para crear scripts o macros para
automatizar tareas, donde cada paso en el script
necesita ser definido claramente. En ejercicios de rol o
simulacion, donde se guia a los participantes a travésde
una serie de pasos para navegar por situaciones
hipotéticas. Para crear guiones de meditacion guiada o
imagenes, donde se proporciona una secuencia de
visualizaciones o instrucciones para la relajacion o

fines terapéuticos.

Como se ve, el patron de “Receta” tiene
muchisimas posibilidades y aplicaciones y para
utilizarlo la manera general al interactuar con ChatGPT,
es necesario poner todos o algunos delos siguientes
prompts:

1. Me gustaria lograr X.

2. Sé que necesito dar los pasos A, B, C.

3. Describeme la secuencia completa de los pasos.

4. Identifica cualquier paso faltante e incluyelo.

5. Identifica cualquier paso innecesario o redundante

y exclayelo.

Usar el patron de receta en estas situaciones ayuda
a organizar la informacion, asegurar la claridad y
facilitar la comprension o ejecucion de tareas. Es una
herramienta util tanto para elusuario como para la IA
para interactuar de una manera mas estructurada y
efectiva.

Estos son dos patrones de prompts muy
importantes, pero hay bastantes mas. Veamos algunos
otros que, en mi opiniodn, son muy utiles.

El llamado “Refinamiento de Preguntas” es un
patron de prompt que permite interactuar enforma muy
general con ChatGPT de la siguiente manera:

1. Dentro del contexto X, sugiéreme una mejor version
de la pregunta que te estoy haciendo.

2. (Opcional) Pregintame si me gustaria utilizar o no,
la pregunta mejor que me estassugiriendo.

Este prompt da resultados muy buenos. La
intencion de este patron es involucrar al Modelo
Grande de Lenguaje en el proceso de ingenieria de
prompts. El Modelo Grande de Lenguaje siempre
sugiere preguntas potencialmente mejores o mas
refinadas que el usuario podria preguntar en lugar de la
pregunta que hizo originalmente. Usando este patron,
ChatGPT puede ayudar al usuario a encontrar una
pregunta correcta que lleve a una respuesta precisa y
correcta.

El patron "Verificador Cognitivo" se utiliza
cuando el usuario de ChatGPT busca validar la
precision o la fiabilidad de una informacion especifica.
En este escenario, el usuario puede pedir a ChatGPT
que actie como un verificador de hechos o experto en
un campo determinado para evaluar la veracidad de una
afirmacion o para proporcionar evidencia que respalde
o refute unaidea. La manera general de interactuar con
ChatGPT usando este patron es a través de prompts
como:

1. Verifica la precision de la afirmacion X.
2. Proporciona evidencia que respalde/refute la
afirmacion X.

Este patron es especialmente util en situaciones
donde la informacién puede ser compleja,
controvertida o sujeta a malentendidos y mitos. Al
solicitar a ChatGPT que adopte el papel de un
"Verificador Cognitivo", el usuario puede obtener una
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perspectiva mas objetiva y fundamentada sobre el tema
en cuestion. Sin embargo, es importante tener en cuenta
que, aunque ChatGPT puede proporcionar informacion
basada en los datos con los que fue entrenado, siempre
es recomendable consultar fuentes primarias o expertos
humanos para verificaciones criticas.

El patron "Interaccion Volteada o Inversa"
invierte los roles tipicos en la interaccion con
ChatGPT, donde el modelo asume el papel de quien
formula preguntas y el usuario el de responder. Este
enfoque puede ser particularmente 0til para explorar
temas en profundidad, evaluar el conocimiento del
usuario o incluso para fines educativos. La manera
general de interactuar con ChatGPT en este caso es
mediante prompts que inviten al modelo a tomar la
iniciativa, tales como:

1. Hazme preguntas sobre el tema X para lograr Y (por
ejemplo: evaluar mi conocimiento).

2. Basado en mis respuestas, sigueme haciendo
preguntas hasta que se logre mi objetivo, ysugiéreme
areas en las que pueda aprender mas o profundizar
lo que ya sé.

3. (Opcional) hazme una, o dos, o tres, etc., preguntas
alavez.

Este patron fomenta una dinamica de aprendizaje
activo y puede ayudar al usuario a identificarlagunas
en su conocimiento o a obtener una comprension mas
profunda de un tema especifico. Al mismo tiempo,
permite a ChatGPT guiar la conversacion hacia areas
de interés o importanciaque el usuario podria no
haber considerado previamente. Aunque este enfoque
pone al usuario en el centro del proceso de
aprendizaje, la eficacia de las preguntas de ChatGPT
dependera de su capacidad para generar
cuestionamientos relevantes y estimulantes basados
en el contexto proporcionado por el usuario.

El patron " Acercamientos Alternativos" se centra
en explorar diferentes maneras de abordar un
problema, pregunta o situacion. Este patron es
particularmente util cuando el usuario se enfrenta a un
desafio que puede tener multiples soluciones viables
o cuando las respuestas convencionales no han sido
satisfactorias. Al utilizar este patron con ChatGPT, el
usuario invita almodelo a pensar fuera de la cajay a
considerar opciones menos obvias o tradicionales. La
manera general de interactuar con ChatGPT usando
este patron puede seguir prompts como:

1. Dentro del contexto X, si hay maneras alternativas

de lograr lo mismo, lista los mejoresacercamientos

alternativos.

2. (Opcional) compara/contrasta los pros y contras de

cada acercamiento.

3. (Opcional) incluye la forma original en que hice la

pregunta.

4. (Opcional) preguntame cual es el acercamiento que

me gustaria utilizar.

Este enfoque permite al usuario recibir una gama
mas amplia de posibilidades, fomentando el
pensamiento creativo y la resolucion de problemas
desde perspectivas novedosas. Los "Acercamientos
Alternativos" pueden ser especialmente valiosos en
campos como la innovacion, la estrategia, o cuando se
buscan soluciones disruptivas en cualquier area de
estudio o trabajo. Sin embargo, es importante evaluar
estas alternativas con un analisis criticopara determinar
su viabilidad y efectividad en el contexto especifico en
el que se aplicaran.

El patron " Verificando la Lista de los Hechos" es
una estrategia orientada a corroborar la exactitud y lo
completo de la informacién proporcionada antes de
tomar decisiones o formular conclusiones. Este patron
es esencial en procesos que requieren precision y
diligencia, como la investigacion académica, el
periodismo de investigacion o la toma de decisiones
empresariales criticas. Al interactuar con ChatGPT
utilizando este patrén, el usuario busca que el modelo
actie como un asistente en la revision de datos o
afirmaciones especificas. Los prompts adecuados
podrian ser:

1. Genera una lista de hechos sobre el tema X para
identificar posibles errores u omisiones eincluyelos en
tu respuesta.

2. El conjunto de hechos debe insertarse en un punto
especifico de la respuesta (p. €j. alprincipio o al final).

3. El conjunto de hechos debe ser procesos
fundamentales con un grado de exactitud confirmada
que no pongan en peligro la veracidad de la respuesta
si alguno de ellos esincorrecto.

Este patron ayuda a asegurar que la informacion
considerada en cualquier analisis o discusion sea fiable
y completa, minimizando el riesgo de errores o
malentendidos basados en datos incorrectos o
incompletos. "Verificando la Lista de los Hechos"
fomenta un enfoque metddico y detallado hacia la
recopilacion y autentificacion de la informacion, lo
cual es crucial en un entorno donde la desinformacion
puede ser prevalente. Aunque ChatGPT puede asistir
en la identificacion de inconsistencias o en la
sugerencia de areas para una verificacion mas
profunda,siempre se recomienda complementar esta
revision con una consulta de fuentes primarias y
herramientas de verificacion de hechos especializadas.

El patron " Cadena de Pensamiento" se utiliza para
desglosar un proceso de razonamiento complejo en
pasos mas pequefios y manejables, permitiendo tanto al
usuario como a ChatGPT navegar a través de
argumentos o problemas complicados de manera mas
estructurada y transparente. Este enfoque es
particularmente 1til en situaciones donde la solucion a
un problema no es obvia de inmediato o cuando se
requiere una explicacion detallada de un razonamiento
complejo. Al interactuar con ChatGPT utilizando este
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patrén, el usuario podria seguir prompts como:

1. Desglosa el proceso de pensamiento para llegar a la

conclusion X.

2. Explica paso a paso como resolverias el problema

X.

Este método permite al usuario seguir la logica
detrds de una conclusion o solucion propuesta,
facilitando un entendimiento mas profundo del tema en
cuestion. La "Cadena de Pensamiento"es especialmente
valiosa en campos educativos, en la resolucion de
problemas matematicos, en la programacion de
computadoras, o en cualquier area donde comprender el
proceso es tan importante como la respuesta final. Este
patron promueve el analisis critico y el aprendizaje
activo, ayudando a los usuarios a desarrollar habilidades
de pensamiento critico y resolucién deproblemas.

El patrén "Expansion de Indices" se enfoca en
explorar y profundizar en temas o subtemas
especificos a partir de un punto de partida general o
de un indice de temas. Es til para exploraren detalle
areas de conocimiento amplias o para profundizar en
aspectos particulares de un tema. Al utilizar este
patron con ChatGPT, el usuario solicita al modelo
que amplie informacién sobre un elemento de una
lista 0 un tema dentro de un indice, proporcionando
una exploracion mas detallada y focalizada. Los
prompts adecuados podrian ser:

1. Haz un indice sobre el tema X y expandelo en
subtemas.
2. Proporciona mas detalles sobre el subtema X.

Este enfoque es ideal para la investigacion
académica, el aprendizaje autodirigido, o cuando se
busca una comprension mas profunda de un tema
especifico. La "Expansiéon de Indices" permitea los
usuarios construir su conocimiento de manera
incremental, partiendo de una vision general hacia un
entendimiento mas detallado y especializado. Este
patron fomenta la curiosidad intelectual y ayuda a los
usuarios a navegar a través de grandes volimenes de
informacion de manera eficiente, asegurando que se
cubran los aspectos mas relevantes y se profundice en
los puntos de particular interés.

En el patréon de “Reflexién” se le pide a ChatGPT
que explique automaticamente el razonamiento detras
de las respuestas que se dan al usuario. El patron
permite a los usuariosevaluar mejor la validez de las
respuestas y también da informacion de como ChatGPT
llegd a una respuesta en particular. Los prompts
adecuados pueden ser:

1. Cuando generes una respuesta, explica el
razonamiento y las suposiciones que te llevaron adar
esa respuesta.

2. (Opcional) ... de manera que yo pueda mejorar mi
prompt (0 pregunta).

El patron " Generador de Visualizacién" se centra
en la creacion de representaciones visuales para ilustrar

conceptos, datos o relaciones complejas de manera mas
intuitiva y comprensible.Este enfoque es especialmente
valioso cuando se trabaja con informacion que es
intrinsecamente abstracta o dificil de asimilar
solamente a través de texto o niimeros. Utilizandoeste
patrén con ChatGPT, el usuario solicita al modelo que
proponga o describa visualizaciones que ayuden a
interpretar o comunicar informaciéon de manera
efectiva. Los prompts adecuados para interactuar con
ChatGPT podrian ser:

1. Describe una visualizacion que ilustre el concepto

X.

2. Propén un tipo de grafico que represente

adecuadamente los datos sobre X.

Este patrén es atil en una amplia gama de campos,
desde la educacion, donde facilita el aprendizaje y la
retencion de conceptos complejos, hasta en analisis de
datos, donde permite identificar tendencias, patrones y
anomalias de manera mas eficiente. El "Generador de
Visualizacion" no solo mejora la comprension de la
informacion, sino que también puede revelar visiones
que no eran evidentes a través de haber hecho un
analisis textual o numérico.

Al solicitar visualizaciones, el usuario puede
explorar diferentes maneras de representar la
informacion, como infografias, diagramas de flujo,
mapas conceptuales, graficos estadisticos, entre otros,
dependiendo del objetivo y el publico al que estara
dirigido. Este patron promueveuna comunicacion mas
efectiva de ideas y facilita el didlogo y la comprension
entre distintos publicos, desde expertos en la materia,
hasta audiencias generales que carecen de
conocimientos especializados en el tema.

Existen otros patrones de prompts aparte de estos
que pueden ser utiles en situaciones particulares. Por
ejemplo: el “Creador de un Metalenguaje”, el
“Automatizador de Respuestas”, ¢l de “Generacion
Infinita” o ¢l de “Creador de Juegos”. Esos patrones
se pueden explorar en el internet o solicitandole a
ChatGPT que los explique y ya no ahondaré en ellos
aqui.

Un listado de los patrones de prompts que mencioné
en el texto anterior aparece en la Tabla 3.

Tabla 3. Patrones de prompts para ChatGPT mencionados en
el texto

Patron "Persona"

Patron "Receta"

Patron "Refinamiento de Preguntas"
Patron "Verificador Cognitivo"

Patron "Interaccion Volteada o Inversa"
Patron "Acercamientos Alternativos"
Patron "Verificando la Lista de los Hechos"
Patron "Cadena de Pensamiento”
Patron "Expansion de indices”
10.Patron "Reflexion”

11.Patrén "Generador de Visualizacion"

A el
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Segundo curso y ChatGPT 4

Después de haber aprendido sobre ingenieria de
prompts en ChatGPT, todo basado en ChatGPT-3.5 que
nada mas procesa lenguaje, decidi continuar con un
segundo curso que ampliaba las capacidades de uso de
esta herramienta llamada “ChatGPT Advanced Data
Analysis”. Para cuando comencé a tomar dicho curso,
ya estaba accesible ChatGPT-4 (pagando una tarifa).
Inscribirme a ChatGPT-4 fue necesario para poder
hacer todas las tareas y examenes que se requieren para
completar con el curso. Todos hemos oido que
ChatGPT-4 es mejor que ChatGPT-3.5.

ChatGPT-4 y ChatGPT-3.5 presentan varias
diferencias clave, destacando avances en capacidad,
comprension y aplicabilidad: ChatGPT-4 es mas
avanzado, con un niimero inmenso de parametros en su
modelo de IA, lo que le permite comprender y generar
texto con mayor precision, complejidad y coherencia
que ChatGPT-3.5. ChatGPT-4 tiene una mejor
capacidad para entender contextos complejos y matices
en las conversaciones, lo que da lugar a respuestas mas
relevantes y precisas. Gracias a su arquitectura
mejorada, ChatGPT-4 puede sermds eficaz en una
gama mas amplia de aplicaciones, desde la generacion
de texto hasta la resolucion de problemas especificos
de dominio. ChatGPT-4 introduce capacidades
multimodales (en algunos casos), permitiendo
interactuar no solo con texto, sino también con
imagenes, mejorando la interaccidon en escenarios
donde se requiere procesamiento de varios tipos de
datos. ChatGPT-4 ha sido entrenado con métodos mas
avanzados para manejar sesgos y garantizar respuestas
seguras, haciendo un esfuerzo adicional para producir
contenido que seajusto y menos propenso a generar
respuestas inapropiadas.

En resumen, ChatGPT-4 representa una evolucion
significativa en términos de 1A, ofreciendo mejoras en
comprension, generacion de texto, capacidad de
manejo de contextos complejos yaplicabilidad en una
gama mas amplia de tareas, ademas de esfuerzos
mejorados para manejarsesgos y seguridad.

En espafiol, el curso que llevé se llama “ChatGPT
Analisis Avanzado de Datos” y gira alrededorde la
utilizacion del Interpretador de Codigo de ChatGPT-4.
Este Interpretador de Cddigo le permite a ChatGPT
aceptar distintos tipos de archivos como parte del
prompt con el que unointeractiia con ¢l. Los archivos
pueden ser PDF’s, archivos de Excel, archivos de
PowerPoint, archivos de imagenes y archivos de video,
entre otros.

El Interpretador de Coédigo de ChatGPT, es capaz
de reconocer el tipo de archivo que se trata y hacer
distintas operaciones computacionales con ellos,
algunas de ellas muy sorprendentes. Porejemplo, puede
aceptar un archivo tipo PDF y puede contestar
preguntas sobre el contenido delarchivo. Si el PDF es

un documento o un articulo con texto, puede contestar
preguntas sobre el contenido del texto. Una funcion
muy util para ver qué entiende ChatGPT es solicitarle
que extraiga el texto y que lo analice y/o lo resuma.
Esto mismo puede hacer con otros archivos tipoWord
(.doc) o PowerPoint (.pptx). En el caso de archivos .xls
(Excel), puede analizar y realizar operaciones con los
datos, como sumas, promedios, o visualizaciones
basicas (graficas). En todos los casos anteriores, puede
generar resumenes de documentos largos o
presentaciones para proporcionar una vision general
rapida del contenido.

(Qué pasa respecto a archivos con imagenes o de
video?

Aunque ChatGPT-4 es principalmente un modelo
de lenguaje, en teoria, si se combinara con capacidades
de vision por computadora, podria describir el
contenido de una imagen, realizarreconocimiento de
objetos, e incluso generar un nuevo texto basandose en
la imagen proporcionada.

Con respecto a video, podria extraer el audio para
transcribirlo o generar subtitulos, aunque esto
requeriria capacidades especificas de procesamiento de
audio y video. Podria, en teoria,ofrecer descripciones o
resumenes de los contenidos del video, pero esto
también implicariacapacidades avanzadas de analisis
de video y audio.

Este segundo curso, basicamente lo introduce a uno
a poder manipular los archivos tipo PDF, Excel,
PowerPoint, Word, imagenes y videos en formas muy
poderosas y a veces inesperadas, aumentando la
productividad y apoyando la creatividad en nuestras
interacciones con ChatGPT, todo esto gracias al
Interpretador de Codigos incorporado al algoritmo.

Avances muy recientes de ChatGPT

En los ultimos meses y semanas, OpenAl ha ido
introduciendo nuevas funciones impresionantes a
ChatGPT. La tltima a la que yo he tenido acceso la han
llamado GPT-4 Vision (GPT-4V). En ella se pueden
hacer lo siguiente:
Identificacion de Objetos. GPT-4V puede identificar
con precision objetos y proporcionar unadescripcion
detallada al procesar una imagen (como cualquier
fotografia, pero también cualquier otra imagen). Sus
capacidades de reconocimiento son espectaculares,
desde objetoscotidianos hasta maquinaria compleja.
Transcripcion de Texto de Imdgenes. GPT-4V puede
escribir cualquier texto legible que aparece en la
imagen. Esta caracteristica permite a los usuarios
extraer sin problemas texto escrito o impreso de
imagenes, una ventaja para aquellos que manejan
documentos vastos o archivos antiguos.
Descifrado de Datos. Extrae datos esenciales de
contenido grafico, como gréaficos, diagramas e
infografias, traduciendo datos visuales en textos
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comprensibles.

Procesamiento Multicondicional. GPT-4V muestra
una capacidad analitica inigualable para analizar
imagenes bajo multiples condiciones, ya sea
interpretando lo que hay en una fotografiatomada bajo
iluminaciones variadas o discerniendo detalles en una
escena abarrotada.

Asistencia Educativa. Estudiantes y educadores
pueden aprovechar GPT-4V para analizardiagramas,
ilustraciones y ayudas visuales, transformandolos en
explicaciones textuales detalladas, ayudando asi en el
proceso de aprendizaje.

Mejora de la Codificacion. Para los expertos en
tecnologia, GPT-4V puede interpretar estructuras de
codigo visual o diagramas de flujo y traducirlos a
lenguajes de codificacion reales, haciendo que el
proceso de desarrollo sea mas rapido y eficiente.
Comprension del Disefio. Para que los disefiadores
puedan comprender patrones intrincados, disefios o
estructuras visuales y hacerlas mas faciles de
interpretar. GPT 4V (Vision) puede desglosar
elementos de disefio y ofrecer explicaciones en forma
de texto, ayudando a refinar y mejorarlos conceptos de
disefo.

Por ejemplo, lo que a mi se me ocurrié hacer, fue
tomar una fotografia del laboratorio en el que trabajo
(Figura 2) con el siguiente prompt: “Describe
detalladamente lo que se ve en esta foto. Dame una lista
detallada de lo que hay en la foto y como el uso de la
IA Generativa para analizarlos, extraer informacion,
detectar cosas, encontrar similitudes y discrepancias,
etc., con el fin de poder cambiar profundamente las
tareas que hago todos los dias. A continuacién, hazme
preguntas sobre lo que hago profesionalmente y el
sector en el que trabajo. Después de que te dé mis
respuestas, crea tres ideas para fotos que podrias tomar
y la informacion que proporcionarias con ellas a GPT
4V para resolver un problema del mundo real en mi
trabajo”

Esta fue la primera parte de la respuesta que me dio:
ChatGPT

La foto muestra el interior de un laboratorio. Hay
estanterias con numerosos frascos de productos
quimicos, cajas y material de laboratorio. Los focos
fluorescentes iluminan el espacio.Un banco central esta
repleto de diversos articulos de laboratorio, como
pipetas, vasos de precipitados y otras herramientas.
Hay un fregadero, un refrigerador (posiblemente para
almacenar muestras o productos quimicos), una
centrifuga y un mezclador de vortice, junto conobjetos
personales como una botella de agua y una bolsa, lo
que sugiere un espacio de trabajo activo. La TA
generativa podria utilizarse aqui para:

Gestion de inventarios: La IA podria analizar
imagenes del laboratorio para hacer un seguimiento de
los niveles de productos quimicos, pedir suministros o

alertar sobre fechas decaducidad.

Cumplimiento de las normas de seguridad: Detectar
riesgos para la seguridad, como productos quimicos
almacenados incorrectamente o falta de equipo de
seguridad.

Mejoras de la eficiencia: Sugerir cambios Optimos en
la organizacion del laboratorio o en el flujo de trabajo
basandose en los patrones de uso actuales y en el
analisis del espacio.

i*

Figura 2. Fotografia del laboratorio 201 Ote, Departamento
de Bioquimica y Biologia Estructural del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM

Ahora, para generar ideas que puedan abordarse con
IA en forma de fotos e indicaciones ChatGPT-4V,
(podria hablarme de su profesion y del sector en el que
trabaja?

La ultima noticia de la que me he enterado
relacionada con ChatGPT es el anuncio reciente de
“Sora”, que es un modelo de IA de texto a video
desarrollado por OpenAl. Sora fue anunciado ell5 de
febrero de 2024 y no esté accesible al publico. Puede
generar videos fotorrealistas de gran consistencia y
duracion, aparentemente a partir de prompts de texto.
Actualmente se piensa que eventualmente se
incorporara a una version avanzada de ChatGPT. Las
implicaciones de qué traerda consigo esta nueva
capacidad de ChatGPT todavia estan en el aire.

Conclusion con recomendaciones

Finalmente, quiero  terminar con  unas
recomendaciones generales para un mejor uso de los
prompts, cuando se estd interactuando con ChatGPT.
Dominar prompts eficaces, explicando elcontexto y
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seleccionando cuidadosamente la “persona” mejorara
significativamente cualquierinteraccion con ChatGPT.
Con estas recomendaciones, se obtienen respuestas
mas precisas, relevantes y atractivas, adaptadas a sus
necesidades.

Recuerde:

1.
2.

Redactar prompts especificos y claros.
Dividir los prompts complejos en secciones mas
pequenas.

3. Incluir pistas contextuales en los prompts.
4.
. Fijar expectativas y establecer el contexto mediante

Solicitar explicaciones paso a paso.

la introduccion de detalles importantes para el
mismo.

. Limitar la longitud de la respuesta cuando sea

necesario.

7. Definir bien a la “persona” y especificar las
caracteristicas del lenguaje y del tono.

8. Utilizar escenarios fingiendo ser un personaje
ficticio o real, para crear contenidos atractivos.

9. Combinar las “personas” y los contextos para
obtener resultados altamente personalizados.

Al poner en practica estas estrategias avanzadas, el uso

de ChatGPT serd mas eficaz y sedisfrutard de una

experiencia altamente personalizada y valiosa.
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La Biologia es la tecnologia mds poderosa que ha sido creada; el software
es el ADN, las proteinas son el hardware y las células son las maquinarias.

Arvind Gupta

Resumen

En el presente trabajo se describen los avances
recientes en el disefio de proteinas que utiliza la
inteligencia artificial y en especial AlphaFold2, que
han contribuido de manera muy significativa a tratar
de resolver uno de los grandes problemas de la
ciencia de proteinas: jComo la informacion
contenida en la secuencia de aminodcidos determina
la estructura y la funcion de las proteinas? Es decir,
avances recientes permiten predecir la estructura
tridimensional de una proteina a partir de su
secuencia de aminoacidos con enorme precision,
comparable a la de los métodos experimentales. Este
desarrollo se debid a la utilizacion de las redes
neuronales entrenadas con la informacion
proveniente de datos estructurales de proteinas,
depositadas en las bases de datos publicas, tales
como el PDB (por sus siglas en inglés: Protein Data
Bank). Ademas, las predicciones estructurales con
las redes neuronales utilizaron también la
informacion contenida en los alineamientos de
secuencias de aminodcidos, lo que permitid
correlacionar la informaciéon de coevolucion
(cambios  evolutivamente  concomitantes  en
diferentes regiones de las secuencias de
aminoacidos) con la informacién estructural
contenida en mapas de distancia entre los atomos de

Abstract

This paper describes recent advances in protein
design combined with artificial intelligence like
AlphaFold2 contributed to solve one of the most
significant problems for protein science: How the
information contained in the sequence of amino
acids determines the structure and function of
proteins? Recent advances have made it possible to
predict the three-dimensional structure of a protein
from a sequence with an enormous precision,
comparable to experimental methods. This
development is based on neural networks trained
with information from the Protein Data Bank (PDB).
Structural predictions with neural networks used
amino acid sequence alignment, to correlate amino
acid sequence coevolution information with
structural information contained in distance maps
between atoms of a protein. Through several
refinement cycles a remarkable advance in structure
prediction was achieved. This technology has
initiated a series of protein designs with new
functions, or pre-existing combined functions have
been initiated. This will allow several applications
based on "de novo designed" proteins, i.e.
applications that will impact in the chemical and
pharmaceutical industries, biomarker sensors,
among others, all of them aimed to improve the
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una proteina, de tal suerte que a través de varios
ciclos de refinamiento se logrd un avance notable en
la prediccion de estructuras proteicas. Con esta
tecnologia se han iniciado una serie de disefios de
proteinas con nuevas funciones, o funciones
preexistentes conjuntadas en nuevas combinaciones,
lo que permitira diversas aplicaciones basadas en las
proteinas “disefiadas de novo”, es decir, aplicaciones
con repercusion en la industria quimica,
farmacolédgica, sensores de biomarcadores, entre
otras, todas ellas encaminados al perfeccionamiento
del diagnostico y el disefio de terapias moleculares
para combatir enfermedades.

Palabras claves: disefio de proteinas, ingenieria de
proteinas, biosensores, medicina de precision,
proteina de novo.

diagnosis and design of molecular therapies against
diseases.

Keywords: protein design, protein engineering,
biosensors, precision medicine, de novo protein.

Introduccion

En los ultimos sesenta afios, la revolucion
tecnologica del ADN recombinante permitié notables
avances en la medicina molecular, lo que se tradujo en
innovaciones en el diagndstico de enfermedades, en
las terapias génicas, en las vacunas basadas en ADN o
ARN entre otros avances (1). Ahora, con el disefio de
proteinas basado en la “Inteligencia Artificial”
(AlphaFold2), se prometen nuevos desarrollos para el
diagnostico y la generacion de diversas terapias
(medicina de precision), entre ellas la deteccion
temprana y/o terapéutica para diversos tipos de cancer
o enfermedades neurodegenerativas (2).

Esta promesa tecnologica se basa en la creacion de
proteinas disefiadas “de novo” que funcionan como
navajas suizas, es decir, a partir de proteinas
previamente conocidas, se disefian proteinas con
algunas funciones adicionales a la original, tales
como: 1) sitios de reconocimientos especifico a
receptores que pueden estar relacionados con cambios
en el metabolismo de las células; ii) deteccion de
transduccion de la sefial de reconocimiento especifico
acoplada a cromoforos para que emitan sefales
espectroscopicas;  iii) actividades enzimaticas
requeridas para terapias especificas; iv) sitios de
reconocimiento, por ejemplo a las células T
(mediadores de inmunidad); v) sitios de acarreo de
farmacos entre los mas importantes (3). Para entender
porque podemos diseflar proteinas con nuevas
funciones, primero describiremos parte de la historia
del disefio de proteinas y el uso del software
AlphaFold2, para posteriormente describir algunos
avances en el diagndstico molecular y el inicio de
diversas terapias basadas en la logica de AlphaFold2.

Disefio de proteinas asistido por inteligencia
artificial (AlphaFold2)

Las proteinas presentan secuencias especificas de
aminodcidos que determinan una estructura
tridimensional requerida para su funcion (4). Es decir,
la informacion requerida para el plegamiento proteico
esta contenida en su secuencia de aminoacidos. Esto
fue planteado por Anfinsen en 1973 (5) al
renaturalizar una proteina (ribonucleasa A) in vitro
(sin asistencia de la maquinaria celular). Para este fin
retir6  por dialisis los agentes quimicos
desnaturalizantes (urea y agentes reductores) que le
impedian a la proteina mantener su estructura nativa,
por lo que la ribonucleasa recuperd su estructura y
funcidn particular en ausencia de los agentes quimicos
indicados, mostrando que las secuencias de residuos
de aminoacidos eran suficiente para conferirle a la
proteina su estructura y funciéon nativas. En este
sentido, el disefio de proteinas ha sido una manera de
entender los principios que rigen la relacion entre la
estructura y la funcién de las proteinas.

A finales de los afios ochenta, el grupo de trabajo
de William DeGrado (6) disefid cuatro alfa-hélices
unidas para formar un haz, a partir de la tendencia
natural de las cadenas de residuos de aminoacidos a

formar alfa-hélices, informacion previamente
conocida del banco de datos de las estructuras de
proteinas PDB (“Protein Data Bank”

https://www.rcsb.org/ ).

Uno de los hitos en el disefio de proteinas fue la
implementacion del programa computacional
RosettaDesign (7), desarrollada por el grupo del Dr.
David Baker de la Universidad de Washington en
Seattle. De hecho, algunos de los parametros que la
inteligencia artificial de AlphaFold2 aprende para
poder predecir la estructura tridimensional de
proteinas, provienen de conceptos desarrollados en
RosettaDesign. La estrategia original de este
programa consiste en predecir la secuencia de
aminodcidos que se plegaria en una estructura
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tridimensional especifica, utilizando la informacion
estructural de fragmentos de secuencia de entre tres y
nueve residuos que se correspondian con estructuras
ya conocidas del PDB. Durante esta busqueda de los
pares secuencia-estructura optimos, a partir de una
serie de secuencias candidatas, se selecciona la
secuencia con la minima energia de acuerdo con una
serie de parametros energéticos que incluyen varios
factores, como la hidrofobicidad, los puentes de
hidrogeno, los rotametros de las cadenas laterales y el
ajuste a la estructura diana (Fig. 1). Estos pardmetros
se optimizan buscando minimos energéticos via
métodos Monte Carlo. En un siguiente paso lo que se
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busca minimizar es la energia libre de la estructura
predicha, mediante refinamiento de los angulos de los
enlaces de su esqueleto polipeptidico y de sus cadenas
laterales. En este paso se selecciona Unicamente el
plegamiento que haya dado la minima energia libre.
Este ciclo de optimizacion alternativa entre secuencias
y estructuras tridimensionales se itera hasta obtener la
estructura blanco con un minimo de energia libre. A
partir de este algoritmo se disefi¢ la primera proteina
de novo “Top7” en donde el algoritmo genero la
secuencia de aminoacidos requerida para obtener la
estructura deseada (7).

~N
Topologia de
novo
Fragmentos -
_ “del PDB ‘ Ensambles
-~ Armando
; fragmontos con PDB ‘&% ( p’
o ' &7)
‘ Refinamineto
Alineamiento Estructural
. ~ >
~—_

Minimos estructurales

Figura 1. Diagrama de Flujo del programa Rosetta Design. El uso de este disefio permiti6 disefiar la primera
proteina de novo, denominada Top7, la topologia fue disefiada con base en la metodologia de busqueda de

fragmentos del PDB.

En 2018 se cred6 una empresa tecnologica de
Google denominada DeepMind, la cual concursé con
un programa denominado AlphaFold en la edicion 13
del evento académico Critical Assessment of
Techniques for Protein Structure Prediction (CASP),
Asi, el CASP es una competencia académica en la que
cada dos afios los investigadores especializados en

prediccion de estructura y disefio de proteinas
concursan utilizando sus métodos de prediccion
estructural para predecir la estructura tridimensional
que adoptard una proteina basandose s6lo en la
informacion de su secuencia de residuos de
aminoacidos. La estructura tridimensional de dicha(s)
proteina(s) ya se tiene resuelta previamente, pero se
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mantiene en secreto, y la mejor puntuacion en la
competencia la tendra el equipo cuya prediccion de
estructura(s) se desvie menos de la(s) estructura(s)
elucidada(s)  experimentalmente. = Durante la
decimotercera edicion de la competencia CASP,
llevada a cabo en 2018, AlphaFold obtuvo un valor
estadistico alto de z (z-score) de 52.8 en la version con
modelado libre, el valor de z mide la distancia de datos
desde la media en términos de la desviacion estandar
(de tal suerte que entre mayor sea el valor de este
estadistico, menor serd la desviacidon entre la
estructura predicha y la experimental), mientras que el
equipo que obtuvo el segundo lugar alcanzo un z-score
de 36.6, lo que ya mostraba un avance por encima de
todos los métodos de prediccion del momento En la
edicion siguiente, la nimero 14 del CASP (2020) la
nueva version AlphaFold2 sorprendié al mundo con
un valor de z de 244.8, comparado con 90.8 del
segundo lugar. Cuando compararon la desviacion
cuadratica media de la distancia de los carbonos alfa
entre la prediccion y la estructura real, fue de 0.8 A,
mientras que la del segundo mejor lugar fue de 2.8 A.

Por lo anterior, se dijo que AlphaFold2 habia
resuelto el problema planteado por Anfinsen poco mas
de 50 afios atras: jcomo la informacion contenida de
la secuencia de aminodcidos determina la estructura
tridimensional de la proteina?

Lo que se demostré desde la primera version de
AlphaFold es la factibilidad de entrenar una red
neuronal con la informacion contenida en el PDB para
predecir la estructura tridimensional a partir de
secuencia de aminoacidos con una precision
comparable a la informacion obtenida
experimentalmente.

Principios del disefio de proteinas por AlphaFold2

Para entender en qué se basan los disefios de
proteinas, es importante analizar los principios de la
prediccion de su estructura tridimensional. En primer
lugar, AlphaFold2 utiliza redes neuronales entrenadas
con la informacion estructural del PDB, lo que permite
analizar la informacion estructural y compararla con
la informacién proveniente de la evolucion de las
proteinas  (contenida en las secuencias de
aminoacidos), dando como resultado predicciones
estructurales a nivel atdmico (8).

Afortunadamente, esta informacion es de dominio
publico y se enriquece continuamente por las
colaboraciones del mundo académico, lo que ha
generado un ambiente de cddigo abierto, es decir
diversos grupos de investigacion del mundo trabajan
en constante desarrollo e implementacion de nuevas
vertientes de algoritmos (9), de tal suerte que hoy en
dia existen varias suites o programas computacionales
similares: RosettaT TAFold del grupo de Baker en la
Universidad de Washington (se publicéd el mismo dia
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de la publicacion de AlphaFold2). También existe
ESMfold desarrollado por Lin y colaboradores en
2022 (10), que ademas de utilizar las redes neuronales,
incorpora reglas de la lingiiistica computacional
(reglas basadas en modelos de lenguajes humanos), lo
que permitidé en su algoritmo incorporar 15 mil
millones de parametros.

Mas aln, existe una iniciativa denominada
AlphaFold2 que se maneja en un ambiente de Google
Colab, que es un servicio que funciona a través de un
kernel Jupyter, que a su vez aglomera los siguientes
lenguajes de programacion: Julia, Python y R (de
hecho, el nombre Jupyter de ahi se toma). Todo esto
estd alojado en las nubes computacionales de la
compailia Google, lo que se ha denominado
“AlphaFold2 para todos”, por la accesibilidad de
utilizar estas paqueterias en su modo mas basico a bajo
costo (11).

Algoritmo de AlphaFold2

Nos enfocaremos en el algoritmo de AlphaFold2
para tratar de entender los principios de busqueda de
la prediccion estructural. En primer lugar, a partir del
esquema original del diagrama de flujo de AlphaFold2
(12), podemos dividir el algoritmo en tres modulos

(Fig. 2).

1. Médulo de entrada de secuencias de aminodcidos.
Este moédulo procesa la informacion de la secuencia de
aminoacidos de proteinas con las bases de datos
UniProt y Uniclust30 para generar alineamientos
multiples de secuencias similares (MSA por sus siglas
en inglés: “Multiple Sequence Alignment”), que a su
vez seran utilizados en la prediccion de la estructura
secundaria. Al mismo tiempo, AlphaFold2 identifica
la estructura de las proteinas similares (homologas) y
construye un mapa de interacciones entre los residuos,
que se llama representacion de interacciones por
pares. Esta representacion es una matriz de las
distancias entre todos los residuos de una proteina
(13).

La informacion de distancias moleculares entre
atomos se correlaciona con la informacion de
secuencia de aminoacidos; este paso es fundamental,
ya que acota enormemente el problema en términos de
busqueda computacional, pues solo se centra en el
universo de proteinas conocidas, en vez del universo
de conformaciones posibles, lo que nos llevaria a
nimeros astronémicos por las combinaciones
requeridas para adquirir una estructura proteica. Es
decir, delimitar el problema al universo conocido de
secuencias reduce en oOrdenes de magnitud la
blisqueda combinatoria, porque se ajusta a las
interacciones por pares y secuencias de aminoacidos
de las proteinas reportadas la fecha (14).
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Figura 2. Diagrama de flujo de los componentes de AlphaFold2. Suite computacional compuesta de tres
moédulos: 1. Médulo de entrada de secuencias de aminoacidos.; 2. Modulo Evoform y 3. Modulo de generacion de
la estructura tridimensional. Figura modificada a partir de la publicada por Jumper et al., (12).

Para analizar los alineamientos multiples se
utilizan modelos ocultos de Markov, lo que permite
identificar secuencias homologas y los cambios
evolutivamente concomitantes que se pueden
observar al comparar las secuencias de proteinas en
las bases de datos UniProt y Uniclust30 (15). La idea
que ronda en el alineamiento multiple y en los
modelos ocultos de Markov es que aquellas proteinas
parecidas en secuencia (mas de 30% de identidad de
secuencia) probablemente tendran  estructuras
similares, lo que simplifica la buisqueda de Ia
estructura (12).

El alineamiento multiple de las secuencias de
aminoacidos es utilizado para identificar, dentro de
las familias de proteinas conservadas, las regiones
que presentan cambios  concomitantes O
codependientes en diferentes posiciones, es decir,
esto permite determinar las regiones mas susceptibles
de ser modificadas (informacion de variabilidad y
posibles mutaciones presentes en variantes de
proteinas homologas). En resumen, en este modulo la
informacion de las covariaciones al cambio
observadas (en las secuencias) se correlacionan con
las distancias intramoleculares resumidas en las
representaciones por pares (16), ya que
probablemente indican interacciones moleculares
requeridas para la conformacion tridimensional de la
proteina (Fig. 3).

2. Modulo Evoform. A partir de este modulo se
generan estructuras tridimensionales utilizando redes
neuronales que combinan la informacion coevolutiva
obtenida del alineamiento multiple y la informacion
de distancias moleculares obtenida por Ia
representacion por pares. Este mddulo es el centro de
la arquitectura de AlphaFold2 (12), ya que la
estructura predicha es refinada a través de
subsecuentes  ciclos, es decir, tanto las
representaciones de secuencia y de estructura
intercambian constantemente informacion en las
redes neuronales hasta que logran obtener un modelo
con buen ajuste estadistico. El mdédulo de Evoform
contiene 48 bloques que actualiza en cada ciclo tres
tipos de datos: i) la informacion del alineamiento
multiple (MSA); ii) la informacion del alineamiento
con la representacion por pares y iii) la informacién
de la representacion por pares (distancia y angulos).
En cierto modo, Evoform es un codificador de los tres
pasos indicados en una representacion euclidiana
(geométrica) denominada desigualdad de triangulo
(Fig. 4), la cual permite hacer operaciones menos
costosas desde el punto de vista computacional. Esta
informacion sera decodificada en el siguiente modulo
para predecir la estructura.
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Figura 3. Correlacion entre la coevolucion y la estructura de la proteina. La codependencia de residuos permite
correlacionar que los cambios en secuencias corresponden a posibles contactos moleculares presentes en la
estructura de una proteina (Figura modificada a partir de la publicada por Marks et al., (16).
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Figura 4. Representacion de los A&tomos acorde al teorema de la desigualdad triangular. La distancia y relacion
entre los residuos de una proteina se buscan con el algoritmo de la desigual-dad del triangulo (Figura modificada a

partir de la publicada por Jumper et al., (12).

3. Modulo de generacion de la estructura
tridimensional. Este modulo refina la prediccion de
la estructura tridimensional de manera iterativa, lo
que permite ciclos de prediccion hasta lograr valores
estadisticos confiables. Este moédulo funciona como
decodificador de la representacion de la cadena de
aminoacidos como la sucesion de tridngulos ya
descrita, es decir, sabemos que el enlace peptidico es
planar y se utilizan tres atomos del esqueleto o cadena
principal de la proteina para describir estos
triangulos (los atomos CA, C y N, segun la
nomenclatura de las cadenas polipeptidicas, ver Fig.
5). Estos triangulos fluctian en espacios
conformacionales por la red de interacciones entre
atomos implicita en la estructura de la proteina (17).
El médulo de estructura utiliza una red neuronal
llamada de “transformacion”, que utiliza 8 bloques
para transformar la informacién geométrica de los
triangulos (esqueleto de la proteina) en la informacion
estructural de la posicion de cada atomo (Fig. 5), de
tal manera que no solo predice la estructura del
esqueleto de las proteinas, sino también la de las

cadenas laterales y la estereoquimica o rotametro
apropiado. Este modulo tienes tres ciclos de
refinamiento(12).

El programa AlphaFold2 también utiliza los
procesos de relajacion atomica de las cadenas
laterales provenientes de programas de dindmica
molecular (Amber), para evitar choques estéricos o
violaciones a las geometrias de interaccion entre los
atomos. Por lo tanto, el proceso de prediccion de
estructura a partir de la secuencia aminoacidos, es la
combinacion de una serie de programas
computacionales, organizados en moddulos, que
pueden ser combinados o modificados segin las
preguntas académicas de interés, por ejemplo, si se
desea redisefiar una proteina que ya pertenece al
mundo de las “proteinas de novo” (proteinas con
secuencias nunca antes descritas) ya no se requiere
del modulo de alineamiento multiple (MSA) porque
ya nos encontramos fuera del espacio conformacional
de las proteinas conocidas en el PDB o en las bases
de datos de secuencias.
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3542

Figura 5. Esqueleto de la proteina modelado como tridngulo. Los triangulos permiten buscar en un espacio
conformacional de una red de interacciones para formar la estructura/topologia de la cadena principal y las cadenas

€

laterales de la proteina; “r” indica la posicion del atomo y

I3

J” nos indica los tres atomos que forman el triangulo

con referencia al 4tomo “ r”, tomado de: https://lupoglaz.github.io/OpenFold2/index.html

Base de datos de estructuras obtenidas con
AlphaFold2

El impacto de AlphaFold2 en la biologia
estructural ha sido enorme, no solo por la
implementacion de redes neuronales en la prediccion
de las estructuras proteicas, sino por la capacidad de
generar un ambiente de codigo abierto, donde parte
de la informacion se wvuelve publica por la
participacion interdisciplinaria de instituciones
académicas o privadas, lo que ademas acelera la
generacion de nuevos conocimientos y su aplicacion
en tecnologias (18). Un ejemplo de esto es la base de

datos de predicciones de estructura de proteinas
provenientes de AlphaFold (AlphaFold DB, por sus
siglas en inglés (12)). A la fecha, esta base de datos
cuenta con mas de 214 millones de estructuras
predichas (Fig. 6). Esta informacion estructural esta
integrada en una serie de base de datos relacionadas
con proteinas, por ejemplo, el PDB, la base UniProt
(http://www.uniprot.org/), entre otras, las cuales
contienen informacion que va desde la secuencia
hasta los diferentes aspectos de la funcionalidad,
interacciones con otras proteinas, analisis genético de
las proteinas, etc (19).

AlphaFold Protein Structure Database

Developed b

365,000
Sy 2021

Nuevas funcionalidades

Mecanismos de acceso a los datos

214,000,000

Predicted structures in July 2022

Publicaciones de datos

. Se ha mejorado el visor de errores . Conjuntos de datos . Conjunto de secuencias de la
alineados predichos comprimidos a través de FTP base de datos suiza ( SwissProt)
«  Filtrado de bisqueda adicional plblico EMBL-EBI »  Organismos implicados en

Puntos de conexidn de API de

«  Bisqueda basada en la similitud de . MGG MY enfermedades globales y
secuencias acceso programatico plblico desatendidas a nivel mundial

. Informacién de clisteres de similitud de ™ * Conjuntos de datos plblicos de . La mayoria de las secuencias
estructura Google Cloud candnicas en la base de datos,

Péginas web

UniProt

Figura 6. Base de datos de estructuras predichas con AlphaFold2, la cual puede consultarse en:

https://alphafold.ebi.ac.uk/ .
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La informacion puede ser consultada ya sea por el
nombre funcional o genérico de las proteinas, por su
numero de acceso en la base de datos UniProt, por
secuencia de residuos de aminoacidos, etc. Esta
iniciativa se desarrolld con la colaboracion de la
compailia DeepMind (filial de Google) que cred
AlphaFold2 y el Instituto Europeo de Bioinformatica
(EMBL-EBI). Lo que permiti6 automatizar la
prediccion estructural de 48 proteomas completos de
organismos muy estudiados, incluidos organismos
modelo o patdgenos de interés. Toda esta informacion
es de acceso publico, por lo que puede ser utilizada
para una gran cantidad de estudios, por ejemplo, en el
desarrollo de farmacos basados en informacion
estructural de proteinas (20).

Esta informacion no solo contiene las
coordenadas estructurales de los mejores modelos
obtenidos, también contiene informacion sobre la
probabilidad de error por residuo (pLDDT, por sus
siglas en inglés) o la probabilidad de error
proveniente del alineamiento original (PAE, por sus
siglas en inglés), pardmetros que nos hablan de la
confiabilidad del modelo de la proteina completa o de
la region analizada.

Las estructuras predichas en esta base de datos de
proteinas monoméricas y en ausencia de interaccion
con ligandos, por lo que estas estructuras pueden
tener limitaciones en sus predicciones: Por ejemplo,
muchas proteinas en su estado nativo son
multiméricas, o bien en presencia de las interacciones
especificas (presencia de ligandos) adquieren su
conformacién funcional. Tampoco las interacciones
con otras proteinas, cofactores o con acidos nucleicos
estan consideradas para la prediccion de estas
conformaciones. Otra limitante de AlphaFold2 es que
no predice el efecto de mutaciones o modificaciones
quimicas en los residuos de una proteina, por lo que
la estructura o los diferentes conformeros asociados a
las alteraciones en la secuencia o glucosilaciones,
metilaciones, etc., no existen en esta base de datos.
Otra posible limitante es la presencia de regiones con
estructuras  desordenadas, que potencialmente
adquieren una conformaciéon estable cuando
interactiian con otras proteinas o cuando cambian las
propiedades del ambiente que rodea a la proteina, por
lo que tampoco se pueden observar estas posibles
conformaciones. Todas estas condicionantes sugieren
que el acceso a esta base de datos debe ser vista como
el inicio para continuar las predicciones estructurales
considerando los factores indicados (21).

AlphaFold2 en la determinacion de la estructura

Si bien AlphaFold2 puede presentar un error
alrededor del 2 al 3% en la determinacién de la
estructura, la estructura obtenida por métodos
experimentales siempre sera mas confiable. Sin

embargo, el niimero de estructuras resueltas por
métodos experimentales es tres ordenes de magnitud
menor al niimero de proteinas con secuencia de
aminoacidos conocida (por ejemplo, en el PDB
existen 218,000 estructuras de  proteinas
determinadas experimentalmente) mientras que la
base de datos de proteinas del laboratorio Europeo de
Biologia Molecular (EMBL, "MGnify-EBI") es de
625 millones de secuencias y este numero sigue
creciendo a una velocidad mucho mayor que con la
que crece el PDB. Por esta razdn, iniciativas como
AlphaFold2 son de vital importancia para reducir la
falta de informacion estructural de las secuencias
conocidas a la fecha (18). En este sentido, los
métodos experimentales de determinacion de la
estructura pueden ser asistidos por AlphaFold2. Por
ejemplo, en la determinacion de la estructura a través
de difraccion de rayos X de cristales de proteinas,
donde las estructuras predichas pueden ser utilizadas
como moldes en el remplazo molecular, es decir, la
generacion de cristales con selenio-metionina
requeridos para resolver las fases podria ser
eliminado. También en la determinacion de
estructuras por crio-microscopia electronica, la
determinacion de complejos de proteinas requiere de
posibles moldes, los cuales se pueden obtener con
AlphaFold2 (17), para su posterior ajuste a la
densidad electronica obtenida experimentalmente. La
determinacion de estructuras por AlphaFold2 no
remplaza a la fecha a los métodos experimentales, sin
embargo, debido al costo y consumo de tiempo
requeridos para la difraccion de rayos X o la
resonancia magnética nuclear, AlphaFold2 permitira
reducir los costos y tiempo de obtencion de datos.

Alphafold2 en el desarrollo de farmacos

El desarrollo de farmacos que inhiben o modulan
las funciones de las proteinas es una poderosa
herramienta para combatir enfermedades, En este

sentido, contar con informacion estructural de
potenciales blancos moleculares para realizar
acoplamientos moleculares con familias de

compuestos que las inhiban es fundamental. Desde
este punto de vista, la base de datos de estructuras
basadas en AlphaFold2 presenta un incremento en
ordenes de magnitud de las estructuras potenciales
con las que se podrian hacer estudios experimentales
0 in silico para probar los cribados moleculares de
alto rendimiento. Un estudio sobre las estructuras
reportadas en el PDB de los casos exitosos de
farmacos que interactian con sus blancos
moleculares de manera especifica muestra que: de
2401 estructuras cristalograficas reportadas en
presencia de un farmaco, 299 corresponden a
moléculas certificadas como farmacos por agencias
internacionales (por ejemplo, la Administraciéon de
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Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos,
conocida como FDA por sus siglas en inglés). De este
total de estructuras, 509 son proteinas Unicas, las
cuales, ademas presentan una resolucion estructural
de 2 A en promedio, lo que sugiere que el nivel de
resolucion de AlphaFold2 es suficiente para encontrar
blancos moleculares basados en métodos de cribado
y acoplamiento molecular, lo que ayuda a encontrar
interacciones ~ farmaco-proteina  de  manera
computacional (18). Sin embargo, hay que tomar
ciertas precauciones, ya que los modelos estructurales
predichos con AlphaFold2 presentan diferentes
grados de precision, y generalmente se requiere de un
valor mayor de 80 de (pLDDT) para ser un modelo de
proteina confiable. Ademas, el grado de confiabilidad
por residuos o por dominios varia, es decir, de toda la
estructura predicha, existen regiones de baja
confiabilidad. Una manera de abordar este problema
es comparar los modelos originales con proteinas
homologas (proteinas que presentan un origen
evolutivo comtin), ademas de ser comparados con
estructuras que presenten interacciones con otros
dominios o ligandos. Comunmente. la comparacion
muestra ciertos cambios conformacionales de en
regiones locales a propagados entre regiones que
deben ser considerados durante la busqueda de
blancos moleculares (cribado molecular in silico), en
particular nos referimos a las proteinas multidominio,
porque muchos farmacos al interactuar en las
interfaces entre dominios, las cuales pueden presentar
rearreglos durante sus interacciones, lo que
modificara la capacidad de unioén del farmaco. Sin
embargo, es importante el desarrollo de herramientas
que ayuden a ampliar el universo de biomoléculas y
de ligandos que se pueden poner a prueba y a hacer
mas eficiente el desarrollo de farmacos, ya que el 95%
de las busquedas de farmacos falla, por diversos
factores, tales como baja solubilidad de la molécula
candidata, falta de afinidad en la interaccion,
toxicidad, y fallos en las pruebas clinicas entre otros
factores (14).

AlphaFold2 y el disefio de proteinas “de novo”

Si bien AlphaFold2 y RoseTTAFold predicen
estructuras a partir de secuencias de aminoacidos
(22), durante el proceso se generan multiples
secuencias con sus respectivas estructuras, de entre
las cuales debemos seleccionar el mejor modelo
basados en los ajustes estadisticos (pLDDT); ademas,
es posible, a partir de una estructura conocida,
generar secuencias que se ajusten a la estructura y sus
posibles interacciones por los métodos de MPNN o
RoseTTAFold diffusion o Rfdifusion (21). Es decir,
podemos generar “proteinas de novo”, porque son
secuencias que nunca se han presentado en la
naturaleza. El primer caso fue la proteina Top7

indicada previamente (7). Por lo que, si unimos
secuencias que contengan diferentes dominios, es
posible generar proteinas nuevas con mas de una
funcidn preexistente, es decir, esta es una tecnologia
para realizar ingenieria de proteinas con la capacidad
de generar nuevas proteinas para aplicaciones a la
medida, que van desde usos industriales, hasta
disefios de biosensores capaces de monitorear
biomarcadores de procesos metabolicos (9).

El disefio de proteinas de novo ha producido
proteinas mas robustas, es decir, son mas estables a la
pérdida de actividad por desnaturalizacion térmica, y
tienen mayores tiempos de vida media como
consecuencia de que los disefios estan basados en
estructuras secundarias idealizadas, que presentan
conectores cortos (asas) y residuos mas conectados.
Ademas, se disefian ntcleos hidrofobicos mas
compactos, lo que lleva a proteinas mejor
empaquetadas, las superficies expuestas al solvente
acuoso son polares y los contactos salinos internos
estan bien estabilizados por cargas contrarias.
Adicionalmente, se ha observado que resisten mas
que las proteinas nativas a la pérdida de funciones por
mutagénesis en general (23).

Los métodos convencionales de ingenieria de
proteinas han permitido redisefiar y producir
proteinas moduladoras de la respuesta inmune
(citosinas) o anticuerpos (24), que involucra la
metodologia de evolucion dirigida, combinada con
redisefios computacionales que optimizan o
estabilizan enzimas o anticuerpos, entre otros casos
de éxito. Esto nos ha llevado a revolucionar los
procesos de inmunoterapia para  combatir
enfermedades (1). Sin embargo, las proteinas de novo
nos ofrecen mas posibilidades de mejoras en los
disefos, ya que tan solo el nimero de secuencias
diferentes para una proteina de 100 residuos (usando
los 20 aminoacidos naturales), nos da un numero
astrondmico, de 20'%° ¢ 10'3° variantes, el cual es mas
de 100 ordenes de magnitud mayor que el niimero
estimado de posibles secuencias Uinicas de proteinas
existentes. Si a esto le afiadimos que las proteinas de
novo son mas solubles que las proteinas naturales, y
pueden presentar nuevas funciones, se vislumbra que
el uso de proteinas de novo, permitira una revolucion
tecnologica en el redisefio de proteinas.

Algunos de los avances recientes han permitido
disefiar cientos de péptidos con potenciales efectos
inhibidores contra el virus de la influenza y a la toxina
del botulismo. Otro caso interesante es el disefio de
proteinas fluorescentes con mayor intensidad y
estabilidad de la sefial, o el disefio de biosensores
basados en proteinas bioactivas que cambian de
conformaciéon cuando interactian con su blanco
molecular y a las cuales se le adiciona algun reportero
de la sefial de interaccion (Fig. 7.)
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Uno de los casos mas relevantes fue la creacion de
una interleucina de novo (capaz de regular la
respuesta inmune), la cual fue la primera proteina de
novo  disefiada (25) para tener  efectos
inmunoterapéuticos (Neo-2/15), ya que en un sistema
murino, esta proteina fue capaz de aumentar la
respuesta inmunoterapéutica contra la proliferacion
de céncer en comparacién con las interleucinas
nativas (IL2, IL15). Esto hace pensar que esta area de
disefio de proteinas de novo, esta aun lejos de alcanzar
todo su potencial (26).

Disefios de biosensores basados en proteinas de
novo con capacidad modulares y ajustables a
sefiales espectroscopicas de alta eficiencia

El grupo de disefio de proteinas del Dr. Baker
(Universidad de Washington, Seattle, USA) lidero el
disefio un biosensor (25) basado en la tecnologia

llamada LOCKR, por las siglas en inglés de: Latching
Orthogonal Cage Key Protein. Este enfoque esta
basado en una estructura estable (Cage) que esta
unida a una region denominada latch (bisagra) que
cambia de conformacioén cuando interactia con la
proteina de interés. El “latch” es capaz de interactuar
porque contiene el sitio de reconocimiento para una
proteina de interés (obtenido por la metodologia
indicada de disefio de proteina de novo). El sistema
biosensor  disefiado  permite  cuantificar la
concentracion de una proteina biomarcadora de
interés debido a la actividad de luciferasa que se
activa con el cambio conformacional dependiente de
la interaccion, con la gran ventaja que el sistema es
modulable y susceptible de ser redisefiado (Fig. 8), o
bien introducir diferentes motivos estructurales para
detectar otras proteinas biomarcadores de alguna
patologia.
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Figura 7. Casos de éxito en el disefio de proteinas de novo. A) Inhibidor contra virus de la Influenza, B) proteinas
fluorescentes, C) cambios de conformacion por pH, D) Disefio de biosensores y E) Interleucina de novo.
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Figura 8. Diseifio de biosensor modular de novo. El biosensor cambia de conformacion debido a la interaccion

con su blanco molecular acoplado a la actividad de luciferasa. Figura modificada a partir de la publicada por
Quijano-Rubio et al., (24).

AlphaFold2 en la inmunoterapia y la medicina de  interaccion selectiva se debe a la variabilidad en
precision

secuencia 'y conformacion de las regiones
“determinantes de la  complementariedad”
denominada CDR (por sus siglas en inglés,
complementary-determining region). Esta region se
encuentra en el extremo de la porcion variable de la

cadena ligera y de la cadena pesada de los anticuerpos
(Figs. 9y 10).

Los anticuerpos son capaces de interactuar con
miles de blancos moleculares de manera especifica,
estas proteinas son parte del sistema inmune, y
circulan en el torrente sanguineo para detectar y
neutralizar toxinas, virus, bacterias, e inclusive
antigenos de superficie de células tumorales o
procesos autoinmunes. Esta enorme capacidad de

Eliminacion de la sangre

Penetracion tumoral

Eliminacion renal

Figura 9. Relacion efectividad — penetracion de anticuerpos en tejidos tumorales. Las fracciones unidas de

cadena variable y ligera ScFv, presentan mayor penetracion al tejido tumoral, con rapida eliminacion, lo cual ayuda
a reducir los efectos toxicos. Figura modificada de Carter, et al., (30).
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La enorme capacidad de inmunodeteccion se ha
convertido en un arma terapéutica de gran valor para
detectar biomarcadores (proteinas) que se presentan
de manera especifica durante diversas patologias, que
van desde procesos inflamatorios crénicos, a
enfermedades autoinmunes y diversos procesos de
cancer. En mayo del 2022 se habian aprobado 22
anticuerpos para uso terandstico en investigacion
clinica (27). Por lo que ha surgido una gran
oportunidad para la produccion de anticuerpos de
novo (26), con la gran ventaja de que no se requiere
disenar todo el anticuerpo sino solo los fragmentos de
cadena variable de la cadena ligera y la cadena pesada
(que contienen los sitios de reconocimiento
especifico), lo que genera una proteina con las
bondades de las proteinas de novo (mas solubles,
termoestables, etc), y que ademas es mas facil de
producir por métodos de tecnologia de DNA
recombinante, en vez de generar anticuerpos por
métodos  convencionales que incluyen la
inmunizacién de organismos o el despliegue de fagos,
para su deteccion por visualizacion en levaduras, que
son consumidoras de tiempo, costosos y de mayor
mantenimiento de un laboratorio especializadoPor lo
que es posible utilizar estos fragmentos de
anticuerpos como agentes terandsticos (28), es decir,

funcionan para el diagnostico y/o la terapéutica.
Durante el diagnodstico (Fig. 10), se unen
radiois6topos nucleares de vida media baja que
emiten positrones de rango corto, con otras moléculas
bioldgicas con el fin de detectar por métodos de
imagen molecular no invasiva, como la Tomografia
de emision de positrones, conocida como PET por sus
siglas en inglés. Esta metodologia permitira
diagnosticar y verificar el avance o eliminacién de
tumores presentes en individuos durante el
tratamiento (29), con la ventaja de que los fragmentos
de anticuerpos que no interactian con sus blancos
moleculares son eliminados rapidamente por via
renal, debido a su menor tamafio (25 kDa) con
respecto al anticuerpo completo (150 kDa). De igual
manera, estos mismos anticuerpos, en su modalidad
terapéutica, pueden ser modificados con
radiofarmacos que emitan radiaciones tipo “o o "
para realizar la radioinmunoterapia, con la gran
ventaja que se eliminan mucho mas répido del
paciente las fracciones que no reaccionan
(aproximadamente en media hora), por lo que la
imunoespecificidad que confiere el anticuerpo se
combina con la radiacion especifica a tejidos
tumorales, reduciendo dafios colaterales en el resto
del organismo.

Anticuerpo terandstico

PET imagen
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Figura 10. Anticuerpos teranésticos. Un anticuerpo puede ser utilizado tanto para el diagndstico como para la
terapia, dependiendo de la union de isotopos no radiactivos para imagen o radiosotopos radioactivos (Figura

modificada a partir de la publicada por Wu et al., (29).
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Existe otra variacion de los anticuerpos
conjugados quimicamente con farmacos citotoxicos,
denominados anticuerpos conjugados a drogas
(ACD), los cuales son especificos contra epitopos de
células cancerosas, que inhiben procesos celulares
mediados por microtubulos (division celular), unién a
DNA, o a topoisomerasas (que ayudan a remodelar la
topologia del DNA y son fundamentales para la
expresion de los genes). A la fecha, estos anticuerpos
conjugados estan basados en anticuerpos completos
IgG1 cuyas secuencias han sido humanizadas para
evitar respuestas toxicas (Fig. 10). Como estos
anticuerpos reconocen receptores especificos a
células tumorales, estos actuan en el interior de las
células tumorales, por lo que minimizan dafos
colaterales. Por ejemplo, Adcetris es un anticuerpo
conjugado aprobado por la FDA que es utilizado en
el linfoma anaplasico de células grandes, presente en
el linfoma de Hodgkin (29), este anticuerpo
conjugado es especifico para el receptor de necrosis
CD30, el cual se sobreexpresa en este tipo de
linfomas. Otro ejemplo es Kadcyla, un farmaco que
es utilizado para tratar el cancer metastasico de tejido
mamario; en este tipo de patologia se expresa
notablemente el factor de crecimiento epidérmico
tipo 2 (HER2) (sobreexpresion de mas de un 20% en
comparacion con la expresion de las células
normales), Este anticuerpo funciona impidiendo la
dimerizacion de la tubulina, lo cual inhibe la
proliferacion tumoral (24). Estos anticuerpos podran
ser generados por la metodologia de novo, lo que
permitird que sean mas termoestables, mas solubles,
y mediante conjugacion quimica, se pueden unir a una
gran variedad de compuestos citotdxicos, como un
primer paso para iniciar estudios clinicos. Esta
metodologia permitird que estos disefios sean mas
especificos a las variaciones poblacionales de cada
localidad, lo que sin lugar a dudas nos llevara a
avanzar en la medicina a la medida, lo que se ha
llamado como medicina de precision (31).
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Recientemente, el grupo DeepMind (compaiiia de
Google) lanzdé un servidor con la version del
AlphaFold3 (32), en donde se modifico el algoritmo
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Resumen

Desde sus origenes, la mitocondria ha adaptado su
forma, niimero y metabolismo a los requerimientos
de su célula huésped. Debido a que la mitocondria
conserva parte de sus genes ancestrales, y a que su
transferencia a la siguiente generacion es
exclusivamente por linea materna, su comunicacion
con el genoma nuclear es influenciada en gran
medida por el sistema hormonal. El estrégeno
desempeiia un papel importante en el mantenimiento
mitocondrial, el metabolismo energético y la
produccion de especies reactivas de oxigeno lo que
posteriormente repercute en la patologia de diversas
enfermedades metabdlicas, cardiacas o neuronales.
Las enfermedades que involucran a las mitocondrias
muestran un claro dimorfismo sexual. Existe la
prescripcion de diversas drogas terapéuticas que
tienen como blanco a la mitocondria, particularmente
su metabolismo respiratorio, la sintesis de ATP o la
replicacién y expresion de su material genético.
Actualmente se ha desarrollado la terapia génica
mitocondrial sobre la enfermedad de Neuropatia
Optica Hereditaria de Leber (LHON).

Palabras claves: Mitocondria; miopatias;
estrogeno;  dimorfismo  sexual  mitocondrial;
Neuropatia Optica Hereditaria de Leber (LHON).

Abstract

Since its origins, the mitochondria have adapted their
shape, number and metabolism to the requirements
of their host cell. Because the mitochondria retain
some of their ancestral genes, and because their
transfer to the next generation is exclusively through
the maternal line, its communication with the nuclear
genome is greatly influenced by the hormonal
system. Estrogen plays an important role in
mitochondrial maintenance, energy metabolism and
ROS production, which subsequently impacts the
pathology of various diseases such as metabolic,
cardiac or neuronal diseases. Diseases involving the
mitochondria show clear sexual dimorphism. There
is the prescription of various therapeutic drugs that
target the mitochondria, particularly its respiratory
metabolism, the synthesis of ATP or the replication
and expression of its genetic material. Currently,
mitochondrial gene therapy has been developed for
Leber's Hereditary Optic Neuropathy disease.

Keywords: Mitochondria; myopathies; estrogen;
mitochondrial sexual dimorphism,; LHON.
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Introduccion
Su descubrimiento y su papel celular

Llamadas blefaroblastos, condriocontos,
condriomitas, condrioplastos, condriosomas,
condriosferas, granulos ficsinofilicos, Korner,
Fadenkorper,  mitogel, cuerpos  parabasales,
plasmasomas, plastocondria, plastosomas,
vermiculas, sarcosomas, cuerpos intersticiales o

blioblastos, las mitocondrias fueron observadas en
1850 como estructuras intracelulares. Avances en la
microscopia de luz y en la tincion de las células
favorecieron su observacion, lo que permitié su
descripcion morfolégica mas precisa como un
entramado de filamentos (mifo) y granos (condria) (1).
En 1888, R.A. Kollicker microdiseccion6 algunas
mitocondrias del musculo de insectos y observo que
se hinchaban al colocarlos en agua, concluyendo que
estos organulos tienen una membrana. Alrededor de
1890, R. Altmann en un derroche de inspiracion
descabellada o una idea adelantada a su tiempo, se
refirid6 a las mitocondrias en su libro sobre los
Organismos Elementales (Elementarorganismen)
como unidades vivientes elementales y autonomas,
que constituyen colonias tipo bacterias en el
citoplasma de la célula huésped (2).

Ya en el siglo XX, Lehninger (1912) observé que
las mitocondrias, estructuras subcelulares insolubles,
estaban asociadas con la respiracion (3). Pasaron mas
de diez afios después de que Carl Lohmann (1931)
descubriera el ATP para que se demostrara su papel en
el funcionamiento celular; durante este tiempo, Otto
Warburg y Otto Meyerhof describieron lo que ahora
se conoce como fosforilacion a nivel de sustrato (es
decir, la sintesis enzimatica de ATP a partir de
compuestos fosforilados de alta energia); lo que
contrasta con las observaciones que hizo Kalckar entre
1937 y 1941, en las que demostrd la asociacion entre
la respiracion con la fosforilacion oxidativa.

La diferencia entre la sintesis de ATP por la
fosforilacion a nivel de sustrato y aquella que ocurre
por la fosforilacion oxidativa, es una pregunta clasica
en los cursos de bioquimica. La primera se explica
por la actividad enzimatica que acopla reacciones
quimicas exergonicas y endergdnicas. La segunda, un
poco mas interesante, incluye la participacion de un
grupo de deshidrogenasas especializadas como
bombas de protones, una membrana impermeable, el
concepto del gradiente electroquimico de protones y
una ATP sintasa; todo reunido en la Teoria
Quimiosmotica postulada por Peter Mitchell (4) que,
aunque fue aceptada con renuencia por la comunidad
cientifica de la época, provocd una revolucion en la
bioenergética, el papel de las membranas bioldgicas,
el potencial de membrana, el transporte activo, las
bombas de iones y el metabolismo vectorial. A partir
de ese momento, todas las observaciones cientificas

apuntalaron el papel de la mitocondria como la fuente
de energia celular, ya que se determind que produce
alrededor del 95% del ATP necesario para mantener
la vida eucarionte. De hecho, el cuerpo del lector esta
produciendo alrededor de 3 g de ATP cada segundo.
Ademas, la mitocondria es un actor central en el
mantenimiento del potencial redox, en la produccion
de especies reactivas de oxigeno, en el control del
contenido de iones libres en el citosol (i.e. Ca>"), y es
blanco de numerosas vias de sefalizacion, cuya
respuesta incluye la liberacion de factores/proteinas
que inician diversos procesos celulares, tales como la
apoptosis.

Las mitocondrias contienen su propio DNA
(mtDNA), y del analisis de todos los mtDNA
conocidos se sabe que hay un conjunto de 69 genes
que codifican para proteinas ancestrales (5). El
mtDNA de Homo sapiens codifica para 13
subunidades de la cadena transportadora de electrones
(CTE), 2 ribosomales y 22 RNAs de transferencia; en
contraste, el proteoma mitocondrial cuenta con mas de
1000 proteinas codificadas en el genoma nuclear
(nDNA) (6). Debido a esto, las mitocondrias tienen
una composicion proteica, estructura y funcion
especifica que esta exquisitamente adaptada a la
fisiologia de la célula hospedera.

La pertenencia de las mitocondrias a una estirpe
celular especifica se refleja en el tipo de vias
metabdlicas que contiene, cuyas enzimas se codifican
en el nDNA. Se ha determinado la diferencia en el
perfil de las proteinas que hay entre las mitocondrias
aisladas del cerebro, del higado, del rifidon y del
corazon de rata (7), lo que ayuda a explicar que las
mitocondrias de las neuronas puedan participar en la
sintesis de GABA; las de los hepatocitos en el ciclo de
la urea; y las de los cardiomiocitos en la fosforilacion
oxidativa (8). Adicionalmente, hay que considerar la
anisotropia subcelular de las mitocondrias, es decir, su
ubicacion subcelular como perinucleares,
periplasmaticas, o asociadas al reticulo endoplasmico,
lo que hace que las mitocondrias de una misma célula
se diferencien en su respuesta espaciotemporal (9).

La adaptacion mitocondrial a cada tipo celular
también se refleja en su tamafio y nimero (i.e. entre
7,000 y 10,000 en cardiomiocitos que ocupan cerca
del 30% del volumen celular; alrededor de 800 en
hepatocitos; mas de 100,000 en los ovocitos) (10-12)
y en sus requerimientos energéticos especificos para
sostener la fisiologia celular (13).

Debido a la estrecha relacion entre el
funcionamiento mitocondrial y la sobrevida celular,
cualquier defecto en la mitocondria puede provocar
alguna patologia en cualquier tejido de nuestro cuerpo.
Los defectos mitocondriales mas conocidos son las
mutaciones en el mtDNA. El genoma mitocondrial
esta representado por multiples copias, por ejemplo,
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hay alrededor de 1000 copias en las mitocondrias de
las células somaticas, mientras que en los ovocitos las
mitocondrias contienen casi 100,000. Gracias al
numero de copias del mtDNA que hay en cada célula,
las mutaciones frecuentemente ocurren en un niimero
menor al total de éste, lo que provoca que cohabiten
copias de mtDNA mutado y sano. A esto se le llama
“heteroplasmia”. Sélo cuando las mutaciones ocurren
en la linea germinal (i.e. en los ovocitos), éstas pueden
ser heredadas. Estas mutaciones pueden tener serios
efectos en la funcién mitocondrial, particularmente en
la disminuciéon de la actividad de los complejos
respiratorios y la sintesis de ATP, lo que provoca
enfermedades tales como la encefalomiopatia,
acidosis lactica, accidente cerebrovascular (i.e.
sindrome de MELAS), epilepsia mioclonica con fibras
rojas rasgadas (i.e. sindrome de MERRF) y sindrome
Kearns-Sayre (i.e. KSS) (14), para las que actualmente
no hay tratamiento.

Dimorfismo sexual

Ademas de la adaptacion de la mitocondria a su
célula hospedera, hay que considerar los factores
genéticos, epigenéticos, hormonales y ambientales
que determinan los rasgos fisiologicos, anatomicos y
de comportamiento del dimorfismo sexual y su
relacion con la mitocondria. Es importante sefialar que
en la medicina clinica la definicion mas sencilla de
sexo es la diferencia bioldgica entre los individuos
(machos y hembras), y que la de género es la
diferencia psicosocial y cultural entre hombres y
mujeres (15); a lo largo del texto solo consideraremos
las diferencias biologicas del sexo.
En este sentido, las mitocondrias desempefian un
papel importante en la esteroidogénesis de las
hormonas sexuales, tales como el estrogeno (E2), la
pregnenolona (P5), la progesterona (P4) y la
testosterona, que a su vez regulan la funcion
mitocondrial (16). Ademas de los receptores celulares
a estas hormonas (i.e. RE-receptor a estrogeno; RA-
receptor a andrégenos; RP-receptor a progesterona)
que se localizan en el ntcleo y en la membrana
plasmatica, también se encuentran en las mitocondrias
de varios tipos celulares (17-19). En particular, se ha
observado que los RE pueden estar unidos al mtDNA,
lo que sugiere la participacion de los estrogenos en la
transcripcion y replicacion de este material genético
(Figura 1). Adicionalmente, los estrogenos pueden
aumentar la expresion de proteinas mitocondriales,

tanto codificadas en el nicleo como en la mitocondria,
ademas de estimular la biogénesis mitocondrial (18,
19) y aumentar la funcién bioenergética durante el
mantenimiento de tejidos como el vascular, cardiaco o
neuronal (16, 20-22). El papel de los androgenos sobre
la funcién mitocondrial no es claro.

Una situacion suigéneris en la relacion de la
mitocondria con la célula hospedera, es su propio
origen. En los vertebrados, y en particular en los
mamiferos, la mitocondria es de herencia materna, lo
que hace que el mtDNA y el cromosoma X sean
heredados asimétricamente, y sean sometidos a una
diferente presion de seleccion entre sexos. Es por esto
por lo que se cree que las mitocondrias estan mejor
optimizadas para su funcion en las mujeres que en los
hombres (23), es decir, la interaccion entre el sexo y
la mitocondria significa que el sexo masculino estd
determinado por el nDNA heredado por el padre que
regula la actividad de las mitocondrias heredadas por
la madre (24).

En este sentido, se ha descrito la repercusion del
dimorfismo sexual de las capacidades oxidativas de
las mitocondrias en diferentes fuentes bioldgicas. Por
ejemplo, las mitocondrias del higado de roedores
hembras presentan un mayor contenido de
cardiolipina y proteinas (25), y una mayor relacion
mtDNA/nDNA que su contraparte masculina (12);
ademas, fisiolégicamente presentan un mayor
consumo de oxigeno asociado a la presencia de ADP
(i.e. estado 3 de la respiracion mitocondrial) (25-27),
y una mejor respuesta al consumo de una dieta alta en
grasa (28).

Respecto al tejido nervioso, se ha descrito que en
roedores hembras las mitocondrias de las arterias
cerebrales tienen mayor capacidad respiratoria basal,
maxima y de reserva que los machos, asi como una
mayor sintesis de ATP (29). En las neuronas
femeninas, las mitocondrias presentan una mayor
actividad respiratoria sostenida por el NADH (30),
una mayor actividad de la CTE asociada a una mayor
sintesis de ATP (31), y una mejor utilizacion de los
acidos grasos para la obtencion de energia (32). A
partir de muestras post mortem de cerebros de
humanos se observo que las enzimas mitocondriales
tales como la citrato sintasa, la succinato
deshidrogenasa (i.e. complejo II de la CTE) y la
reductasa mitocondrial (MTT) son mas activas en
hembras que en machos (33).
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Figura 1. Papel del estrogeno en el funcionamiento mitocondrial. E1 complejo E2/ER se transloca al niicleo e induce la
transcripcion de PGC-1a y los elementos Nrf, los cuales promueven la biogénesis mitocondrial y la expresion de las
defensas antioxidantes. El E2 puede interactuar con el ER asociado al mtDNA y promover la replicacion y transcripcion
del mtDNA. La biogénesis mitocondrial promueve la 3-oxidacion, la respiracion y la sintesis de ATP. El E2 también se
puede unir al GPER en la membrana plasmatica, activando al NF-kB a través de la MAPK, lo que promueve la transcripcion
de los genes nucleares para las enzimas antioxidantes, reforzando el sistema antioxidante de la mitocondria, preservando
su integridad, disminuyendo la liberacion de factores apoptoticos. La gran capacidad de la mitocondria de las hembras en
retener calcio también contribuye a una menor liberacion de los factores apoptoticos.

El dimorfismo sexual también se ha observado en
la bioenergética mitocondrial del tejido adiposo
blanco (34), y pardo de la rata (35, 36) y del musculo
esquelético (37), donde las hembras presentan una
mayor actividad que los machos. A partir del analisis
del tejido adiposo de humano, se ha determinado que
la expresion de los genes implicados en la funcion
mitocondrial es mayor en las mujeres que en los
hombres (38).

La fuente energética (i.e. carbohidratos, lipidos o
proteinas) de las mitocondrias también responde a un
dimorfismo sexual. Cuando se estudid el cerebro
femenino se encontrd6 que su bioenergética
mitocondrial depende preferentemente de la oxidacion
de lipidos, mientras que las mitocondrias del cerebro
masculino consumen mas proteinas (32); de hecho, se
ha demostrado que, en general, las mitocondrias
femeninas pueden obtener la energia oxidando
preferentemente lipidos.

De manera similar, se ha observado que los
miocitos de roedores hembras contienen una mayor
cantidad de lipidos intracelulares en forma de gotas
lipidicas (39), lo que, aunado al alto contenido de
mitocondrias/miocito, y a su alta capacidad para
oxidar lipidos, puede ser una explicacion para la
mayor resistencia a la fatiga de las hembras que sus
homologos masculinos (40-42). En este sentido, se
observo que, durante el ejercicio, los corazones de
ratones hembra consumen preferencialmente a los
acidos grasos, en contraste con los machos (43). Todo
lo anterior demuestra claramente un dimorfismo
sexual de las mitocondrias del musculo, lo que podria
estar relacionado con la capacidad de las hembras para
adaptarse mejor a las alteraciones en el metabolismo
energético.

Otro contraste mitocondrial asociado al
dimorfismo sexual es la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO). La mitocondria es el
punto final del metabolismo oxidativo de los
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carbohidratos, los lipidos y las proteinas al consumir
mas del 90% del oxigeno celular. Se ha determinado
que las mitocondrias del cerebro de ratas hembra
presentan una menor produccion de ERO que las de
machos (44). Ademas, las mitocondrias del higado de
ratas hembra producen 50% menos peroxidos que
aquellas de machos y tienen una mayor cantidad de
enzimas antioxidantes (45, 46); en particular la
expresion y actividad de la Mn-superéxido dismutasa
(Mn-SOD) y de la glutation peroxidasa es mayor en
las mitocondrias de las hembras (46).

Al buscar una posible explicacion a esta diferencia
mitocondrial asociada al sexo, resalta la presencia de
los receptores a estrogenos (RE) en la mitocondria. La
biosintesis del E2 se realiza en las gonadas,
principalmente en los ovarios de las mujeres
premenopausicas. No obstante, en la postmenopausia
su sintesis puede ocurrir en tejidos tales como el
adiposo, el mamario, el adrenal, en el hueso, el
corazon, el cerebro y la piel, gracias a que expresan a
la enzima aromatasa. En los machos, la prostata y los
testiculos expresan a la aromatasa y pueden producir
bajas cantidades de E2, a partir de los precursores
androgénicos (47). E1 E2 que es transportado por el
torrente sanguineo difunde a través de la membrana
plasmatica del resto de los tejidos y se une a sus
receptores intracelulares, tales como los REa, REB, y
a los receptores acoplados a las proteinas G (GPER).
Debido a que las mitocondrias contienen a los REP,
son los principales organelos que responden a los
efectos inducidos por el E2 (48), regulando su
metabolismo bioenergético (49, 50), la muerte celular
(51, 52) y la mitofagia (53, 54).

El efecto de la interaccion entre el E2 con
REP mitocondrial puede promover dos vias: 1) la
activacion de elementos de regulacion que interactian
directamente con el mtDNA y 2) la activacion
indirecta de proteinas que coordinan al genoma
nuclear y al mitocondrial, tales como el Nrf2 (del
inglés nuclear receptor factor 2) que se une al factor
de transcripcion PGC-la (del inglés peroxisome
proliferator-activated receptor y , co-activators 1)
(55), el cual es reconocido como el regulador maestro
de la biogénesis mitocondrial (56), ya que al unirse a
el Nrfl (del inglés nuclear receptor factor 1)
promueve la expresion del TFAM (del inglés
mitochondrial transcription factor A) que, finalmente
regula la sintesis de proteinas, la respiracion y la
remodelacion mitocondrial (57-59).

La cascada de sefalizacion que responde a las
demandas energéticas celulares y que involucra la
participacion de PGC-1a, Nrfl, Nrf2 y TFAM regula
la biogénesis y arquitectura mitocondrial (60) a través
de su fusion y fision. La fusidn mitocondrial es
necesaria para la reparacion, estabilidad y replicacion
del mtDNA (61, 62), para la redistribucion de la red
mitocondrial, la salud celular y el desarrollo
embrionario (63). La fision es necesaria para segregar
de la red mitocondrial a aquellas mitocondrias
dafiadas, evento vital para el control de calidad
mitocondrial; también es importante en la dispersion
o reacomodo intracelular, la division celular y la
muerte (64-66). Poco se sabe sobre el efecto que las
hormonas masculinas tienen sobre la funcioén y
estructura mitocondrial. Por ejemplo, la testosterona
regula el crecimiento de las células del miocardio y la
actividad de algunas proteinas asociadas a Ila
membrana interna mitocondrial en el miocardio
ventricular de roedores (67).

Cardiopatias mitocondriales y el sexo.

La importancia de la relacion entre el E2 y la dindmica
mitocondrial se aprecia en algunas patologias. La
insuficiencia cardiaca (IC) es una de las principales
causas de mortalidad y morbilidad cardiovascular en
la cultura occidental, y afecta a los hombres a edades
mas tempranas que a las mujeres (68). De hecho, las
mujeres ~ premenopausicas  presentan  menos
enfermedades cardiovasculares (ECV) que los
hombres de su misma edad. Sin embargo, después de
la menopausia la tasa de desarrollo y mortalidad por
las ECV en mujeres excede a la de los hombres (69).
En este sentido, el E2 induce la S-nitrosilacion de la
mitofusina 2 (Mfn2), lo que modifica la arquitectura
mitocondrial y mejora la funcién vascular (70).

El analisis de la diferencia sexual en la IC ha
permitido determinar que algunos de sus marcadores
bioldgicos, como las alteraciones en el metabolismo y
en la biogénesis y funcion mitocondrial, son menos
importantes en hembras que en machos (71). Se ha
propuesto que estas diferencias pueden contribuir a
que las hembras muestren una mejor proteccion contra
la IC que los machos (Figura 2). De hecho, la
deficiencia experimental en la produccion de E2
compromete el funcionamiento mitocondrial debido a
la regulacion negativa de la PGC-1a, provocando la
remodelacion concéntrica del ventriculo izquierdo en
los roedores hembra similar a lo observado posterior a
la menopausia (72).
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Figura 2. Eventos fisiopatologicos sexo-dependientes que involucran a las mitocondrias. Las enfermedades cronicas
con un componente mitocondrial muestran un dimorfismo sexual, con una baja incidencia en las hembras antes de la
menopausia. Los eventos fisiopatologicos involucran la disminucion de la funcion mitocondrial, alteran la homeostasis del
calcio y el incremento en la produccién de ERO que provocan la apertura del PTP y la muerte celular en los machos,
mientras que en las hembras todos estos eventos se preservan bajo control. E1 E2 parece que desempefia un papel importante,
aunque la seleccion del cromosoma X y el mtDNA también puede estar involucrada.

Un evento interesante sobre la proteccion femenina
contra la IC es el efecto cardiotoxico de las
antraciclinas usadas en la terapia anticancerigena. La
doxorrubicina, la antraciclina de mayor uso clinico,
induce la toxicidad cardiaca a través del dafio
mitocondrial y aumento del estrés oxidante (73, 74).
Las ratas hembra son menos sensibles a los efectos
cardiotoxicos de la doxorrubicina que las ratas macho
(75-77), probablemente debido al papel que
desempefian el metabolismo energético, la via de
sefializacion asociada a la AMPK, a las cardiolipinas
y al funcionamiento mitocondrial de las hembras (75,
76). La cardiopatia isquémica es la principal causa de

mortalidad y morbilidad en ambos sexos, aunque las
hembras premenopausicas tienen un menor riesgo
(78, 79). La isquemia y reperfusion causan una
variedad de dafios funcionales y estructurales en las
mitocondrias, debido en parte al exceso en la
produccion de ERO y la sobrecarga de calcio
intramitocondrial, lo que desemboca en la apertura
del poro de la transicion de la permeabilidad (PTP),
la pérdida del gradiente electroquimico de protones,
la disminucion en la sintesis mitocondrial de ATP y
la muerte celular (80). El corazon femenino es mas
resistente a la hipoxia (81, 82), y el tamafio del dafio
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por isquemia-reperfusion luego de un infarto es
menor en las ratas hembra que en los machos (83).

Asi pues, se ha determinado que en el sexo
femenino el efecto protector contra la ECV esta
ligado al alto contenido de mitocondrias en el
cardiomiocito y al papel del E2 en la proteccion
mitocondrial contra la produccién de ERO, el manejo
del calcio y la mayor sintesis de ATP.

Enfermedades metabolicas y el sexo

Otras patologias asociadas a la disfuncion
mitocondrial son las enfermedades metabdlicas, en
particular la obesidad y la diabetes tipo 2 (DT2).
Aunque el estado nutricional, el estilo de vida y el
ambiente desempefian un papel significativo en estas
patologias, los datos experimentales y clinicos
sugieren que existen diferencias  sexuales
principalmente asociadas a las hormonas. Una de
estas diferencias recac en la fuente energética
empleada; mientras que los machos usan como
principal combustible a los carbohidratos, las
hembras emplean a los lipidos. Actualmente sabemos
que el E2 y su via de senalizacion regulan el
metabolismo de los lipidos en el tejido hepatico y
cardiaco ademas de regular la respuesta a la
hipoglucemia (84). En nuestro organismo, los
estrogenos regulan la ingesta y el gasto energético,
protegiendo asi contra la adiposidad, la resistencia a
la insulina y la DT2.

Se ha sugerido que la interaccion E2/REa induce
mecanismos gendmicos, no-gendomicos y
mitocondriales que regulan la sefial de la insulina, la
oxidacion de los nutrientes y el metabolismo
energético (85). De hecho, la disminucion en la
producciéon de E2, como en la menopausia,
contribuye a elevar el riesgo de diabetes en las
mujeres (85, 86). La hormona masculina también
desempena un papel. Individuos con niveles bajos de
testosterona tienen tres veces mas prevalencia de
sindrome metabolico que las personas sanas.
Ademas, la disminucioén en la sintesis de testosterona
estd asociada a un bajo perfil oxidativo y a la
disfuncion mitocondrial que promueve la resistencia
de la insulina (87).

Clinicamente se ha observado que en pacientes
diabéticos la incidencia de ECV es alta, con mayor
incidencia en mujeres que en hombres (88). En ratas
hembra, la respiracion de las mitocondrias cardiacas
es mas afectada durante la diabetes inducida con
estreptozotocina que en los machos, aunque el
tratamiento con insulina restaura mejor su funcion
mitocondrial (89).

El dimorfismo sexual también se ha observado en
roedores alimentados con una dieta alta en grasa. Los
adipocitos de la grasa parda de los machos
alimentados con una dieta alta en grasa muestran un

incremento en la diferenciacion mitocondrial,
mientras que las hembras presentan un decremento en
la funciéon mitocondrial pero un aumento en la
proliferacion mitocondrial (90). En el higado, la dieta
alta en grasa aumenta los niveles de proteina
mitocondrial e incrementa su capacidad oxidativa en
las hembras (28). Asi pues, el impacto del dimorfismo
en el estado metabolico celular y las enfermedades
metabolicas involucra la correlacion entre las
hormonas esteroideas y las mitocondrias.

Neuropatias y mitocondrias

Las ultimas patologias que discutiremos seran los
desordenes neuroldgicos, los cuales pueden ser la
causa o consecuencia de la disfuncion mitocondrial.
De manera similar a lo observado en otras patologias,
los machos son mas susceptibles al dafio del sistema
nervioso central debido a la ausencia del papel
protector de las hormonas (i.e. estrogeno) sobre las
mitocondrias; de hecho, en los organismos femeninos
la resistencia al dafo cerebral puede estar relacionado
aun menor estrés oxidante mitocondrial y a un mayor
sistema antioxidante. Se ha determinado que la
cascada de sefalizacion asociada a los RE esta
implicada en la expresion del sistema antioxidante
(46), en particular en las células endoteliales
cerebrales, incrementando la sintesis de proteinas
mitocondriales y reduciendo la produccion de las
ERO (91).

La enfermedad de Alzheimer (EA) es por mucho,
la demencia neurodegenerativa mas comun en la
poblacion anciana, lo que representa el 60% de los
casos de demencia (92). La incidencia de esta
patologia es menor en las hembras jovenes que en los
machos, aunque incrementa en las mujeres
postmenopausicas (92). El E2 desempefia un papel
protector contra la EA por medio de conservar y
promover la funcién mitocondrial (93, 94). Dentro de
los efectos benéficos del E2 se incluyen el
mantenimiento del potencial de membrana y la
bioenergética mitocondrial, y la promocion de la
defensa antioxidante contra los radicales libres (21).

Actualmente se sabe que las enfermedades
neurodegenerativas  involucran la  disfuncion
mitocondrial que incluye la baja en la sintesis de
ATP, el manejo de la concentracion de calcio
intramitocondrial, y la produccion de ERO. Estas
enfermedades tienen una alta prevalencia en hombres
que en mujeres antes de la menopausia. Todo esto
coloca a la mitocondria en un papel central en el
dimorfismo  sexual de las  enfermedades
neurodegenerativas y en el desarrollo de nuevas
terapias clinicas.

Comunicacion retrograda entre la mitocondria y
el nicleo
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Para que la mitocondria responda a las
necesidades celulares debe mantener una eficiente
comunicacion con el nicleo; esta comunicacion se
conoce como sefializacion retrograda (95). La
homeostasis mitocondrial, ademas de ser promovida
por cambios en la sintesis de proteinas mitocondriales
codificadas en genes nucleares, la sefializacion
retrograda también modifica la expresion global de
los genes nucleares (Figura 3).
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En las células de mamiferos, las proteinas Cox-
Va, B-actina, myc, GAPDH y EF-1 fueron las
primeras involucradas en la sefializacion retrograda
(96, 97). Esta regulacion retrograda esta relacionada
al cambio en el metabolismo energético y el tipo de
combustible que emplea la célula, la dinamica y el
control de calidad mitocondrial.
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Figura 3. Regulacion retrograde entre la mitocondria y el niicleo Existen cuatro tipos de disfuncion mitocondrial, los
cuales provocan, al menos, cinco diferentes sefiales: las relaciones [ATP]/[AMP], [NADH]/[NAD"], produccion de ERO,
calcio libre y la reduccion del potencial de membrana (AW4). Las sefiales mitocondriales disparan cambios en la expresion
de genes nucleares que promueven diferentes respuestas sobre las mitocondrias.

Compuestos xenobioticos y 1a mitocondria

Hasta ahora hemos descrito la estrecha relacion
que hay entre el metabolismo de la mitocondria y el
de su célula hospedera; y como la disfuncion
mitocondrial es la causa o consecuencia de diferentes
patologias asociadas al dimorfismo sexual. Ahora
revisaremos los resultados experimentales que se han
obtenido al usar diferentes moléculas para modificar
el metabolismo mitocondrial con intension de detener,
atenuar o eliminar estas enfermedades (Figura 4).

Se ha demostrado que la exposicion de las
mitocondrias a los compuestos xenobidticos estd
sujeta a variables farmacocinéticas tales como la
distribucion de la droga en los tejidos, su metabolismo
y su excrecion; ademas, la anisotropia subcelular de la
mitocondria compromete su exposicion a la
concentracion adecuada del farmaco por el tiempo
necesario para tener un efecto esperado, y disminuir
los secundarios. Los compuestos xenobidticos se
clasifican empiricamente segun el elemento proteico
con el que interactian o el impacto que tienen en la
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fisiologia mitocondrial; asi, hay xenobidticos que
actian sobre el sistema transductor de energia,
aquellos que modifican el potencial de membrana o la
produccion de H,O,, entre otros (9).

El metabolismo mitocondrial y la generacion de
energia dependen del transporte de los diferentes

nutrientes desde el citosol hasta la matriz mitocondrial
a través de la membrana interna (MI) que es
impermeable. Este transporte es mediado por una
familia de acarreadores de membrana (SLC25)
constituida por al menos 53 miembros identificados en
H. sapiens (98).
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Figura 4. Relacion entre los compuestos xenobidticos y el metabolismo mitocondrial. Abreviaturas: AG:

Antihiperglicémicos; AB: Antibidticos; AD: Antidepresivos; AL: Antihiperlipidémicos. I: NADH:CoQ oxido-reductasa;
II: Succinato:CoQ oxido-reductasa; III: QH2:Citocromo ¢ oxido-reductasa; IV: Citocromo ¢ oxidasa; V: FIFO-ATP

sintasa.

El funcionamiento de estos acarreadores involucra
la exposicion alternada en ambos lados de la MI del
sitio de union al sustrato (98). La interaccién mejor
estudiada entre un compuesto xenobidtico y un
acarreador de membrana es la que ocurre entre el
carboxiatractilésido o el acido bongkrekico con el
translocador de ADP/ATP (99), los cuales inhiben el
transporte debido a que se unen al sitio activo cuando
esta expuesto hacia el espacio intermembranal o a la
matriz mitocondrial, respectivamente. La inhibicion
del translocador de ADP/ATP impide la sintesis de
ATP e induce la produccion de ERO. Sin embargo, los
efectos provocados por la inhibicion de los
acarreadores de membrana son muy diversos debido a
la amplia variedad de metabolitos que esta familia de
acarreadores transporta.

Otro sitio de inhibicion son las deshidrogenasas
mitocondriales. La cadena de transporte de electrones
es alimentada por el NADH o por la oxidacion de
metabolitos (i.e. succinato) a través de grupos

prostéticos (i.e. FAD). La produccion de NADH es
llevada a cabo por diferentes enzimas, tales como la
piruvato deshidrogenasa (PDH) o la (-cetoglutarato
deshidrogenasa, por ejemplo. La PDH es inhibida por
analogos del piruvato (i.e. los acil-fosfonatos) (100,
101); mientras que la oxidaciéon de metabolitos
empleando al FAD lo realizan la succinato
deshidrogenasa o la (-glicerofosfato deshidrogenasa.
Esta ultima es inhibida por la benzimidazol-fenil-
succinimida, aunque el sitio de unién a la enzima aiun
no esta definido (102).

La CTE estd constituida por deshidrogenasas
integrales de la membrana interna mitocondrial,
algunas de las cuales funcionan como bombas de
protones. La NADH:CoQ oxido-reductasa o complejo
I es el primer sitio de bombeo de protones y es inhibida
por diversos compuestos xenobidticos que se agrupan
en tres categorias: 1) antagonistas de la quinona (i.e.
piericidina), 2) antagonistas de la semiquinona (i.e.
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rotenona), y 3) antagonistas del
stigmatelina) (103).

La succinato: CoQ oxido-reductasa o complejo 11
contiene al FAD como grupo prostético y oxida al
succinato reduciendo a la quinona. Esta enzima no
bombea protones y es inhibida por un grupo de
carboxamidas, moléculas antifungicas que se fijan al
sitio de union para la quinona (104, 105). El malonato
es un inhibidor competitive del complejo II, y ha sido
esterificado o acilado para ser usado como prodrogas
que pueden atravesar las membranas biologicas
(106).

La QHa: citocromo ¢ oxido-reductasa o complejo
III, es una bomba de protones que funciona
exclusivamente como un dimero. La reaccion neta es
un proceso de dos pasos que involucra dos sitios de
union a la quinona (Q, y Q). Los compuestos
xenobiodticos tienen como blancos estos dos sitios. La
antimicina A es una bis-lactona producida por la
bacteria Streptomyces que se une al sitio Q;, evitando
la oxidacion del ubiquinol durante el ciclo Q (107). El
mixotiazol y la stigmatelina también previene la
oxidacion del quinol en el sitio Q, (108, 109). Estos
compuestos también pueden inhibir al complejo I al
unirse al sitio de union para la quinona (103).

El complejo IV o citocromo c oxidasa, es una
bomba de protones y utiliza al oxigeno como aceptor
final de los electrones, reduciéndolo en agua. Su ciclo
catalitico involucra tres estados conformacionales
que se determinan por el grado de oxidacion de sus
centros redox: 1) totalmente oxidado, 2) parcialmente
reducidos y 3) totalmente reducidos (110). El cianuro
es el compuesto xenobidtico mejor estudiado que se
une al centro binuclear hemo-cobre cuando esta
parcialmente reducido (111). El cianuro puede ser
liberado por sustancias sintetizadas por las plantas,
tales como los glicosidos cianogénicos; aunque
también puede ser directamente suministrado como la
forma de la sal de potasio o sodio. La azida es otro
compuesto xenobiotico que inhibe al complejo IV al
unirse al CuB en su estado totalmente oxidado (112,
113).

El complejo V o FiFo -ATP sintasa emplea el
gradiente electroquimico de protones para sintetizar
ATP a partir del ADP y el fosfato inorgénico (114).
Este complejo es una bomba de protones que esta
dirigida hacia la matriz mitocondrial. En ciertas
condiciones (i.e. células cancerosas) la actividad de
este complejo es la hidrélisis de ATP (ATPasa)
generando el gradiente electroquimico de protones
(115). La F Fo -ATP sintasa esta constituida por dos
sectores, uno soluble y globular denominado Fy, y
uno integral de membrana llamado Fo porque es
inhibido por el antibidtico oligomicina A. Aunque la
oligomicina A es el inhibidor mas usado para el
estudio de la sintesis mitocondrial de ATP, existen

quinol (i.e.

cientos de pequefias moléculas que interaccionan con
la ATP sintasa (116). Los inhibidores del sector
catalitico F; incluyen a las micotoxinas tales como la
aurovertina B y la citreoviridina asi como los
polifenoles de origen vegetal como la curcumina. Los
inhibidores del sector Fo incluyen a los antibioticos
policétidos tales como la oligomicina, la ossamicina
y la apopoptolidina (117). Cualquier inhibidor del
complejo V reduce la respiracion mitocondrial y la
sintesis de ATP.

El flujo de los electrones desde el NADH hasta el
oxigeno involucra mas de una docena de reacciones y
mantiene un estado estacionario del potencial redox
de aproximadamente 1.1 Volts (118). El estado
estacionario del potencial redox depende del flujo de
los electrones a través de los complejos respiratorios,
sin embargo, la fuga de los electrones puede ocurrir
en diferentes circunstancias, lo que favorece la
produccion de ERO tales como el anion superoxido,
el peroxido de hidrogeno, el radical hidroxilo, entre
otros. Los ERO pueden ser reducidos de manera
controlada por el sistema glutation/disulfuro de
glutation, o por reacciones incontroladas que dafian a
los lipidos, las proteinas, o al mtDNA (119, 120).

La produccion de las ERO puede incrementarse
con el uso de compuestos xenobiodticos que contienen
un ntcleo de quinona, tales como el paracuat y la
menadiona (121-123). Hay cuatro observaciones que
confirman la produccion de las ERO: 1) la velocidad
de oxidacion del NADPH; 2) aumento del consumo
de oxigeno; 3) deteccion de la semiquinona y 4)
aumento de la produccion de ERO (124). La
administracion especifica de los pro-oxidantes
permite deteriorar a las mitocondrias de las células
blanco y controlar patologias como el cancer.

Se ha demostrado que la respiracion mitocondrial
estd estrechamente asociada a la masa mitocondrial
(125, 126). La masa mitocondrial estd regulada por la
biogénesis mitocondrial y la mitofagia, ambas
estrechamente asociadas con la fusion y fision de la
red mitocondrial (127-129). Si se modificara la
actividad de las enzimas involucradas en este
proceso, se podria modular la funcién mitocondrial de
manera independiente a la inhibicion de su
metabolismo. Actualmente se conocen compuestos
xenobidticos que modifican la actividad de PGC-1{
(i.e. ZLN-005 y SR18292) y AMPK (ie 5-
hidroxistaurosporina) ~ (130-132), asi  como
inhibidores de la actividad de GTPasas de las enzimas
de la fision mitocondrial: la dinamina y DRP-1 (i.e.
Dinasora y mdivi-1) (133-134).

Prescripcion de drogas y las mitocondrias
Antihiperglicémicos

Existen diferentes drogas wusadas sobre la
mitocondria que se pueden clasificar respecto a su
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efecto tisular. Asi, tenemos a las biguanidas,
compuestos antihiperglucémicos usados para tratar la
diabetes tipo II. La metformina es la biguanida de mas
uso clinico en el mundo. Estimula el transporte celular
de la glucosa, inhibe la gluconeogénesis hepatica y
reduce la produccion de insulina (135). La
administracion de metformina en el intervalo (M
inhibe la produccion de H,O, (136), mientras que en
el intervalo mM es un inhibidor no-competitivo del
complejo I de mitocondrias aisladas del corazén de
humano o de bovino, y de cultivo primario de
hepatocitos humanos (137-139). La metformina y
otras biguanidas son cationes a pH fisiologico, y el
valor de su ICsy disminuye linealmente con respecto a
su caracter lipofilico (137), lo que puede explicar que
en los roedores se acumule en los rifiones, las
glandulas adrenales, el pancreas y el higado (140).

Datos preliminares sugieren que el complejo I de
mitocondrias de riidn de rata hembra son mas
sensibles a la metformina que el complejo I de
machos (Cruz-Vilchis, D.E. manuscrito en
preparacion). La ICsg calculada para el complejo I de
las hembras es alrededor de 10 (M, mientras que en
los machos la ICsp es de 50 mM. Esta es una nueva
evidencia de la repercusion del dimorfismo sexual en
la fisiologia mitocondrial, esta vez en relacion con el
uso de compuestos xenobidticos en el tratamiento
clinico.

La pioglitazona, una tiazolidinediona comun, es
otro xenobidtico usado para tratar la diabetes tipo 11
en humanos. La pioglitazona inhibe la actividad del
complejo I (1-10 pM) y estimula la transcripcion de
genes mitocondriales codificados en el ntcleo (141).

Antibidticos

Los antibioticos son una categoria de compuestos
xenobioticos de uso generalizado, que se clasifican
como bacteriostaticos o bactericidas. Debido al
origen procarionte de la mitocondria, algunos de los
antibioticos pueden modificar el metabolismo
mitocondrial. Los antibidticos como las quinolonas,
las B-lactamas y los aminoglicosidos inhiben la
respiracion, inducen un estado pro-fision y estimulan
la produccion de ERO en las células de mamiferos
(10-25 pg/mL) y en ratédn (12-28 mg/kg/dia) (142).

El ciprofloxacina, un fluoroquinolone bactericida,
es uno de los antibioticos mas usados en el mundo. La
ciprofloxacina inhibe a la topoisomerasa y a la girasa
del DNA lo que provoca una alteracion de la actividad
de ligasa, provocando la ruptura de la doble cadena
del DNA vy la muerte celular. En los mioblastos de
roedores, la ciprofloxacina inhibe la replicacion del
mtDNA dependiente de la topoisomerasa II (143). En
las células T de humano, el tratamiento prolongado
con ciprofloxacina reduce la expresion de las
subunidades cataliticas del complejo 1 (144). Sin

embargo, aiin no hay una evidencia directa de que la
ciprofloxacina inhibe la respiracion mitocondrial o su
metabolismo.

Antidepresivos

Los compuestos que impiden la recaptura de
serotonina (SSRI, del inglés Selective serotonin
reuptake inhibitors) son prescritos para muchos
desordenes depresivos y de ansiedad. Los SSRI son
benzenoides tales como las tametralinas (i.e.
sertralina) y trifluorometilbenzenos (i.e. fluoxetine).
Aunque no se tiene claro su efecto sobre la
mitocondria, ambos compuestos se comportan como
cationes organicos a pH fisioldgico, lo que sugiere
que pueden acumularse en la matriz mitocondrial a
expensas del gradiente electroquimico de protones.

En roedores que han desarrollado los sintomas de
la enfermedad de Huntington por la administracion
experimental del acido 3-nitropropionico, pueden ser
tratados con sertralina (10 mg/kg/dia) para atenuar la
disfuncion motora y preservar las actividades de las
enzimas mitocondriales (145). Sin embargo, la
sertralina puede ser toxica en hepatocitos primarios
pues inhibe a los complejos I y IV, desacopla la
respiracion mitocondrial, estimula la transicion de la
permeabilidad e induce la muerte celular (146).

La fluoxetina es otro SSRI que estd siendo
investigado como un agente antineoplasico. La
fluoxetina inhibe los complejos OXPHOS,
incrementa el calcio citosdlico, y estimula la necrosis
en varias lineas celulares cancerosas (147). En el
cortex frontal de raton la fluoxetina inhibe los
complejos III y IV e induce cambios en el perfil
metabdlico que son asociados con la restriccion
energética (148).

Antihiperlipidémicos

Las estatinas (i.e. simvastatina y atorvastatina) son los
inhibidores de la HMG-CoA reductasa mas prescritos
clinicamente a nivel mundial para eliminar la
hiperlipidemia. La simvastatina es una o-
valerolactona derivada del metabolismo fermentativo
de Aspergillus terreus, mientras que la atorvastatina
es una difenilpirrola sintética. La atorvastatina (50-
100 uM) inhibe la respiracion mitocondrial de la linea
celular derivada del endotelio venoso umbilical de H.
sapiens (149). Tanto la atorvastatina como la
simvastatina inducen la desdiferenciacion e
incrementan la relacion ADP/ATP en miofibroblastos
humanos (150). En ratas la administracion de
atorvastatina durante 20 dias (10 mg/kg/dia)
disminuye la sintesis mitocondrial de ATP y reduce
la actividad del complejo I en el tejido renal y
cardiaco (151). Las mitocondrias aisladas del
pancreas de las ratas se hinchan en presencia de
atorvastatina  (152), ademas de presentar Ia
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disminuciéon en la sintesis de ATP y en la
concentracion de los I, II, IIl,, IV y V (153). No
obstante, la pravastatina no impacta la secrecion de
insulina o la expresion de los complejos respiratorios
en el pancreas (153), ni altera la funcion respiratoria
de las mitocondrias aisladas de las células del
endotelio (149). El analisis de las diferencias
estructurales entre la pravastatina y las demads
estatinas podria ayudar a definir las interacciones que
ocurren con las mitocondrias y modifican su
fisiologia.

Terapia génica y mitocondrias
Las enfermedades son el producto del desajuste o falla
de un drgano especifico. Conocemos las fallas renales,
los infartos al miocardio o los problemas cognitivos,
por ejemplo. Sin embargo ;qué ocurre cuando un
organulo celular funciona de manera defectuosa
debido a una mutaciéon? Actualmente, conocemos
algunas enfermedades mitocondriales con su origen en
mutaciones del mtDNA: la encefalomiopatia como el
sindrome de MELAS, la epilepsia mioclonica con
fibras rojas rasgadas del sindrome de MERRF vy el
sindrome Kearns-Sayre (14) para las cuales aun no
tenemos tratamiento. Sin embargo, hay otra
enfermedad mitocondrial cuya mutacion reside en el
gen mtND4 que codifica para una de las 42
subunidades del complejo 1. Este gen se descubrid y
maped en 1988, poco antes de que iniciaramos el
Proyecto del Genoma Humano. La enfermedad se
conoce como neuropatia Optica hereditaria de Leber
(LHON, del inglés Leber Hereditary Optic
Neuropathy). Esta enfermedad, por razones que aun
desconocemos, afecta especificamente a las células
ganglionares de la retina, conductoras de Ia
informacion de la retina al nervio Optico y éste al
cerebro. Las fibras nerviosas de la papila Optica se
engrosan, se atrofia el nervio 6ptico y los nervios de la
retina se adelgazan, provocando ceguera.

En 2011, un grupo oftalmolégico de China
modificé al virus AAV2 para incluirle la version
normal del gen ND4 (154). Este virus infecta a las
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Resumen

La diabetes y la hipertension son comorbilidades en
la poblaciéon, ambas patologias predisponen al
riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV), que
producen de forma crénica hipertrofia del
ventriculo izquierdo (HVI) e insuficiencia cardiaca
(IC). Aunque existen diversos tratamientos para la
prevenciéon de las ECV, la IC afecta a mas de 64
millones de personas en todo el mundo. La diabetes
produce hiperglucemia y esta alta concentracion de
glucosa en sangre forma enlaces con proteinas,
lipidos y acidos nucleicos para sintetizar productos
finales de glicacion avanzada (AGEs, por sus siglas
en inglés) que, al activar a sus receptores (RAGEs),
modifica vias de sefializacion generando especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
y estrés oxidativo. Las ROS producen dafio
endotelial en los vasos sanguineos incrementando la
presion arterial sistémica, y también modifican la
actividad de sistemas neurohumorales como el
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
que, a su vez, produce hiperactivacion del sistema
nervioso simpatico (SNS), probablemente a través
de estimular el receptor adrenérgico auip (0ip-AR),

Abstract

Diabetes and hypertension are comorbidities in the
population; both pathologies predispose to the risk
of cardiovascular disease (CVD), which chronically
produce left ventricular hypertrophy (LVH) and
heart failure (HF). Although there are several
treatments for the prevention of CVD, HF affects
more than 64 million people worldwide. Diabetes
generates  hyperglycemia  and  this  high
concentration of glucose in the blood forms bonds
with proteins, lipids and nucleic acids to synthesize
advanced glycation end products (AGEs) that, by
activating their receptors (RAGEs), modify
signaling pathways generating reactive oxygen
species (ROS) and oxidative stress. ROS produce
endothelial damage in blood vessels, increasing
systemic blood pressure, and also modify the
activity of neurohumoral systems such as the renin-
angiotensin-aldosterone system (RAAS), which, in
turn, produces hyperactivation of the sympathetic
nervous system (SNS), probably through the
activation of the oup adrenergic receptor (o.ip-AR),
a receptor importantly involved in the development
of hypertension, LVH and HF. Antagonism of oup-
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un receptor involucrado de manera importante en el
desarrollo de la hipertension, la HVI y la IC. El
antagonismo del op-AR con el firmaco BMY
7378, en ratas espontaneamente hipertensas (SHR),
de edad avanzada y con IC, disminuy6 la presion
arterial, revirti6 la HVI y mejord la funcion
cardiaca; por lo tanto, este receptor representa un
blanco terapéutico novedoso para el tratamiento de
la ECV. En este articulo describimos algunas de las
rutas metabolicas que se modifican por la diabetes y
su conexion con la hipertension e IC, a través del
incremento en la actividad del ap-AR. Ademas,
proponemos el uso de silenciadores de RNAm para
el oaip-AR como una alternativa terapéutica,
diferente a las utilizadas actualmente, para el
tratamiento de complicaciones cardiovasculares.

Palabras claves: diabetes, hipertension,
insuficiencia cardiaca, receptor adrenérgico ouip,
silenciamiento de mRNA.

AR with BMY 7378, in spontaneously hypertensive
rats (SHR), aged and with HF, decreased blood
pressure, reverted LVH and improved cardiac
function; therefore, this receptor represents a novel
therapeutic target for the treatment of CVD. In this
article we describe some of the metabolic pathways
that are modified by diabetes and their relationship
with hypertension and HF, through increased oip-
AR activity. Furthermore, we propose the use of
RNAm silencers for ai;p-AR as a therapeutic
alternative, different from those currently used, for
the treatment of cardiovascular complications.

50

Keywords: diabetes, hypertension, heart failure,
aup-adrenoreceptor, mRNA silencing.

Introduccion

La diabetes y la hipertension son las principales
enfermedades cronicas, no transmisibles, que
incrementan la morbimortalidad por el desarrollo de
eventos cardiovasculares (1, 2). Aunque Ia
fisiopatologia de ambas enfermedades no es clara, se
sabe que la hiperglucemia cronica forma AGEs, ROS
y estrés oxidativo, ya que los mecanismos enddgenos
antioxidantes no son suficientes para
contrabalancearlo y  desencadena  procesos
inflamatorios y neurohumorales importantes (3). En
este contexto, aunque las interacciones entre el
SRAA vy el sistema nervioso autonomo (SNA)
regulan la funcion cardiaca en condiciones
fisiologicas, el estrés oxidativo cambia su
funcionalidad contribuyendo, en gran medida, con el
desarrollo de patologias. La hiperactividad del
SRAA, el SNS y la disminucion de la actividad
parasimpatica, como sucede en la hipertension,
produce remodelacion cardiaca adaptativa que genera
la pérdida stbita de tejido viable formando tejido
fibrético y engrosando la pared ventricular, lo que
modifica la funcionalidad del corazéon (4-6). Estos
cambios producen el desarrollo de insuficiencia
cardiaca. Por lo tanto, el SRAA y el SNA representan
blancos terapéuticos cuya modulacion permitiria
disminuir la morbimortalidad de los padecimientos
cardiacos.

La diabetes y la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS)

La diabetes es una enfermedad cronica que ocurre
cuando el pancreas no produce suficiente insulina
(Diabetes tipo 1), o bien, porque el organismo no la
utiliza adecuadamente (Diabetes tipo 2, DT2) (7).
Ambos tipos de diabetes cuando no se controlan
producen hiperglucemia, la cual, si es cronica, causa
dafios serios en el organismo, principalmente en las
terminales nerviosas y en los vasos sanguineos (8).

La DT2 es la mas frecuente y representa el 90 %
de los casos en el mundo (9). En 2021, México ocupd
el 7° lugar con mayor nimero de casos, 14.1 millones
de adultos entre 20-79 afios de edad; y se proyecta
que para 2045 este nimero se incremente a 21.2
millones (9). Mientras que, entre niflos Yy
adolescentes hubo 41,600 nuevos casos de DT2 en
ese mismo afio en México, que ocupo el 4° lugar
mundial (9, 10).

La falta del diagndstico oportuno de la diabetes
genera glucotoxicidad hiperglucémica, un proceso
irreversible que altera rutas metabodlicas, procesos
neurohumorales y el estrés oxidativo (11). Cabe
mencionar que, de manera dependiente al tiempo de
hiperglucemia, la glucosa sanguinea reacciona con
proteinas, lipidos y acidos nucleicos para formar
enlaces de menos a mas estables; es decir, en etapas
tempranas hay procesos reversibles como las
reacciones de nitrosilacion, acetilacion, ADP-
ribosilacion y succinacidon; mientras que, en etapas
posteriores se desarrollan reacciones de glicacion,
carbonilacién y nitraciéon, que son reacciones
irreversibles (3), y que son la principal causa de
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estrés oxidativo, dafio endotelial y enfermedad
cardiovascular.

A causa de que la glucosa, en su forma reducida,
reacciona espontaneamente con las proteinas, ocurre
la reaccion de Maillard en tres fases: en primer lugar,
la glucosa se une a los aminoacidos terminales de las
proteinas, principalmente lisina y arginina, para
formar una base de Schiff, el cual es un compuesto
que por doble enlace une un carbono con un
nitrégeno, ya que no forma enlaces con hidrégenos.
Para que esta reaccion ocurra las concentraciones de
glucosa o fructosa en sangre deben ser muy altas y
solo es cuestion de pocas horas para formar las bases
de Schiff; si la glucemia disminuye, esta reaccion se
revierte. Por el contrario, si la glucemia se mantiene
alta, estas bases de Schiff, en cuestion de dias,
formaran enlaces estables conocidos como productos
de Amadori o productos tempranos de glicacion, una
reaccion también reversible. Sin embargo, el
rearreglo molecular y la interaccién entre grandes
cantidades de productos de Amadori genera
reacciones de hidratacion, oxidacién y reduccion
formando uniones entre estas proteinas con enlaces
covalentes, irreversibles. Se requieren semanas o
meses para la formacion de estos arreglos
moleculares, conocidos como los productos finales
de glicacion avanzada (AGEs). Ademas de Ia
reaccion de Maillard, se han reportado, otros dos
mecanismos para la formacion de AGEs: Ia
oxidacion de la glucosa y la peroxidacion de lipidos a
través de la via de sefializacion del poliol (3, 12).

La formacion de AGEs activa a sus receptores
(RAGEs), los cuales estimulan cascadas de
sefializacion que forman ROS y generan estrés
oxidativo. Los RAGEs son receptores multiligando
de 394 aminoacidos de longitud y pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas; estos
receptores se expresan abundantemente en diversas
células y tejidos, incluyendo vasos sanguineos,
musculo liso vascular, cardiomiocitos, etc. (2). La
activacion de estos RAGEs desencadena las vias de
sefializacion de las proteinas cinasas activadas por
mitégenos (MAPK), cinasas reguladoras de sefales
extracelulares (ERK) y Janus (JAK), que son
enzimas que promueven procesos inflamatorios,
proliferativos y apoptoticos (13). Estas vias de
sefializacion activan al factor de crecimiento
transformante alfa (TGF-a) y a la NADPH oxidasa 1
(NOX-1) formando ROS (14). A concentraciones
fisiologicas las ROS actGan como segundos
mensajeros que traducen sefiales intracelulares en
diferentes procesos; sin embargo, cuando hay
formacion excesiva de ROS que sobrepasa la
capacidad de la defensa antioxidante ocurre el estrés
oxidativo, el cual contribuye con el desarrollo de
procesos patoldogicos como los neurodegenerativos,

cancer, enfermedad renal, enfermedades metabolicas,
disfuncion endotelial e hipertension (15) (Figura 1).

Estrés oxidativo e Hipertension

La hipertension es la principal comorbilidad de la
diabetes. En México, alrededor de 25.5 millones de
personas tienen hipertension, en donde el 60 % esta
diagnosticado y el 40 % restante ignora su
padecimiento (16). Algunos estudios
epidemioldgicos han determinado que las personas
con DT2 tienen de 2 a 4 veces mayor riesgo de
desarrollar  hipertensiéon,  enfermedad  arterial
periférica e infarto al miocardio, en comparacion con
personas que no la padecen (17).

La fisiopatologia de la hipertension involucra el
desbalance de la homeostasis de diferentes 6rganos y
sistemas, como el cardiovascular, el renal, el sistema
inmunolégico y el neurologico, entre otros. Sin
embargo, un factor en comiin que contribuye con este
desequilibrio es el estrés oxidativo. Asi, en el sistema
cardiovascular, el estrés oxidativo causa disfuncion
endotelial (15). El endotelio es una monocapa de
células en el interior de los vasos sanguineos, que
libera diversas sustancias para mantener la
homeostasis vascular con funciones autocrinas,
paracrinas 'y endocrinas (18). En condiciones
homeostaticas el endotelio ayuda a mantener el tono
muscular liberando moléculas vasoconstrictoras,
proliferativas y protromboticas (p.ej. endotelina-1 y
tromboxano A2), y para regular estos procesos
también libera sustancias vasodilatadoras, anti-
proliferativas y antitromboticas (p.ej. 6xido nitrico y
prostaciclina) (18). La disfuncién endotelial es un
desbalance entre la liberacion de sustancias
vasoconstrictoras y vasodilatadoras, particularmente
disminuye la produccion de o6xido nitrico (NO),
quien no solo actiia como vasodilatador potente, sino
también reduce las ROS, incluyendo el anién
superoxido (O;) que, ademas de inactivar el NO,
causa disrupcion oxidativa de los mecanismos de
sefalizacién en el endotelio y en el musculo liso
vascular (MLV), alterando los procesos de
crecimiento y remodelacion vascular (19, 20). En el
MLV la NOX-1, es un complejo enzimatico unido a
la membrana plasmatica que transfiere electrones del
NADPH al oxigeno, y en condiciones fisioldgicas
cataliza diversas funciones vasculares por vias de
sefalizaciébn que incluyen reacciones redox; sin
embargo, son una de las fuentes mas importantes en
la formacion de ROS y contribuyen importantemente
con el estrés oxidativo (21). En este sentido, la
angiotensina II (Ang-Il), el principal péptido
vasoactivo involucrado en la regulacion y la
activacion de la NOX-1, al activar su receptor AT,
aumenta la generacion de ROS intracelulares, que
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Figura 1. Formacion de AGEs y estrés oxidativo por el alto consumo de azicares. Las altas concentraciones de
glucosa sanguinea reaccionan con las proteinas plasmaticas y/o membranales mediante la reaccion de Maillard, para
formar bases de Schiff, productos de Amadori y AGEs, lo que causa la formacion de ROS y estrés oxidativo que producen

dafio cardiovascular. Imagen elaborada en Biorender.

junto con algunas citocinas y factores de crecimiento,
regulan la expresion del receptor AT, formando un
bucle, en donde ambas vias activan la una a la otra
(22). Aunque ain no se ha determinado si este
proceso autorregulador es fundamental en el
incremento de la presion arterial, se conocen modelos
de hipertension donde la actividad de la NOX-1 y del
SRAA esta incrementada (23).

El sistema renina angiotensina aldosterona y la
activacion del sistema nervioso simpatico en la
hipertension

El SRAA es un sistema ubicuo en el organismo,
tiene funciones vitales en la regulacion de la presion
arterial y el mantenimiento de los volimenes de agua
y sodio (24). La Ang II, la principal molécula
efectora, es muy versatil y tiene actividades
intracrinas, paracrinas y autocrinas con funcion
prominente en los vasos sanguineos activando sus

receptores en el musculo liso (AT; o AT»), o bien,
favoreciendo la liberacion de PGE, (prostaglandina
vasoconstrictora) (25). La Ang II actiia sobre su
receptor AT; en el MLV, y estimula a la proteina
heterotrimérica Gq, para activar a la fosfolipasa C
que via IP3; incrementa el calcio intracelular y la
vasoconstriccion (26). Sin embargo, la funcion de
Ang II no se limita a este efecto, sino que también
por diversas vias de sefializacion activadas en
diferentes 6rganos estimulan enzimas tirosina cinasas
como la MAPK, cinasas de adhesion focal (FAK) y
JAK cinasas, entre otras, por lo que es comprensible
que la Ang II tenga efectos proliferativos, fibroticos
y apoptoticos (27, 28). Aunque la activacion del
SRAA puede ser compensatoria en etapas tempranas
del dafio cardiovascular, su activacion a largo plazo
tiende a ser maladaptativa. En el modelo de
hipertension esencial, de las ratas espontaneamente
hipertensas (SHR), se ha encontrado actividad
incrementada del SRAA, con concentraciones altas
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de Ang II circulante e hiperactividad en los tejidos
con SRAA local (29); por ejemplo, en el cerebro, el
SRAA contribuye con la regulacion de la presion
arterial a través de vias hipotalamicas y medulares
para incrementar el flujo simpatico, disminuir la
sensibilidad barorrefleja y estimular la secrecion de
vasopresina (30). En las SHR se ha encontrado
multiple evidencia que sugiere la hiperactivacion del
SRAA en el cerebro, que precede el incremento de la
presion arterial en este tipo de ratas; por ejemplo, el
aumento de la sintesis del angiotensinbgeno
(precursor del SRAA) en el area predptica en ratas de
4 semanas de edad (31), o bien, el incremento de la
expresion del receptor AT; en la médula rostral
ventrolateral (MRVL) en SHR, en comparacioén con
su control normotenso (ratas Wistar Kyoto, WKY)
(32). Ademas, con microinyecciones de candesartan
(antagonista del AT;) en el area hipotalamica
anterior, disminuye la presion arterial de las SHR
(33). Interesantemente, el efecto depresor por
inhibiciéon del SRAA cerebral de las SHR parece ser
debido a la disminucion de la actividad simpatica
(33). Esto es, hay expresion de AT, en neuronas
vasomotoras presimpaticas en la MRVL, que son la
fuente de estimulos excitatorios a las neuronas
preganglionares simpaticas, en la columna celular
intermediolateral de la espina dorsal (34). Del mismo
modo, algunos autores han descrito que los efectos
presores de Ang II también son mediados por la
neurotransmision noradrenérgica (35).

De manera similar, en la vasoconstriccion
periférica inducida por infusion de Ang II se
encontrd que, la respuesta contractil a fenilefrina,
agonista de los receptores oj-adrenérgicos (ai-AR),
en anillos de aorta, fue mayor en las ratas tratadas
con Ang II en comparacién con anillos adrticos de
ratas controles, en los cuales la expresion del oip-AR
disminuyd, mientras que la abundancia de los ouia-
AR y ais-AR no se modificé. También se observo
hipertrofia vascular de la aorta, donde predomina el
receptor a.ip-AR, pero no en la arteria caudal donde
predomina el aiia-AR. Este efecto se revirtio después
de administrar el farmaco BMY 7378, antagonista
selectivo del aip-AR; estos resultados sugieren que
en el proceso hipertrofico inducido por Ang II
participan de manera conjunta el AT; y el aip-AR
(36).

El sistema nervioso simpatico y la insuficiencia
cardiaca

La morbimortalidad de la hipertension esta
fuertemente asociada con la remodelacion patologica
de los vasos sanguineos y del miocardio. Durante
este proceso se ha observado que el SRAA favorece
el crecimiento y la proliferacion del musculo liso, la

disfuncion endotelial y el dafio celular (37). Por otro
lado, en el miocardio bajo condiciones patologicas, el
SRAA inicia una cascada de sefializacion que resulta
en aumento de la sintesis de colageno por los
fibroblastos cardiacos, causando fibrosis e hipertrofia
de los miocitos, lo cual genera insuficiencia cardiaca
(38). Uno de los mecanismos por los cuales la Ang I1
produce hipertrofia es por el incremento en la
liberacion de noradrenalina (NA), la cual, también
produce cambios morfoldégicos y funcionales
cardiovasculares (39).

La NA al interaccionar con sus receptores o;-AR
regula la funcion cardiovascular, como la contraccion
arterial y los efectos inotropicos positivos en el
miocardio (40). Estos receptores, ademas de estar
involucrados en el incremento de la presion arterial,
principalmente el ap-AR (41) han sido implicados
en procesos patologicos como la isquemia y la
hipertrofia cardiaca, produciendo arritmias (42).
Algunos estudios muestran que la incubacion de
miocitos con catecolaminas causa hipertrofia celular
por la activacion de estos receptores, generando
eventos que modifican la expresion de genes
embrionarios e incrementan la produccién de
proteinas contractiles que aumentan el tamafio del
miocito (43, 44). La hipertrofia cardiaca inicialmente
tiene efectos benéficos en términos de economia
muscular, conocida como hipertrofia adaptativa; sin
embargo, a la hipertrofia cronica que conlleva a la
isquemia y la insuficiencia cardiaca con apoptosis, se
le conoce como hipertrofia maladaptativa (45). Se ha
sugerido que de manera dependiente al a;-AR, se
presenta uno u otro tipo de hipertrofia en el
miocardio; es decir, cuando se trata del cja-AR se
desarrolla hipertrofia compensatoria y adaptativa;
mientras que, si se trata del aig-AR, se presenta
hipertrofia maladaptativa que produce insuficiencia
cardiaca (45). Sin embargo, recientemente se estudio
el efecto que tiene la activacion del ap-AR en el
proceso de remodelacion cardiaca.

El oip-AR es funcional en diversas arterias como
aorta, carotida, mesentérica, iliaca y femoral,
mediando la contraccion por estimulo
noradrenérgico, y su expresion funcional in vivo
regula importantemente la presion arterial (46). Este
receptor ha sido relacionado con el desarrollo de la
hipertension (41), y su activacion constitutiva y el
incremento en el tono simpatoadrenal en las SHR
47).

Interesantemente, en las SHR la expresion
proteica del aip-AR estd incrementada; por lo que
decidimos investigar su participacion en la HVI en
SHR con terapia crénica por antagonismo especifico
de este receptor. Usamos SHR macho prehipertensas
(5 y 10 semanas de edad) e hipertensas (20 y 30
semanas de edad), para observar el desarrollo de la
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Figura 2. Curso temporal del desarrollo de la HVI en las SHR. (a) Curso temporal de la evolucion de la hipertrofia
ventricular izquierda en ratas espontaneamente hipertensas (SHR) a diferentes edades. Se realizé la medicion de los
cardiomiocitos (b) y la pared del ventriculo izquierdo (¢), en donde se observd un proceso hipertréfico cardiaco avanzado
a las 30 semanas de edad. Los datos representan la media + el error estindar de 3-4 ratas por grupo (*p<0.05 vs. WKY).

Imagen tomada de Rodriguez, et al., 2020, (48).

HVI y se compararon con ratas WKY, su control
normotenso, en edades iguales. Algunas SHR (30
semanas) se trataron cronicamente con BMY 7378,
antagonista del a;p-AR, (10 mg/kg/dia, v.0.) o con
captopril, inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina (40 mg/kg/dia, v.0.) como control
positivo, durante 4 semanas. Se midi6 la presion
arterial (por pletismografia), la funcioén cardiaca in
vivo (por registro de la presion sistdlica y diastolica
del ventriculo izquierdo, asi como las tasas maximas
de aumento y caida de la presion del ventriculo
izquierdo) y la hipertrofia cardiaca (por histologia).
La masa cardiaca aumento con la edad en ratas WKY
y SHR, determinada por el tamafio de los
cardiomiocitos y el espesor de la pared ventricular
(Figura 2). En las SHR de 30 semanas de edad la
funcién cardiaca disminuyd y no respondieron a la
estimulacion con isoproterenol (agonista $-AR). El

BMY 7378 y el captopril disminuyeron la presion
arterial sistolica y la diastdlica, sin cambios en la
frecuencia cardiaca, ademas redujeron el tamafio de
los cardiomiocitos, la fibrosis y restauraron la
respuesta cardiaca al isoproterenol. Con estos
resultados concluimos que el BMY 7378 revirtio la
HVI y mejor6 la funcion cardiaca de las SHR, por el
antagonismo del o;p-AR (48) (Figura 3). Sin
embargo, encontramos que el BMY 7378 también
tiene otros blancos farmacoldgicos (p.ej. antagonista
de los receptores SHT4) que, de manera indirecta,
contribuirian con la reversion de la hipertrofia
cardiaca, razon por la cual, disefiamos otro farmaco
como los RNA pequefios de interferencia (siRNA),
con un mecanismo de accion selectivo para inhibir el
aip-AR y de esta manera determinar su relevancia en
la farmacologia cardiovascular.
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Figura 3. Reversion de la HVI en SHR. La administracion de captopril (inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina) o BMY 7378 (antagonista selectivo del aip-AR) revirtieron la HVI (a y ¢), el tamaiio de los cardiomiocitos
(d) y la fibrosis (b y e) en SHR de edad avanzada y con insuficiencia cardiaca. Los datos representan la media + el error
estandar de 3-4 ratas por grupo (*p<0.05 vs. WKY y “p<0.05 vs. SHR). Imagen tomada de Rodriguez, et al., 2020, (48).

Silenciadores de RNAm como alternativa
terapéutica en el tratamiento de la hipertension y
la insuficiencia cardiaca

El RNA de interferencia (RNAi) es un
mecanismo endogeno que el organismo usa para
defenderse ante invasiones de genomas externos que
pueden alterar su homeostasis (p.ej. virus) (49). En
1998, Fire y Mello encontraron que silenciar genes
en Caenorhabditis elegans (C. elegans) a través de
RNA de doble cadena (dsRNA), revoluciono la idea
de la modulacion en la transcripcion genética con
fines terapéuticos (49). Algunas de las formas de
RNAIi que han resultado ftiles en el silenciamiento
de genes son los microRNA (miRNA) y los RNA
pequetios de interferencia (siRNA), ambos convergen
en la induccion de complejos de silenciamiento de
RNA mensajero para inhibir la expresion
postranscripcional de las proteinas de manera
especifica (50).

El mecanismo de accion de los siRNA consiste en
introducir una molécula de dsRNA de 21 a 23
nucleétidos de longitud, de la secuencia del RNAm
que codifica para la proteina que se busca inhibir, es
imprescindible este tamafio del dsRNA para no
desencadenar reacciones inmunologicas,
principalmente de respuesta para los interferones
(51). Para que el siRNA pueda entrar a la célula, este
debe estar protegido por un acarreador que
disminuya su degradacion por endonucleasas y que
sea suficientemente liposoluble para atravesar con
facilidad la membrana fosfolipidica (liposomas,
nanoparticulas, etc.). Una vez que la molécula
atraviesa la membrana, se libera del acarreador y el
dsRNA es escindido por Dicer, un miembro de la
familia de las RNAsas III, de esta manera se forman
2 secuencias, a una de ellas se le llama hebra pasajera
(secuencia sentido) y la otra es la hebra guia
(secuencia antisentido). Después, el siRNA se
incorpora a un complejo multiprotéico conocido
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Figura 4. Mecanismo de accién de los siRNA del aip-AR. Con la introduccion de la secuencia de mRNA de doble
cadena del aip-AR se inhibira la traduccion proteica, teniendo efectos cardiovasculares benéficos. Imagen elaborada con

Biorender.

como RISC (RNA-induced silencing complex),
donde interactia con la proteina Argonauta 2 (Ago 2)
que resulta en el desdoblamiento, separacion y
degradacion de la hebra pasajera; mientras que la
hebra guia, que es complementaria al RNAm blanco,
conduce al complejo RISC hasta esta secuencia para
ser destruida y por ende no se traduce la proteina (52,
53).

La ventaja mas importante que tiene la terapia
con RNAI es la selectividad. La seleccion y el disefio
correcto de los siRNA asegura que no haya
interaccion con secuencias homologas que inhiban
genes no especificos. Esta terapia ya se utiliza en
tratamientos anticancerigenos, en donde la terapia
génica en combinacién con farmacos potencia el
efecto terapéutico; por ejemplo, el tratamiento con
doxorrubicina se incrementa si se administra en
conjunto con un siRNAm de las proteinas MDR1
(multidrug resistance 1), que son proteinas que
causan resistencia a los farmacos (54).

Aunque hay pocos estudios en donde se utilicen
los siRNA para tratar padecimientos
cardiovasculares, el silenciamiento génico del aip-
AR en células de MLV de aorta de rata ya se ha
reportado, y se encontrd que la inhibicion maxima
del a;p-AR fue 72 horas después de la transfeccion
de los siRNA, con reduccién en la expresion proteica

del 75 %; este efecto se comprobd molecularmente
por Q-RT-PCR y Western blot, donde se observé una
reduccion en la proteina, con incremento en la
expresion del RNAm que codifica para el a;p-AR, lo
cual es comtn cuando hay procesos regulatorios que
compensan la inhibicion del gen (55).

Aunque ha habido dificultades para el
silenciamiento génico en pruebas in vivo, es
importante destacar que con otras técnicas menos
especificas se ha comprobado que la inhibicion de la
expresion del aip-AR es relevante en la funcién y la
remodelacion cardiaca. En estudios con animales
integros se verifico la eficacia de la vacuna anti oip-
AR, ADRQB-004, que disminuy6 la presion arterial,
la hipertrofia cardiaca y la fibrosis en las SHR (56).
Estos estudios se verificaron con el antagonismo del
aip-AR con BMY 7378, con el que hubo efectos
similares (48). Por lo tanto, con estos resultados se
sugiere que el op-AR participa en el dafio
cardiovascular generado por la hipertension, y es un
potencial blanco farmacolégico para desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas, como los siRNA que
disminuirian la incidencia de ECV a causa de la
diabetes y la hipertension (Figura 4).
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Resumen

En México, la pandemia de COVID-19 ha tenido un
impacto significativo en la salud publica y ha puesto
de relieve la interrelacion entre el virus SARS-CoV-
2, las enfermedades cronicas no transmisibles y la
respuesta inmunitaria ante una enfermedad
emergente. Desde el inicio de la pandemia en 2020,
nuestro pais ha experimentado multiples oleadas de
casos de COVID-19, cada una con su propio
conjunto de desafios y consecuencias. Durante estas
oleadas, se ha observado un aumento significativo en
el nimero de casos y muertes relacionadas con
COVID-19, especialmente durante la segunda y
tercera olas, que ejercieron una presion considerable
sobre el sistema de salud mexicano. Se ha
demostrado que una respuesta inmunitaria excesiva
o desregulada puede contribuir a complicaciones
graves de COVID-19, especialmente en individuos

Abstract

In Mexico, the COVID-19 pandemic has had a
significant impact on public health, highlighting the
interrelation between the SARS-CoV-2 virus,
chronic diseases, and the immune response to an
emerging disease. Since the onset of the pandemic in
2020, our country has witnessed multiple waves of
COVID-19 cases, each with its own set of challenges
and consequences. These waves have seen a notable
increase in COVID-19 cases and related deaths,
especially during the second and third waves,
imposing considerable pressure on the Mexican
healthcare system. It has been demonstrated that an
excessive or dysregulated immune response can
contribute to severe COVID-19 complications,
particularly in individuals with pre-existing
conditions such as diabetes, systemic arterial
hypertension, overweight, and obesity. These
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con enfermedades cronicas no transmisibles
preexistentes como la diabetes, la hipertension
arterial sistémica, el sobrepeso y la obesidad; estas
condiciones subyacentes no solo aumentan el riesgo
de complicaciones graves, sino que también pueden
afectar la capacidad del cuerpo para combatir la
infeccion viral, lo que lleva a una mayor
susceptibilidad y peores desenlaces clinicos.
Ademas, la pandemia de COVID-19 ha tenido un
impacto significativo en el control y la atencion de
las enfermedades cronicas no transmisibles en
Meéxico. La interrupcion de los servicios de salud no
relacionados con COVID-19, la falta de acceso a
medicamentos y la disminucion de la actividad fisica
debido a las medidas de distanciamiento social han
contribuido a un deterioro en el control de las
enfermedades cronicas no transmisibles en muchas
personas. Ademas, la situacion econdémica ha
exacerbado las desigualdades socioeconémicas en el
control de las enfermedades cronicas no
transmisibles, con un impacto desproporcionado en
las comunidades marginadas y vulnerables. La

pandemia de COVID-19 ha destacado la
interconexion  entre el  SARS-CoV-2, las
enfermedades cronicas no transmisibles y la

respuesta inmunitaria del cuerpo en Meéxico.
Comprender esta relacion es fundamental para
identificar a los pacientes con mayor riesgo de
complicaciones graves y desarrollar estrategias de
prevencion y tratamiento efectivas. Ademas, es
necesario abordar las disparidades socioecondmicas
y mejorar el acceso a la atencion médica para
garantizar una respuesta integral y equitativa a la
pandemia y sus efectos en la salud publica. El
objetivo de este analisis es describir la relacion entre
las enfermedades cronicas no transmisibles con la
hospitalizacion, desenlaces clinicos graves y la
defuncion por COVID-19 en los casos confirmados
en poblacion mexicana, comparando las tres
primeras olas epidemioldgicas de la pandemia. Se
realiz6 una revision general sobre la interaccion entre
enfermedades cronicas no transmisibles y su papel en
la respuesta inmunitaria a la infeccion por SARS-
CoV-2 desde la perspectiva de la salud publica.

Palabras claves: COVID-19, Vigilancia
Epidemiologica, SARS-CoV-2, enfermedades
cronicas no transmisibles, respuesta inmunitaria.

underlying conditions not only heighten the risk of
severe complications but can also impact the body's
ability to combat viral infection, leading to increased
susceptibility and worse clinical outcomes.
Furthermore, the COVID-19 pandemic has
significantly affected the control and management of
chronic diseases in Mexico. Disruption of non-
COVID-19-related healthcare services, lack of
access to medications, and reduced physical activity
due to social distancing measures have contributed to
a deterioration in chronic disease control for many
individuals. Additionally, the economic situation has
exacerbated socio-economic inequalities in chronic
disease control, disproportionately impacting
marginalized and vulnerable communities. The
COVID-19 pandemic has underscored the relation
between the SARS-CoV-2 virus, chronic diseases,
and the body's immune response in Mexico.
Understanding this relationship is crucial for
identifying patients at higher risk of severe
complications and developing effective prevention
and treatment strategies. Addressing socio-economic
disparities and improving access to healthcare are
essential for ensuring a comprehensive and equitable
response to the pandemic and its impact on public
health. The objective of this analysis is to describe
the relationship between chronic diseases,
hospitalization, severe clinical outcomes, and death
from COVID-19 in confirmed cases within the
Mexican population, comparing the first three
epidemiological waves of the pandemic. A
comprehensive review was conducted on the
interaction between chronic diseases and their role in
the immune response to SARS-CoV-2 infection from
a public health perspective.

Keywords: COVID-19, epidemiological
surveillance, SARS-CoV-2, chronic disease, immune
response.

Introduccion: la interseccién entre COVID-19 y las
enfermedades cronicas no transmisibles.

La pandemia de COVID-19 ha puesto al
descubierto una serie de interacciones complejas entre
el virus SARS-CoV-2 y las enfermedades cronicas no
transmisibles (ECNT), tales como la diabetes (DT), la

hipertension  arterial ~ sistémica  (HAS), las
enfermedades cardiovasculares (EC), enfermedad
renal cronica (ERC) y la obesidad [1]. Estas
condiciones de salud preexistentes han demostrado
aumentar  significativamente el riesgo de
complicaciones graves y muerte por COVID-19 [2].
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Las ECNT representan una carga de enfermedad
significativa para la salud publica en todo el mundo,
siendo responsables de la mayoria de las muertes a
nivel global [3]. Estas condiciones, caracterizadas por
su curso prolongado y progresivo, son influenciadas
por una combinacion de factores genéticos,
ambientales y de estilo de vida [4]. La obesidad, por
ejemplo, no solo aumenta el riesgo de desarrollar DT
tipo 2 y EC, sino que también compromete la funcion
inmunitaria, lo cual, puede aumentar la vulnerabilidad
frente a infecciones virales como la COVID-19 [5].
La interaccion entre la COVID-19 y las ECNT se
manifiesta de varias maneras. En primer lugar, las
personas con ECNT tienen un mayor riesgo de
contraer COVID-19 debido a la disfuncion
inmunitaria que manifiestan ante la presencia del
SARS-CoV-2 y de comorbilidades que afectan
negativamente la salud pulmonar y cardiovascular [6].
Una vez infectadas, estas personas enfrentan un mayor
riesgo de desarrollar complicaciones graves, como
neumonia, sindrome de dificultad respiratoria aguda
(SDRA), efectos deletéreos en el sistema
cardiovascular y trombosis, debido a la inflamacion
sistémica y la respuesta inmune alterada [7].

Ademas, la pandemia a nivel mundial exacerbo las
disparidades existentes en el acceso a la atencion
médica y en los determinantes sociales de la salud, lo
que ha impactado de manera desproporcionada a las
personas con ECNT, especialmente a aquellas de
comunidades marginadas o con recursos limitados [8].
Las medidas de distanciamiento social, si bien son
cruciales para contener la propagacion del virus,
también han interrumpido los servicios de atencion
médica preventiva y de seguimiento para las personas
con ECNT, lo que ha llevado a un control deficiente
de estas enfermedades y a un mayor riesgo de
complicaciones relacionadas con la COVID-19 [9].

La relacion entre la COVID-19 y las ECNT es
compleja y multifacética, con implicaciones
significativas para la salud publica y la atencion
médica [10]. Abordar esta interseccion requiere un
enfoque  integral que combine la vigilancia
epidemioldgica, el manejo y el tratamiento de las
ECNT, asi como medidas especificas para proteger a
las poblaciones vulnerables [11]. Solo mediante una
respuesta coordinada y colaborativa, se pueden
mitigar los impactos negativos de la pandemia en las
personas con ECNT y trabajar hacia un futuro mas
saludable y resiliente. Estudios clinicos realizados
durante la pandemia, han descrito la asociacion de las
ECNT con aumento en la severidad clinica y la
mortalidad, en poblacién mexicana confirmada con
SARS-CoV-2, sin embargo, ain falta informacion
acerca de los factores que se asocian con la
hospitalizacion por COVID-19 a nivel poblacional
durante la etapa pandémica en México y en el mundo

1.

[5-9]. El objetivo de este documento es describir la
relacion entre las ECNT con la hospitalizacion,
desenlaces clinicos graves y la defuncion por COVID-

19 en los casos confirmados en poblacion mexicana,

comparando las tres primeras olas epidemiologicas de

la pandemia.

El presente analisis se enfoca en las primeras olas

epidemioldgicas en México durante la pandemia de

COVID-19, ya que son consideradas las mas

importantes desde el punto de vista de los

determinantes de la salud [12] por las siguientes
razones:

Impacto en la Salud Publica: estas oleadas

representaron los periodos de mayor aumento en el

nimero de casos confirmados y muertes
relacionadas con COVID-19 en el pais. La
magnitud del impacto en la salud publica durante

estas oleadas resalto la gravedad de la situacion y

la necesidad de una respuesta urgente por parte de

las autoridades sanitarias.

2. Presion sobre el Sistema de Salud: las primeras
tres oleadas ejercieron una presion significativa
sobre el sistema de salud mexicano, especialmente
en términos de capacidad hospitalaria y recursos
médicos. La alta demanda de atencion médica,
incluyendo camas de hospital y unidades de
cuidados intensivos, llevd a una saturacion en

algunos  hospitales y  dificultades para
proporcionar atenciéon adecuada a todos los
pacientes.

3. Desafios logisticos y de coordinacion: la gestion
de la respuesta a la pandemia durante estas oleadas
implicé desafios logisticos y de coordinacion,
incluyendo la distribucion de equipos de
proteccion personal, pruebas de diagndstico, y la
implementacion de medidas de prevencion y
control en todo el pais. Estos desafios destacaron
la necesidad de una coordinacion efectiva entre los
diferentes niveles de gobierno y las instituciones
de salud.

Impacto social y econémico: las primeras tres
oleadas también tuvieron un impacto significativo
en la sociedad y la economia mexicana. Las
medidas de distanciamiento social y cierres de
negocios para contener la propagacion del virus
afectaron a millones de personas, especialmente a
aquellas en situaciones vulnerables o con empleos
informales. Esto subrayd la importancia de
encontrar un equilibrio entre la proteccion de la
salud publica y la mitigacion de los impactos
socioecondomicos.

Las tres primeras oleadas epidemioldgicas en
Meéxico durante la pandemia de COVID-19 son
consideradas las mas importantes debido a su impacto
significativo en la salud publica, la presion sobre el
sistema de salud, los desafios logisticos y de

4.
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coordinacion, y su impacto social y econémico en el
pais. Estas oleadas han sido fundamentales para
comprender la evolucion de la pandemia en México y
para informar las estrategias de respuesta en curso.

Evolucion Epidemiolégica de COVID-19 en
México: Un Analisis Histérico

El impacto que tuvo México desde el inicio de la
pandemia de COVID-19 en el afio 2020, fue profundo
y complicado. Desde entonces, el pais ha
experimentado una serie de altibajos en su situacion
epidemioldgica, reflejando los desafios unicos que
enfrenta en la lucha contra esta enfermedad altamente
transmisible.

El 28 de febrero de 2020, México confirmd su
primer caso de COVID-19, iniciando una pandemia
que marcd un antes y un después en la historia del pais.
Desde entonces, la enfermedad ha impactado
profundamente en la salud publica, la economia y la
vida social de la poblacion mexicana. En un esfuerzo
por contener la propagacion del virus, se
implementaron medidas como el distanciamiento
social, el cierre de escuelas y la promocion del lavado
de manos y posteriormente el uso de cubrebocas [15].
Sin embargo, a medida que el virus se propagaba
rapidamente, el sistema de salud mexicano enfrentd
desafios significativos en términos de capacidad y
recursos para hacer frente a la creciente demanda de
atencion médica.

A lo largo de 2020, México experimentd varias
oleadas de casos de COVID-19, cada una con su
propio conjunto de desafios y consecuencias. La
primera ola, que alcanzé su punto maximo en el
verano de 2020, ejercid una presion considerable
sobre los hospitales y el personal médico, destacando
deficiencias en la infraestructura de salud del pais
[16]. Segun datos de la Secretaria de Salud [16],
durante esta primera ola se reportaron mas de 300,000
casos confirmados y mas de 30,000 muertes.

La segunda ola epidemioldgica, que se produjo a
finales de 2020 y principios de 2021, fue atn mas
devastadora, con un aumento significativo en el
nimero de casos y muertes. Segin estadisticas
oficiales [17], esta segunda ola super6 los 1.5 millones
de casos confirmados y provocdé mas de 150,000
muertes en todo el pais, lo que llevo a una saturacion
de los hospitales y a una escasez de recursos médicos.
La llegada de la vacuna contra la COVID-19 a finales
de 2020 marcé un hito importante en la respuesta de
México a la pandemia. Sin embargo, la distribucion y
administracion de la vacuna enfrentaron desafios
logisticos y de coordinacion, lo que resultd en una
implementacion lenta y desigual en todo el pais [17].
A pesar de los esfuerzos para acelerar la vacunacion
en 2021, México continud enfrentando dificultades en

la contencién de la enfermedad, especialmente con la
aparicion de variantes mas contagiosas del virus.

La situacion epidemioldgica en México ha sido
objeto de debate y critica, por un lado elogiando los
esfuerzos del gobierno para contener la propagacion
del virus y proteger a la poblacion, por otro lado se ha
expresado preocupacion por la falta de transparencia
y la respuesta fragmentada [18]. La pandemia ha
puesto al descubierto las profundas desigualdades
sociales y econdmicas en el pais, con comunidades
marginadas y vulnerables enfrentando un mayor
riesgo de infeccion y un acceso limitado a la atencion
médica.

Durante la tercera ola epidemioldgica en México,
que tuvo lugar a finales de 2021 y principios de 2022,
el pais experimenté un aumento significativo en el
numero de casos y muertes relacionadas con COVID-
19 [16, 17]. Segun estadisticas oficiales, esta ola
alcanzo su punto maximo en diciembre de 2021, con
un promedio diario de mas de 25,000 nuevos casos
confirmados y mas de 1,000 muertes reportadas

El aumento en los casos de COVID-19 durante
esta tercera ola se atribuyd en parte a la propagacion
de variantes mas contagiosas del virus, como la
variante Delta [16]. Ademas, se observd un aumento
en la ocupacion de camas de hospital y de unidades de
cuidados intensivos (UCI), lo que ejercié una presion
adicional sobre el sistema de salud del pais [15, 17].

Esta tercera ola también coincidié con un periodo
de festividades y reuniones sociales, lo que contribuyd
a la propagacion acelerada del virus [16]. A pesar de
los esfuerzos para promover medidas de prevencion,
como el uso de mascarillas y el distanciamiento social,
la transmision comunitaria del virus continu6 siendo
un desafio significativo.

La tercera ola epidemioldgica en México puso de
relieve la importancia de mantener la vigilancia
epidemioldgica y de continuar con los esfuerzos de
vacunacion para contener la propagacion del virus y
proteger a la poblacion vulnerable. Si bien se
observaron mejoras en la situacion epidemioldgica
hacia principios de 2022, sigue siendo crucial
mantener cautela y seguir las recomendaciones de las
autoridades de salud para prevenir futuros brotes de
COVID-19 [16].

A finales del 2022 se entr6 en una etapa de
disminucion significativa del numero de casos y
defunciones, ademas de tener una alta cobertura de
vacunacion en la poblacion mayor de edad (mas del
80% con esquema completo). Asi mismo, se
implementaron  estrategias de vacunaciéon para
rezagados y poblacion infantil. Para finales del afio
2023 se consider6 una etapa epidemioldgica de baja
transmision del SARS-CoV-2. La mayoria de los
casos que se presentaron fueron casos ambulatorios
con cuadros clinicos leves que no requirieron
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hospitalizacion [19]. Sin embargo, seguimos con

algunos desafios incluso para el 2024, tales como:

e Persistencia baja (pero intensa) de la transmision
del virus.

e Desigualdades en el acceso a la salud,
especialmente en zonas rurales y marginadas,
relacionadas con el acceso a la vacunacion Anti-
SARS-CoV-2 y otros servicios relacionados.

e Fatiga pandémica: conjunto de sensaciones y
emociones derivadas de la crisis sanitaria por la
COVID-19, que se caracteriza por una percepcion
de agotamiento, desmotivacion y apatia frente a las
medidas de prevencion y la situacion actual [20].

e Necesidad de mantener la  vigilancia
epidemioldgica de COVID-19 en aspectos como
los efectos por vacunacion, COVID-19 persistente
(LONG COVID-19), complicaciones
cardiovasculares, respiratorias y metabolicas
relacionadas con la exposicion al SARS-CoV-2
[21].

e Investigacion cientifica ante nuevas variantes del
coronavirus y la capacidad de respuesta ante
posibles rebrotes por esta enfermedad [21] .

Las enfermedades cronicas no transmisibles en
México durante la pandemia

Las ECNT, como la DT, la HAS, las EC y el
cancer, representan una carga significativa para el
sistema de salud de México y son una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en el
pais. En los ultimos dos afios, la situacion de las ECNT
en México ha sido objeto de atencion y preocupacion,
especialmente en el contexto de la pandemia de
COVID-19.

Como se describidé previamente durante la
pandemia de COVID-19, se observd un impacto
significativo en la atencion y el control de las ECNT
en México. Segun datos de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), se estima que el control deficiente
de las ECNT contribuy6 al 72% de todas las muertes
en México durante el ultimo afio [22]. La interrupcion
de los servicios de salud no relacionados con COVID-
19, la falta de acceso a medicamentos y la disminucion
de la actividad fisica debido a las medidas de
distanciamiento social han contribuido a un deterioro
en el control de las ECNT en muchas personas.

El panorama econdémico también ha desempefiado
un papel importante en el control de las ECNT en
México en los ultimos dos afios. Segin datos del
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI),
se estima que el 40% de la poblacion mexicana
experiment6 dificultades economicas durante la
pandemia, lo que afect6 su capacidad para disponer de
alimentos saludables y tratamientos para las ECNT
[23]. Esto ha exacerbado las desigualdades
socioeconomicas en el control de las ECNT y ha

puesto de relieve la necesidad de politicas y programas
que aborden estas disparidades. A pesar de estos
desafios, también ha habido avances en la prevencion
y el control de las ECNT en México en los ultimos dos
afios. Segun datos de la Secretaria de Salud, se estima
que el acceso a la atencion médica para las ECNT ha
mejorado en un 15% en comparacion con el afio
anterior, especialmente a través de la expansion de la
cobertura de salud universal [24]. Ademads, se ha
trabajado en mejorar el acceso a los medicamentos
para las personas con ECNT, lo que ha contribuido en
una reduccion del 10% en la tasa de mortalidad por
EC.

La situacion de las ECNT en México en los
ultimos dos afios ha sido compleja y multifacética. Si
bien la pandemia de COVID-19 ha planteado
importantes desafios para la prevencion y el control de
las ECNT, también ha destacado la necesidad de
abordar las desigualdades socioeconomicas y mejorar
el acceso a la atencion médica. Con un enfoque
integral y coordinado, México puede avanzar hacia la
prevencion y el control efectivo de las ECNT,
mejorando asi la salud y el bienestar de su poblacion.

SARS-CoV-2 y enfermedades cronicas no
transmisibles:  aspectos fisiopatolégicos de
importancia en salud publica.

La relacion entre el SARS-CoV-2, su respuesta
inmunitaria y las ECNT es compleja y multifacética.
El SARS-CoV-2 infecta las células humanas a través
de la interaccién de su proteina de espiga con el
receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2
(ECA-2) en la superficie celular. Una vez dentro del
organismo, desencadena una respuesta inmunitaria
que puede tener consecuencias significativas,
especialmente en individuos con ECNT preexistentes
[25]. La infeccion por SARS-CoV-2 desencadena una
respuesta inmunitaria en el cuerpo, que incluye la
activacion de células del sistema inmunitario como los
linfocitos T y B, asi como la liberacion de citocinas
proinflamatorias. En algunos casos, esta respuesta
inmunitaria puede ser excesiva o desregulada, lo que
lleva a una condicién conocida como "tormenta de
citocinas". Esta tormenta de citocinas puede causar
dafio en multiples organos y tejidos, exacerbando las
complicaciones de COVID-19, especialmente en
individuos con ECNT como la DT, la obesidad, la
HAS y las EC. [25]

Las ECNT pueden aumentar la susceptibilidad a la
infeccion por SARS-CoV-2 y agravar los efectos de la
enfermedad de varias maneras. Por ejemplo, la DT y
la obesidad pueden alterar la funcion del sistema
inmunologico, reduciendo la capacidad del cuerpo
para combatir la infeccion viral y aumentando el
riesgo de complicaciones graves de COVID-19.
Ademas, las ECNT como la HAS y las EC pueden
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provocar dafio en los vasos sanguineos y el sistema
cardiovascular, lo que aumenta el riesgo de
complicaciones como la trombosis y el accidente
cerebrovascular en pacientes con COVID-19.

La relacion entre SARS-CoV-2, la respuesta
inmunitaria y las ECNT también puede tener
implicaciones a largo plazo para la salud. Se ha
observado que algunos pacientes que han superado la
infeccion por COVID-19 desarrollan sintomas
persistentes, conocidos como "COVID-19
prolongado" o "COVID-19 croénico", que pueden
afectar diversos sistemas del cuerpo, incluyendo el
sistema cardiovascular, el sistema respiratorio y el
sistema nervioso. Estos sintomas pueden ser
especialmente graves en individuos con ECNT
preexistentes [26] .

La DT, por ejemplo, puede afectar la funcion del
sistema inmunologico y la capacidad del cuerpo para
combatir la infeccion viral. Ademas, la hiperglucemia
asociada con la DT puede proporcionar un ambiente
favorable para la replicacion del virus y aumentar el
riesgo de complicaciones como la neumonia y el
SDRA [25]. La HAS también puede contribuir al dafio
vascular y al estrés oxidativo, aumentando el riesgo de
complicaciones cardiovasculares en pacientes con
COVID-19 [25]. En cuanto a la obesidad, se ha
demostrado que estd asociada a un componente
inflamatorio crénico de bajo grado y disfuncion del
sistema inmunoldgico, lo que puede aumentar el
riesgo de complicaciones graves de COVID-19, como
la insuficiencia respiratoria y la trombosis [25,26].

Ademas de aumentar el riesgo de complicaciones
graves, estas condiciones subyacentes también pueden
afectar la respuesta inmunitaria del cuerpo a la
infeccion por SARS-CoV-2. Se ha demostrado que la
DT, la HAS y la obesidad estan asociadas con niveles
elevados de ciertas citocinas proinflamatorias, que
pueden contribuir a la "tormenta de citocinas"
observada en algunos pacientes con COVID-19 [27].
Esta respuesta inmunitaria excesiva puede causar dafio
en multiples organos y tejidos, exacerbando las
complicaciones de la enfermedad.

La interaccion entre el SARS-CoV-2 y las ECNT
como la DT, la HAS y la obesidad es compleja y
multifacética.  Estas  condiciones  subyacentes
aumentan el riesgo de complicaciones graves de
COVID-19 y pueden afectar la respuesta inmunitaria
del cuerpo a la infeccion viral. La descripcion
epidemiologica es fundamental para identificar a las
personas con mayor riesgo de complicaciones graves
y desarrollar estrategias de prevencion y tratamiento
efectivas para mitigar el impacto de la pandemia en la
salud ptiblica

Métodos

Se realiz6 un analisis transversal usando los datos
del Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de
Enfermedad Respiratoria Viral (SISVER) [28],
generado por la Secretaria de Salud de México. Se
utilizo la base de datos hasta el 18 de septiembre de
2021, que incluia 10,347,746 individuos. Para el
analisis, usamos la informacion correspondiente a las
tres grandes olas epidemiologicas, la primera entre el
28 de marzo y el 2 de julio del 2020, la segunda entre
el 14 de septiembre del 2020 y el 21 de febrero del
2021, y la tercera entre el 25 de junio y el 18 de
septiembre del 2021. Es importante mencionar que el
periodo en que duraron las tres olas antes descritas fue
la etapa de mayor tasa de hospitalizacion por COVID-
19 en México.

Analisis estadistico y desenlaces clinicos

Se realiz6 un andlisis de prevalencia en la
poblacién mexicana y en los casos confirmados de
COVID-19. Los desenlaces clinicos fueron
hospitalizacion, neumonia por COVID-19, casos
confirmados que requirieron ventilacion mecanica
invasiva (VMI), y defuncion confirmada por COVID-
19. Se compararon las tres primeras olas
epidemiologicas. Se analizd la prevalencia de las
ECTN entre los diferentes desenlaces clinicos en
casos confirmados de COVID -19. No fue necesaria la
aprobacion de un Comité de Etica e Investigacion para
este estudio, ya que es un analisis secundario de base
de datos y estd publicamente disponible en la
Secretaria de Salud de México.

La pandemia de COVID-19 ha impuesto desafios
significativos al sistema de salud en México,
particularmente en el manejo y tratamiento de
pacientes con comorbilidades preexistentes. Mediante
el analisis de datos disponibles, hemos identificado
patrones y variaciones en la incidencia de COVID-19
entre pacientes con enfermedades especificas a lo
largo de tres olas epidemioldgicas. Estas olas se
definieron como sigue: la primera del 28 de marzo al
2 de julio de 2020, la segunda del 14 de septiembre de
2020 al 21 de febrero de 2021, y la tercera del 25 de
junio al 18 de septiembre de 2021. Durante estas fases,
se registro una alta tasa de hospitalizaciones por
COVID-19, la mayor hasta la fecha en México,
destacando la gravedad de la situacion [29].

La interaccion entre el SARS-CoV-2 y ECNT es
crucial para entender la dindmica de la pandemia, ya
que estas condiciones afectan la respuesta inmunitaria
del individuo, alterando asi el curso de la enfermedad
[30]. Este estudio se enfoca en analizar las primeras
tres olas de manera independiente para explorar como
las ECNT influyen en la incidencia y desenlace de la
COVID-19 en México, con el fin de comprender
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mejor el impacto de estas comorbilidades en la carga
poblacional de la enfermedad. El Sistema de
Vigilancia  Epidemiologica de  Enfermedades
Respiratorias (SISVER) establece criterios para
clasificar un caso como sospechoso de COVID-19,
considerando sintomas como tos, fiebre, cefalea, entre
otros. Los casos con dificultades respiratorias fueron
confirmados mediante prueba PCR para SARS-CoV-
2, y estos constituyen la base de nuestro analisis. Se
analizaron datos de 123,446 pacientes en la primera
ola, 5,277,696 en la segunda, y 3,295,846 en la tercera,
proporcionando un amplio espectro para evaluar el
impacto de la pandemia. [28]

Resultados
Durante la primera ola epidemioldgica que toma
lugar desde el 28 de marzo del 2020 al 02 de julio del

mismo aflo, se puede observar que el porcentaje mas
alto de casos positivos confirmados se encontraron en
el rango de edad de 35 a 39 afios y de 45 a 49 afios,
siendo idénticos, en esta primera ola se encontrd una
mayor proporcion del sexo masculino con un 54.,54%
en comparacion con el sexo femenino que fue
(45.46%); ademas, fue la mas alta de las tres olas
dentro de la poblacion fumadora (7.71%). Se logro
identificar que las comorbilidades crénicas mas
prevalentes fueron HAS (20.11%), seguida de la
obesidad (19.51%), y ocupando el tercer lugar se
encuentra la DT (16.42%); tomando en cuenta los
desenlaces clinicos se observd un mayor porcentaje en
pacientes ambulatorios (69.48%), siendo esta ola la
que tuvo menor nimero de defunciones (3.,89%), en
comparacion con las otras dos. (Cuadro 1)

Cuadro 1. Caracteristicas y desenlaces clinicos de la poblacién confirmada con COVID-19

Casos positivos confirmados Casos positivos Casos positivos
de COVID-19 confirmados de COVID-19 | confirmados de COVID-19
Marzo 28, 2020-julio 02, 2020 Septiembre 14, 2020- Junio 25, 2021- septiembre
(n =238,511) febrero 21, 2021 18, 2021
(n =864,033) (n =252,755)
n (%) n (%) n (%)
Edad, aios (categorias de cinco aios)
0-19 7,479 (3.14) 39,656 (4.59) 26,934 (10.66)
20-24 10,168 (4.26) 60,881 (7.05) 22,970 (9.09)
25-29 21.602 (9.06) 91,128 (10.55) 28,777 (11.39)
30-34 25,948 (10.88) 92,381 (10.69) 26,594 (10.52)
35-39 27,069 (11.35) 88,737 (10.27) 27,302 (10.80)
40-44 26,630 (11.17) 84,253 (9.75) 22,513 (8.91)
45-49 27,069 (11.35) 88,299 (10.22) 22,999 (9.10)
50-54 24,068 (10.09) 78,449 (9.08) 17,196 (6.80)
55-59 20,491 (8.9) 67,265 (7.79) 14,645 (5.79)
60-64 15,593 (6.54) 53,775 (6.22) 12,782 (5.06)
65-69 11,952 (5.01) 41,560 (4.81) 10,206 (4.04)
70-74 8,376 (3.51) 31,423 (3.64) 7,552 (2.99)
75-79 5,797 (2.43) 21,985 (2.54) 5,446 (2.15)
>80 6,269 (2.63) 24,241 (2.81) 6,839 (2.71)
Sexo
Masculino 130,087 (54.54) 437,118 (50.59) 127,506 (50.45)
Femenino 108,424 (45.46) 426,915 (49.41) 125,249 (49.55)
Tabaquismo actual (Si)
18,321 (7.71) 61,870 (7.18) 13,553 (5.37)
Comorbilidades crénicas
DT 39,020 (16.42) 120,580 (13.99) 30,796 (12.20)
HAS 47,796 (20.11) 159,774 (18.54) 36,983 (14.65)
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Asma 6,512 (2.74) 18,859 (2.19) 4,838 (1.92)
ERC 5,132 (2.16) 13,557 (1.57) 3,800 (1.51)
EC 5,496 (2.31) 13,685 (1.59) 3,125 (1.24)
Obesidad 46,355 (19.51) 124,718 (14.47) 28,499 (11.29)
Inmunosupresion 3,229 (1.36) 7,108 (0.82) 1,696 (0.67)
EPOC 4,097 (1.72) 9,852 (1.14) 2,308 (0.91)
Desenlaces clinicos
Ambulatorios 165,728 (69.48) 688,239 (79.65) 187,642 (74.24)
Hospitalizados 72,783 (30.52) 175,797 (20.35) 65,113 (25.76)
Neumonia 56,294 (23.60) 128,717 (14.90) 43,182 (17.08)
VMI 7,080 (9.74) 14,642 (8.34) 6,319 (9.75)
Ingreso a la UCI 6,214 (8.55) 12,575 (7.17) 4,764 (7.35)
Defuncion 4,803 (3.89) 21,365 (4.57) 23,789 (8.64)

68

Tomando en cuenta las defunciones de la poblacion total, no sélo casos confirmados. UCI: Unidad de Cuidados
Intensivos.
*Tomado de Oliva-Sanchez P, 2022 DOI https://doi.org/10.1016/j.aprim.2022.102469,69

Desde el 14 de septiembre de 2020 al 21 de febrero
del siguiente afio ocurri6 la segunda ola
epidemiologica, en la cual el rango de edad mas
vulnerable fue de los 30 a los 34 afios (10.69%) solo
por encima del rango de 25 a 29 afios (10.55%) el cual
ocupo el segundo puesto predominando nuevamente
el sexo masculino (50.59%). Un hallazgo
significativamente importante es que durante esta
segunda ola se encontré un porcentaje de poblacion
fumadora similar al de la primera (7.18%); la HAS
volvid a ocupar el primer lugar en las comorbilidades
cronicas encontradas en estas personas (18.54%), y al
igual que la primera ola, el segundo puesto lo ocup¢ la
obesidad (14,47%) y el tercero la DT (13,99%),
enfatizando que la segunda ola fue la que tuvo mayor
porcentaje de pacientes ambulatorios (79.65%) y con
un 4.57% del total de defunciones confirmadas
(Cuadro 1).

Por tltimo, la tercera ola epidemioldgica se
present6 del 25 de junio del 2021 al 18 de septiembre
del mismo afio, encontrando un rango de edad mayor
desde los 25 a los 29 afios (11.39%) y con un
porcentaje menor desde los 35 a los 39 afios (10.80%),
teniendo nuevamente un predominio de sexo
masculino en la poblacidn total de esta ola (50.45%).
Asimismo, fue la ola con menor prevalencia de

tabaquismo (5.37%); al igual que las dos olas
anteriores, la HAS ocupd el primer lugar de
comorbilidad (14.65%); sin embargo, la DT subid al
segundo puesto (12.20%) dejando a la obesidad en
tercer lugar (11.29%). Uno de los hallazgos
significativamente mas importantes es que ésta fue la
ola que tuvo mayor porcentaje de defunciones (8.64%)
aun con una poblacion ambulatoria similar a la de la
segunda ola (74.24%).

Diabetes y COVID-19

Durante la primera ola, la poblacion total de casos
confirmados que padecian DT, el 32.5% recibié VMI
(Figura 1c) y tuvo una mortalidad del 39.5% (Figura
le), lo que refleja el alto riesgo que esta comorbilidad
implica frente al COVID-19. Esta tendencia enfatiza
la vulnerabilidad de las personas que viven con DT,
que posiblemente se vio exacerbada por la falta de
tratamientos especificos y una comprension completa
del SARS-CoV-2. Con respecto a la segunda y tercera
ola, del total de casos diabéticos qué usaron VMI
fueron de 34% y 29% respectivamente (Figura 1c),
respectivamente. Referente al total de defunciones, la
segunda ola el 37% padecieron DT y 34% en la
tercera ola, respectivamente (Figura le).
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Figura 1: Porcentaje de personas con diabetes de acuerdo con los desenlaces relacionados con Covid-19 en casos
confirmados durante las 3 primeras olas. 1a) prevalencia de personas registradas con DT en el numero total de enfermos
confirmados con SARS-CoV-2 en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 1b) prevalencia de
personas hospitalizadas registradas con DT en el numero total de enfermos con SARS-CoV-2 hospitalizados en las tres
primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 1c) prevalencia de personas intubadas registradas con DT en el
nimero total de enfermos con SARS-CoV-2 con VMI en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México.
1d) prevalencia de personas registradas con DT y neumonia en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2 con neumonia
en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 1e) prevalencia de personas que murieron registradas
con DT en el niimero total de enfermos con SARS-CoV-2 que murieron en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-
19 en México.

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica personas con VMI que padecian EPOC fue del 5%

(EPOC) y COVID-19 en la primera ola y bajo drasticamente para las

Se observd qué el 8.0 % del total de las siguientes dos olas (Figura 2a). La prevalencia de

defunciones en la primera ola, padecian EPOC yenla EPOC en el total de casos hospitalizados, en la

segunda y tercera, se redujo al 4% para ambas olas primera ola fue del 1%, y en la segunda ola fue de

(Figura 2e). De igual manera, la incidencia de 0.5% y, finalmente, fue de 0.03% para la tercera ola
(Figura 2b).
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Figura 2: Porcentaje de personas con la enfermedad EPOC de acuerdo con los desenlaces relacionados con COVID-
19 en casos confirmados durante las 3 primeras olas. 2a) prevalencia de personas registradas con EPOC en el nimero
total de enfermos confirmados con SARS-CoV-2 en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 2b)
prevalencia de personas hospitalizadas registradas con EPOC en el niimero total de enfermos con SARS-CoV-2
hospitalizados en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 2¢) prevalencia de personas con VMI
registradas con EPOC en el niimero total de enfermos con SARS-CoV-2 intubados en las tres primeras olas de la pandemia
por COVID-19 en México. 2d) prevalencia de personas registradas con EPOC y neumonia en el niimero total de enfermos
con SARS-CoV-2 con neumonia en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 2e) prevalencia de
personas que murieron registradas con EPOC en el niimero total de enfermos con SARS-CoV-2 que murieron en las tres

primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México.

Asmay COVID-19

No se observo una notable contribucion por parte de
personas asmaticas en la complicacion del COVID-19
(hospitalizados, VMI o fallecidos). Del total de
defunciones confirmadas en la primera ola, alrededor

del 2% present6 asma y solo el 1% en las dos olas
subsecuentes (Figura 3e). Con respecto al total de
casos confirmados por COVID-19 la prevalencia de
asma fue de 4% en la segunda ola y 1.7% para la
tercera ola (Figura 3a).
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Figura 3: Porcentaje de personas con la enfermedad asma de acuerdo con los desenlaces relacionados con COVID-
19 en casos confirmados durante las 3 primeras olas. Figura 3a) prevalencia de personas registradas con asma en el
namero total de enfermos confirmados con SARS-CoV-2 en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en
México. 3b) prevalencia de personas hospitalizadas registradas con asma en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-
2 hospitalizados en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 3c) prevalencia de personas con VMI
registradas con asma en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2 intubados en las tres primeras olas de la pandemia
por COVID-19 en México. 3d) prevalencia de personas registradas con asma y neumonia en el niimero total de enfermos
con SARS-CoV-2 con neumonia en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 3e) prevalencia de
personas que murieron registradas con asma en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2 que murieron en las tres
primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México

Inmunosupresiéon y COVID-19 prevalencia no fue mayor al 1% de los casos

Del total de defunciones solo el 5% presentd algiin  hospitalizados y en el total de casos confirmados no
tipo de inmunosupresion en la primera ola y de 2.7%  superd el 2% en ninguna de las tres olas analizadas
y 2.4% (Figura 4e) en las olas subsecuentes. La (Figura 4a).
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Figura 4: Porcentaje de personas inmunosuprimidas de acuerdo con los desenlaces relacionados con COVID-19 en
casos confirmados durante las 3 primeras olas. 4a) porcentaje de personas inmunosuprimidas registradas en el nimero
total de enfermos confirmados con SARS-CoV-2 en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 4b)
porcentaje de personas inmunosuprimidas hospitalizadas registradas en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2
hospitalizados en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 4c) porcentaje de personas
inmunosuprimidas con VMI registradas en el numero total de enfermos con SARS-CoV-2 intubados en las tres primeras
olas de la pandemia por COVID-19 en México. 4d) porcentaje de personas inmunosuprimidas registradas y neumonia en el
numero total de enfermos con SARS-CoV-2 con neumonia en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en
Meéxico. 4¢) porcentaje de personas inmunosuprimidas que murieron registradas en el numero total de enfermos con SARS-
CoV-2 que murieron en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México

Hipertension arterial sistémica y COVID-19

La HAS, al igual que la DT, ha sido identificada
como un factor de riesgo significativo para
complicaciones graves de COVID-19. A lo largo de
las olas, se observd qué el 40.0 % del total de las
defunciones en la primera ola tuvo HAS y en las

posteriores, se mantuvo la prevalencia en 33% en la
segunda ola y aumenté a 39% para la tercera ola
(Figura 5e). En la primera ola hubo una mayor niimero
personas hipertensas en los casos con una prevalencia
del 17.16%; para la segunda y tercera ola fue de
13.98% y 8.48%, respectivamente (Figura 5a).
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Figura 5: Porcentaje de personas con hipertension de acuerdo con desenlaces relacionados con COVID-19 en casos

confirmados durante las 3 primeras olas. 5a) prevalencia

de personas registradas con hipertension en el nimero total de

enfermos confirmados con SARS-CoV-2 en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 5b) prevalencia

de personas hospitalizadas registradas con HAS en el niimer

o total de enfermos con SARS-CoV-2 hospitalizados en las tres

primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 5¢) prevalencia de personas con VMI registradas con HAS en el
numero total de enfermos con SARS-CoV-2 intubados en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México.
5d) prevalencia de personas registradas con HAS y neumonia en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2 con
neumonia en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 5e) prevalencia de personas que murieron
registradas con HAS en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2 que murieron en las tres primeras olas de la pandemia

por COVID-19 en México.

Obesidad y COVID-19

La obesidad fue una de las ECNT que mayor
impacto tuvo dentro del total de casos confirmados por
COVID-19. En la primera ola, del total de defunciones
confirmadas por COVID-19, el 25.9% padecian
obesidad, el 20.7% para la segunda ola 'y 19.77% para

la tercera ola (Figura 6e). De igual manera, la tasa en
el total de casos confirmados, la prevalencia de
obesidad fue de 14.9% en la primera ola,
disminuyendo drasticamente en la tercera ola (6.9%)
(Figura 6b). La prevalencia de obesidad en personas
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con VMI 26.24% en la primera ola y se estabilizo para
la segunda y tercera alrededor del 23%.(Figura 6c).
a)

b) ¢)
Total de casos confirmados por COVID-19 Total de hospitalizados por COVID-19 Total de personas con VMI

100 100 100 {

804 80 80 4

L 604 L 00 L 604
) : L)
§ ; g
2 £

LR | &« 04

204 20 204

04 ‘ :\ 04

' ()‘a ' (;d ' (;l
d) e)
Neumonia por COVID-19 Total de defunciones

Porcentaje

Porcentaje

100 ‘ 100 4 . . .
- Personas sin obesidad
1 0 - Personas con obesidad
04 604
04 04
04 0 )
B o ;

Ola
Figura 6: Porcentaje de personas con obesidad de acuerdo con los desenlaces relacionados con COVID-19 en casos
confirmados durante las 3 primeras olas. Figura 6a) prevalencia de personas registradas con obesidad en el mimero total
de enfermos confirmados con SARS-CoV 2 en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 6b)
prevalencia de personas hospitalizadas registradas con obesidad en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2
hospitalizados en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 6¢) prevalencia de personas con VMI
registradas con obesidad en el numero total de enfermos con SARS-CoV-2 intubados en las tres primeras olas de la
pandemia por COVID-19 en México. 6d) prevalencia de personas registradas con obesidad y neumonia en el nimero total
de enfermos con SARS-CoV-2 con neumonia en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 6¢)
prevalencia de personas que murieron registradas con obesidad en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2 que
murieron en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México

Enfermedad Cardiovascular y COVID-19 EC hospitalizados por COVID-19 (Figura 7b).

Se observd que del total de defunciones por Finalmente, la incidencia de EC fue minima,
COVID-19, 7.9% padecian EC en la primera ola, 5.5% alcanzando una cifra méxima de 2.9% de pacientes
para la segunda ola y, finalmente, a 4.79% (Figura 7¢). con EC dentro de los casos confirmados por COVID-
No se notd un porcentaje significativo en los casos de 19 (Figura 7a).
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Figura 7: Porcentaje de personas con enfermedad cardiovascular de acuerdo con desenlaces relacionados con
COVID-19 en casos confirmados durante las 3 primeras olas. 7a) prevalencia de personas registradas con EC en el
numero total de enfermos confirmados con SARS-CoV-2 en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en
Meéxico. 7b) prevalencia de personas hospitalizadas registradas con EC en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2
hospitalizados en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 7c) prevalencia de personas con VMI
registradas con EC en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2 intubados en las tres primeras olas de la pandemia por
COVID-19 en México. 7d) prevalencia de personas registradas con EC y neumonia en el numero total de enfermos con
SARS-CoV-2 con neumonia en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 7e) prevalencia de personas
que murieron registradas con EC en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2 que murieron en las tres primeras olas

de la pandemia por COVID-19 en México.

Enfermedad Renal Crénica y COVID-19

Las personas con ERC enfrentan desafios
particulares en el contexto de COVID-19, incluido un
mayor riesgo de complicaciones y mortalidad. Los
datos sugieren que, a lo largo de las olas, la incidencia

y los resultados adversos en este grupo han variado, lo
que podria reflejar tanto la evolucion de las practicas
de tratamiento como el impacto de las intervenciones
para proteger a estas personas vulnerables (Figura 8).
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Figura 8: Porcentaje de personas con enfermedad renal crénica de acuerdo con los desenlaces relacionados con
Covid-19 en casos confirmados durante las 3 primeras olas. 8a) prevalencia de personas registradas con ERC en el
numero total de enfermos confirmados con SARS-CoV-2 en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en
Meéxico. 8b) prevalencia de personas hospitalizadas registradas con ERC en el numero total de enfermos con SARS-CoV-2
hospitalizados en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 8c) prevalencia de personas con VMI
registradas con ERC en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2 intubados en las tres primeras olas de la pandemia
por COVID-19 en México. 8d) prevalencia de personas registradas con ERC y neumonia en el nimero total de enfermos
con SARS-CoV-2 con neumonia en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 8e) prevalencia de
personas que murieron registradas con ERC en el niimero total de enfermos con SARS-CoV-2 que murieron en las tres

primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México.

Tabaquismo actual y COVID-19

En la primera ola, dentro de la tasa de mortalidad
de individuos confirmados con COVID-19 el 10%
fumaban, y para la tercera ola disminuy¢ hasta llegar
a 6.8% de fumadores (Figura 9e). Del total de
personas hospitalizadas el 9% fumaban en la primera
ola, mientras que en la segunda ola fue del 8.5% y para

la tercera ola alcanzo el 6.8% pacientes fumadores que
requirieron hospitalizacion (Figura 9b). La incidencia
de personas positivas a COVID-19 que requirié VMI
se comportd de manera similar, siendo el 10.96% en
la primera ola, 8.5% en la segunda ola y finalmente
bajando a 6.8% (Figura 9a).
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Figura 9: Porcentaje de personas que presentaron habitos de tabaquismo de acuerdo con los desenlaces relacionados
con Covid-19 en casos confirmados durante las 3 primeras olas. a) porcentaje de personas registradas con habitos de
tabaquismo en el namero total de enfermos confirmados con SARS-CoV-2 en las tres primeras olas de la pandemia por
COVID-19 en México. 9b) porcentaje de personas hospitalizadas registradas con habitos de tabaquismo en el niimero total
de enfermos con SARS-CoV-2 hospitalizados en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 9c)
porcentaje de personas con VMI registradas con habitos de tabaquismo en el numero total de enfermos con SARS-CoV-2
intubados en las tres primeras olas de la pandemia por COVID-19 en México. 9d) porcentaje de personas registradas con
hébitos de tabaquismo y neumonia en el niimero total de enfermos con SARS-CoV-2 con neumonia en las tres primeras
olas de la pandemia por COVID-19 en México. 9¢) porcentaje de personas que murieron registradas con habitos de
tabaquismo en el nimero total de enfermos con SARS-CoV-2 que murieron en las tres primeras olas de la pandemia por
COVID-19 en México
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Discusién

La evolucion de la incidencia de COVID-19 entre
personas con comorbilidades preexistentes en México
ha esbozado un panorama complejo, marcado por la
variabilidad en la transmision del virus y las
intervenciones de salud publica implementadas por el
gobierno federal. El notable aumento en el nimero de
casos registrados, que ascendié de 123,446 en la
primera ola a 5,277,696 en la segunda, antes de
experimentar una disminucion a 3,295,846 en la
tercera ola, ilustra la dinamica cambiante de la
pandemia a lo largo del tiempo.

Un analisis de las caracteristicas
sociodemograficas y de salud de la poblacion

mexicana y de migrantes con COVID-19 en México,
observando una prevalencia comun de enfermedades
como DT, EPOC, asma, inmunosupresion, HAS,
obesidad, EC, neumonia, ERC y tabaquismo [31]. Un
estudio en Finlandia, por otro lado, demostr6 que la
presencia de comorbilidades como la DT,
inmunosupresion, EC y ERC predisponen a las
personas mas jovenes a un empeoramiento frente al
COVID-19 [32]. Ademas, un metaanalisis que
examiné 41 estudios con un total de 115,635 personas
confirmados concluyd que aquellos con obesidad
presentaban una mayor incidencia de hospitalizacion
(OR =1.54, IC del 95%: 1.33-1.78) [33].
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Una revision detallada de la prevalencias de
enfermedades cronicas asociadas a COVID-19
subraya una variabilidad significativa en los impactos
y resultados a lo largo de las diferentes olas. En este
analisis se observo qué la DT, HAS y obesidad fueron
mas frecuentes en los casos confirmados, en
hospitalizaciones y de manera muy significativa en
defunciones. Por ejemplo, la tasa de personas que
requiri6 VMI con DT alcanz6 un alarmante 32.5%
durante la primera ola, resaltando el elevado riesgo
asociado a esta comorbilidad. En contraste, las
personas con HAS mostraron las tasas de mortalidad
mas altas, con un pico del 43.0% en la misma ola, lo
que indica la grave amenaza que representa COVID-
19 para este grupo.

La respuesta a la enfermedad en personas con
EPOC y asma también merece especial atencion,
presentando tasas de mortalidad menores en
comparacion con la DT y la HAS, pero aun asi
enfatizando la necesidad de un manejo cuidadoso. Las
personas inmunosuprimidas, por su parte, enfrentan
desafios tnicos, con una tasa de mortalidad del 5.5%,
lo que destaca su vulnerabilidad aumentada a
complicaciones graves.
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Resumen

Para febrero del 2024, la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) report6 un total acumulado de 774
millones 500 mil casos confirmados de COVID-19 y
7 millones de muertes. En México, se reportan 7.7
millones de casos y 334 mil muertes.

Durante la replicacion del virus, se producen
mutaciones con facilidad y entre mas casos haya,
mas posibilidades hay de que se presenten
mutaciones debido a la alta tasa de replicacion que
ocurre durante la transmision del virus de persona a
persona.

Desde febrero 2020 hasta mayo 2023, se reportaron
6 variantes dominantes durante la pandemia en
Meéxico: la original de Wuhan, B.1.1.519, delta,
omicron, BA4/BAS y XBB.1.5. En enero y febrero
2024 las wvariantes que circularon con mayor
frecuencia corresponden a 23A (XBB.1.5), 23B
(XBB.1.1.6) y 23F (EG.5.1).

Se han desarrollado vacunas a partir de virus
atenuado o inactivado, de vectores virales
replicativos o no replicativos, de material genético
(ARN o ADN), y de proteinas (subunidades
proteicas o particulas similares al virus).

Las vacunas bivalentes desarrolladas por Pfizer y
Moderna que contenian RNA mensajero del virus de
la cepa original del virus del SARS-CoV-2 y de la
variante Omicron linajes BA.4/BA.5 fueron
autorizadas por la FDA en agosto de 2022,
aplicandolas como refuerzo.

Abstract

By February 2024, the World Health Organization
(WHO) reported a cumulative total of 774.5 million
confirmed cases of COVID-19 and 7 million deaths
worldwide. In Mexico, 7.7 million cases and 334,000
deaths were reported.

During virus replication, mutations occur easily, and
the more cases there are, the higher the likelihood of
mutations due to the high replication rate during
virus transmission from person to person.

From February 2020 to May 2023, six dominant
variants were reported during the pandemic in
Mexico: the original Wuhan strain, B.1.1.519, delta,
omicron, BA4/BAS, and XBB.1.5. In January and
February 2024, the most frequently circulating
variants were 23A (XBB.1.5), 23B (XBB.1.1.6), and
23F (EG.5.1).

Vaccines have been developed from attenuated or
inactivated viruses, replicative or non-replicative
viral vectors, genetic material (RNA or DNA), and
proteins (protein subunits or virus-like particles).
The bivalent vaccines developed by Pfizer and
Moderna, containing messenger RNA from the
original strain of the SARS-CoV-2 virus and the
omicron variant lineages BA.4/BA.5, were
authorized by the FDA in August 2022 for use as
boosters.

By May 13,2023, the WHO recommended that new
formulations should contain monovalent XBB.1.5,
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Para el 13 de mayo del 2023, 1a OMS recomendé que
las nuevas formulaciones deberan contener XXB.1.5
monovalente, quitando el virus original en futuras
formulaciones de vacunas COVID-19.

Las vacunas han tenido un papel muy importante en
evitar casos graves y muerte, pero los brotes y casos
de nuevas variantes de Omicron contintian. Las
vacunas bivalentes y monovalente XBB.1.5 han
demostrado efectividad en evitar hospitalizacion y
muerte por las nuevas variantes.

Dado que el SARS-CoV-2 persiste con la posibilidad
de mutar, la inmunidad hibrida y la actualizacion de
las vacunas a las variantes circulantes son clave para
poder combatir la enfermedad.

Palabras claves: COVID-19, vacunas bivalentes,
vacunas monovalentes.

removing the original virus in future COVID-19
vaccine formulations.

Vaccines have played a crucial role in preventing
severe cases and deaths, but outbreaks and cases of
new omicron variants persist. Bivalent and
monovalent XBB.1.5 vaccines have demonstrated
effectiveness in preventing hospitalization and death
from the new variants.

As SARS-CoV-2 continues to persist with the
possibility of mutating, hybrid immunity and
updating vaccines to circulating variants are key to
combating the disease.

Keywords: COVID-19, bivalent  vaccines,

monovalent vaccines.

Situacién epidemiologica de COVID-19

Para febrero de 2024, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) habia reportado un total acumulado de
774 millones 500 mil casos confirmados de COVID-
19, la mayoria de ellos registrados en EUA, China e
India, sumando solamente entre ellos 250 millones, y
un aproximado de 7 millones de muertes confirmadas
por la enfermedad [1].

El niimero de casos reportados a la OMS por
semana ha variado en el transcurso de la pandemia.
Entre el mes de enero de 2020 y febrero del 2024 se
han registrado varios picos en la incidencia de la
COVID-19, destacando los meses de diciembre 2020,
abril y agosto de 2021, con el mayor incremento a
nivel global en enero del 2022 y enero del 2023. En la
incidencia por regiones, es posible identificar
variaciones significativas en temporalidad entre las
principales olas de contagio. En el continente
americano, por ejemplo, se presentaron 5 olas, el
periodo con el mayor numero de casos registrados en
todas las regiones ocurrid en enero del 2022 que
corresponde a Omicron, mientras que en el Pacifico
Occidental, que no habia seguido el mismo patron
epidemioldgico que el resto del mundo, la gran
mayoria de los casos se presentaron en enero del 2023,
principalmente en China que coincide con la
suspension de las medidas de contenciéon de COVID-
19, y los demas continentes fueron afectados con
menor intensidad. Aun cuando los casos no eran tan
altos en el mundo al inicio de la pandemia, habia una
mayor proporcion de fallecimientos que fue
disminuyendo con el tiempo.

Particularmente en México, se tiene registro oficial
de 7.7 millones de casos y 334 mil muertes, con su
principal pico de incidencia ocurriendo en enero y
septiembre de 2022, registrandose 6 olas a lo largo de

la pandemia. Cabe destacar la comparacion contra la
mortalidad reportada, pues la mayoria de Ilas
defunciones ocurrieron en las primeras 2 olas con
picos en mayo del 2020 y el mayor en enero del 2021
en concordancia con las primeras olas de contagio,
mientras que, a partir de la temporada de otoilo a
invierno de 2021, a pesar de tener un incremento en el
nimero de casos, el nimero de defunciones fue
disminuyendo con el tiempo, y eso fue gracias a la
vacunacion. De hecho, a pesar de que en México y el
mundo se presentaron las olas mas grandes a partir del
afo 2022, fue también este afio cuando la mortalidad
descendio de manera significativa [2].

De la misma forma, la comparacion en el tiempo
de supervivencia y desenlace de los pacientes, indica
que en mayo de 2020 tuvieron lugar la mayoria de las
hospitalizaciones y defunciones, y estas fueron
reduciéndose hasta sustituirse gradualmente y casi en
su totalidad por cursos clinicos ambulatorios y
supervivencia de la poblacion afectada.

Ya al final de la pandemia, la hospitalizacion y
requerimiento de apoyo ventilatorio por rango de edad
especifica, muestra que los extremos de la vida son los
grupos que tienen desenlaces mas graves, i.e.,de0 a5
afios y de 70 a 102 afios. Tanto en pacientes intubados
como en hospitalizados y ambulatorios, el porcentaje
mas grande de fallecimientos se presentd dentro del
grupo de edad superior a los 70 afos, al igual que el
numero total de defunciones, a pesar de que el numero
de casos fue superior dentro del grupo de edad de 20 a
60 afios.

El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
en México (SINAVE) reporta que para 2024, la tasa
de incidencia acumulada (TIA) por 100 mil habitantes
de COVID-19, es mayor en adultos mayores de 65
afios (TIA 0.27), seguida de adultos de 25 a 29 afios
(TIA 0.19), con un predominio en la distribucion de
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casos ambulatorios que ocurrieron en un 59%.
También se identifica un mayor requerimiento de
hospitalizacion en los grupos de 1 a 4 afios, 55a 59y
mayores de 70 afios [3].

En la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
(ENSANUT) 2022 se realizaron mediciones de
anticuerpos anti-SARS-CoV-2 por el Instituto
Nacional de Salud Publica, reportando una
seroprevalencia de anticuerpos contra COVID-19 en
México de 94.9% en todas las edades, variando entre
94.1% y 96.8% dependiendo de la entidad federativa

[4].

Variantes de COVID-19

Durante la replicacion del genoma del virus se
producen mutaciones con facilidad, éstas se deben a la
escasa precision de la polimerasa viral y la alta
velocidad con la que el virus replica su genoma, lo que
ocasiona errores al copiar el material genético [6]. Las
mutaciones producen cambios en las secuencias de
aminoacidos de las proteinas virales; sin embargo, no
todas tienen un efecto sobre la estructura o la funcion
del virus, ni tienen un impacto directo sobre la salud
de la poblacion. Aquellas que si tienen repercusion
significativa o que se acumulan dentro de las
poblaciones virales, generan cambios en el
comportamiento viral, surgiendo asi variantes del
virus  original. La repercusiéon clinica 'y
epidemioldgica que se le adjudica a las variantes de un
virus estan relacionadas con la transmisibilidad de
este, la gravedad de la enfermedad, la eficacia de
vacunas y pruebas diagnoésticas, asi como de los
tratamientos especificos [7].

En el caso de SARS-CoV-2 la proteina Spike es la
principal implicada en la generacion de variantes. Esta
proteina se encuentra en la superficie de la particula
virica, permite la unién con los receptores de la
enzima convertidora de angiotensina (ACE2) que se
hallan en las células del hospedero y con ello la
internalizacion del virus, para dar paso a toda la
cadena de acontecimientos que conducen a la
replicacion y diseminacion de las particulas virales.

Adicionalmente, cuantos mas casos se presentan,
mas posibilidades hay de que se generen mutaciones,
debido a la alta tasa de replicacion que ocurre durante
la transmision del virus de persona a persona.

De acuerdo con la trascendencia que las variantes
tengan sobre la salud de la poblacion, se clasifican en:
variantes de gran consecuencia, variantes de
preocupacion, variantes de interés y variantes de bajo
monitoreo [7]. Las primeras adquieren su nombre
cuando clinicamente se presentan casos mas graves,
hay un aumento en la tasa de pacientes que requieren
hospitalizacion, hay falla demostrada en las pruebas

diagndsticas, una alta cantidad de casos de infeccion
en pacientes previamente vacunados, y una evidente
reduccion en la susceptibilidad a tratamientos
aprobados. Una variante de preocupacion ocasiona
casos mas graves de enfermedad, una reduccion en la
neutralizacion por los anticuerpos que han sido
generados previamente durante una infeccion o
mediante la vacunacidén, o que adquieren mayor
transmisibilidad. Por otro lado, las variantes de interés
son aquellas en las que se prevé un aumento en la
transmisibilidad, en la gravedad de la enfermedad o en
las que hay evidencia de que sean la causa de un
aumento en la proporcidon de casos o brotes.
Finalmente, una variante de bajo monitoreo incluye
linajes que solian causar formas mas graves de la
enfermedad o con alta capacidad de transmision, pero
que ahora no se detectan, o bien, tienen niveles de
circulacion muy bajos entre la poblacion actual. Al
momento, ninguna de las variantes de SARS-CoV-2
se considera de gran consecuencia.

De forma paralela, existen diferentes maneras de
nombrar a las variantes, el método elegido por la
Organizacion Mundial de la Salud es mediante la
utilizacion de letras del alfabeto griego, pero también
se cuenta con el Sistema de Linaje Pango y Nexclade
[7-8]. Los linajes adquieren su nombre mediante
prefijos alfabéticos y sufijos numéricos, y se nombran
de forma jerarquica conforme surgen los
descendientes de una variante de origen. Por su parte
los clados agrupan a miembros o linajes con un
antepasado en comun, dichos integrantes comparten
muchas caracteristicas entre si, lo que demuestra su
ascendencia en comun. En el caso especifico de
SARS-CoV-2 los clados se determinan en funcion de
su relacion genética y se nombran con los numeros del
afio en que se asignan, seguidos de una letra [7].

Desde el inicio de la pandemia por COVID-19
hasta el afio en curso ha surgido una gran cantidad de
variantes del virus original (19A), las cuales se han
relacionado por medio de un arbol filogenético que
nos muestra los descendientes de cada clado y linaje
[9]. Se puede observar que entre el afio 2020 y 2021
se originaron las variantes alfa, beta y delta que fueron
en su momento denominadas como variantes de
preocupacion por sus caracteristicas y
comportamiento en la poblacion, causando
incrementos en los casos y evasion de anticuerpos
previos (Figura 1). En el afio 2021 surge la variante
omicron (21L) que contenia mas de 50 mutaciones en
la proteina S y que causé la ola mas grande de la
pandemia en todo el mundo, y posteriormente dio
origen a un gran numero de subvariantes que
circularon durante el resto del 2022 y la totalidad del
2023. Al hacer un anélisis de la secuencia genética de
dichas variantes, se advierten multiples cambios en los
marcos de lectura abierta y diversas proteinas, tales

© 2024 Mensaje Bioquimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.



84

Wong-Chew, Rosa Maria et al., Mens. Bioquim. 48 (2024): 81-93

como la proteina S, E, N, M; de las cuales, la proteina
S es quien presenta mayor nimero de mutaciones, tal
como se menciona anteriormente.

24B (IN.1.11.1)—@ 20H (Beta) 23A(XBB.1.5)
2 201 (Alpha) 23B(XBB.1.16)
20) (Gamma) 23C(CH.1.1)
21A (Delta 23D(XBB.1.9)
211 (Delta 23€ (XBB.2.3)
21) (Deita B 23F(EGS.1)
B 218(Kappa B 23G(x88.1.5.70)
24A (JN.1) E 21D (Eta E 23H (HK.3
21F (lota 231(BA.2.86)
= (BA.2.8}\'WI B 21G(Lambda B 2¢A0NA
LS B 21HMu B 2¢80N1110)
B 21(BA1) 19A
21L(BA.2) B 21L(A2 198
21M (Omicron)} B 22A(8A4) 20A
T e ——— | 228(BAS 20C
208 ”:,?MZB(BA.S) 22C (BA2.12.1) 20G
19A 4 — 220 (BA2.75) 20€
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Figura 1. Filogenia que muestra las relaciones evolutivas entre los virus de SARS-CoV-2 circulando.

Los datos mostrados corresponden a un submuestreo enfocado en los tltimos 6 meses, de 3803 genomas
virales muestreados de todo el mundo obtenidos de GISAD (del inglés, Global Initiative on Sharing All
Influenza Data; https://gisaid.org/ ), desde el 22 de diciembre de 2019 al 11 de junio de 2024. Grafica

obtenida a  través de la

plataforma

generada  por el  Nextstrain  Team

(https:/nextstrain.org/ncov/gisaid/global/6m?tl=clade_membership ) [35].

Asimismo, los arboles filogenéticos han mostrado
diversas variantes que han tenido origen en México
desde el 2020 hasta las ultimas reportadas en 2023, se
han detectado 6 variante dominantes durante la
pandemia la original de Wuhan, la B.1.1.519, delta,
omicron, BA4/BAS y XBB.1.5 [9]. Actualmente en
nuestro pais las variantes que circulan con mayor
frecuencia corresponden a 23A (XBB.1.5), 23B
(XBB.1.16) y 23F (EG.5.1). Se ha reportado que la
variante 23A (XBB.1.5) contiene 2084 descendientes,
entre ellos las variantes 23B (XBB.1.16) y 23F
(EG.5.1), las cuales han dado origen a su vez a 304 y
1009 descendientes respectivamente. La subvariante
23B (XBB.1.16) es portadora de dos mutaciones en
nucledtidos unicos, cinco mutaciones homoplasmicas
y mutaciones en aminoacidos en ORFla, ORF1b,
ORF9b y en la proteina S. Por su parte la subvariante
23F (EG.5.1) cuenta con dos mutaciones
homoplasmicas y una sola mutacion en un aminoacido
de la proteina S [9].

Tipos de vacunas

La generacion de una respuesta inmune contra el
SARS-CoV-2 requiere que las células presentadoras
de antigeno especializadas engullan al virus y utilicen
fragmentos proteicos reconocibles para activar a los
Linfocitos T CD4+, desencadenando estos el proceso
de generacion de anticuerpos por los Linfocitos By la
habilidad de Linfocitos T CD8+ para identificar y
destruir a las células infectadas por virus [10].

Bajo este principio, el disefio de estrategias de
inmunizacion parte de crear antigenos o precursores
de antigenos que, por lo mismo, sin resultar
infecciosos, puedan ser reconocidos por nuestro
sistema  inmune para  generar  anticuerpos
neutralizantes. Se han desarrollado vacunas a partir de
virus atenuado o inactivado, de vectores virales
replicativos o no replicativos, de material genético
(ARN o ADN), y de proteinas (subunidades proteicas
o particulas similares al virus) [11].

En el caso de las vacunas vivas atenuadas e
inactivadas, para la atenuaciéon de un virus se debe
replicar multiples veces en células humanas o
animales hasta que genere mutaciones que le impidan
generar enfermedad, mientras que la inactivacion se
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logra mediante la aplicacion de productos quimicos
como formaldehido o calor a grandes cantidades de
virus con capacidad infecciosa.

Las vacunas de material genético se producen
mediante ingenieria genética. Estan constituidas por
ADN o ARN que contiene la informacion para la
producciéon de la proteina S o spike. Mediante un
recubrimiento lipidico se protege de la degradacion y
se permite su entrada a la célula, de manera que sea
traducido en la proteina deseada, la cual se presenta en
la superficie de la célula y sera identificada como
extrafia por el sistema inmune para el inicio de la
respuesta inmune [12].

En el caso de las vacunas basadas en vectores
virales, se utiliza un virus de otra especie en el que se
inserta un gen que va a codificar la proteina viral de
interés (spike). Una vez dentro de la célula, se produce
un ARN mensajero que traduce la proteina S: ésta se
presenta en la superficie y se desarrolla la respuesta
inmune especifica. Los vectores virales pueden ser
replicativos o no replicativos. En el primer caso, como
sunombre lo indica, el virus es capaz de replicarse. En
el caso de los no replicativos, se realiza una mutacion
genética para limitar su capacidad de replicacion, solo
se producira la proteina S. Si se comparan, los
vectores virales replicantes corren el riesgo de atenuar
el efecto deseado por el desarrollo de inmunidad al
virus utilizado como vehiculo, aunque cuentan con la
ventaja de provocar una respuesta fuerte y segura,
mientras que los no replicantes pueden necesitar de
dosis de refuerzo para asegurar respuesta a largo
plazo.

Existen también tecnologias como la de
subunidades proteicas. Un ejemplo es la vacuna
Abdala que se basa en el dominio de union al receptor
(RBD) de la proteina S de la cepa original de Wuhan
[11], y particulas similares al virus, las cuales son
Unicamente envolturas que asemejan su estructura sin
el material genético, por lo que carecen de potencial
infeccioso, sin embargo, son de dificil fabricacion
[16].

Existen vacunas de ARNm (Pfizer y Moderna), de
vectores virales no replicativos que utilizan
adenovirus 5, 26 o de chimpancé (Cansino, Janssen,
Gamaleya, AstraZeneca), vectores virales replicativos
que utilizan virus de New Castle (Patria), inactivadas
(Sinopharm, Sinovac) y subunidades proteicas
(Novavax) que han mostrado en estudios fase 1,2 y 3
buena respuesta inmunoldgica, y eficacia vacunal
entre 66 y hasta 95%, pero con capacidad de evitar
casos graves desde el 85% hasta el 100% con los
esquemas primarios que incluyen 2 dosis, excepto
Janssen que solo aplicaron una dosis como esquema
primario.

Para febrero del 2024, a nivel mundial el 70% de
la poblacién ya se ha vacunado contra la COVID-19

[13]; el pais con un mayor porcentaje de poblacion con
el esquema original de vacunacién completo es Chile
(90%). Otros, como México, han cubierto con el
esquema completo unicamente al 64% de la
poblacion, y otro 12% se encuentra parcialmente
vacunado [13]. La Secretaria de salud en su Estrategia
Nacional de Vacunaciéon en México reporta que un
81% de la poblacion de 5 o mas afios de edad, que es
la edad minima autorizada para recibir el biologico en
nuestro pais, ha recibido al menos una dosis, es decir,
96 millones de los 118 millones de mexicanas y
mexicanos pertenecientes a este grupo. Dentro de los
grupos poblacionales: 91% de los mayores de 18 afios
cuentan con al menos una dosis, 63% entre los 12y 17
afios, y 42% entre 5 y 11 afios [14].

Gracias a la vacunacion, a pesar de observar un
incremento importante en el nimero de casos, la
mortalidad fue disminuyendo paulatinamente en el
tiempo a partir del inicio de la vacunacion.

En México, esta cobertura de vacunacion a gran
escala fue identificada como uno de los contribuyentes
para disminuir considerablemente la mortalidad por
COVID-19 a partir de finales de 2021, junto con la
aparicién de las variantes Gamma, Delta y Omicron
que presentaron un incremento exponencial en la
capacidad de infeccion al mismo tiempo que una
reduccion en la generacion de casos graves [15]. Esta
combinacion, es responsable de la peculiar
discrepancia entre la incidencia de casos sin
precedentes y la enfermedad grave o defunciones,
cada vez mas amplia a partir de aquel momento.

El Grupo de Expertos en Asesoramiento
Estratégico de la OMS (SAGE por sus siglas en
inglés) actualizd en marzo de 2023 la guia de
vacunacion contra COVID-19 [15], en la cual clasifica
a la poblacion dentro de tres grupos prioritarios
(Figura 2).

Vacunas bivalentes

El 9 de noviembre de 2021 se reportd por primera
vez la variante de 6micron (B.1.1.529), la cual fue
nombrada el 26 de noviembre del mismo afio. Fue
considerada una variante de preocupacion por ser
portadora de 50 mutaciones que no habian sido vistas
previamente, 30 de ellas en la proteina Spike. Del
mismo modo se encontraron las mutaciones D614G,
N501Y y K417N, que se cree tienen la capacidad de
aumentar la capacidad de infeccion del virus y que se
han encontrado también en otras variantes de
preocupacion [17].

Para junio de 2022, el Grupo Consultivo Técnico
sobre la Composicién de las Vacunas contra la
COVID-19 (TAG-CO-VAC, por sus siglas en inglés)
de la OMS reconocié que si bien las vacunas que
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contenian la cepa original del virus SARS-CoV-2 aun
conferian cierto nivel de proteccion contra las formas
de enfermedad mas graves, la eficacia de las mismas
se reduciria con el tiempo, esto debido a la clara
evidencia del alto nimero de mutaciones y variantes
que habian surgido con respecto al virus original. Por

Prioridad

* Embarazadas
* Personal de Salud

* Adultos > 60 aflos con comorbilidades

importantes (Diabetes y Cardiopatias)
* Personas >6 meses con inmunodeficiencia

*Nifios y adolescentes sanos de entre 6 meses y
17 aflos

dicho motivo se recomendd estudiar la posibilidad de
cambiar la composicion de dichas vacunas
adicionandoles antigenos de la variante émicron [18].

Recomendacion

* Dosis de refuerzo adicional en un plazo de 6 0
12 meses tras la Glitima dosis

* Se recomienda una dosis de refuerzo. Aunque
los refuerzos adicionales son seguros para este
grupo el SAGE no los recomienda en forma
sistemaética

* Las dosis de refuerzo son seguras y eficaces, sin
embargo, se deben considerar algunos factores
como la morbilidad y la relacién costo - eficacia

Figura 2. Clasificacion de la poblacion de acuerdo con el riesgo de muerte y enfermedad grave a

causa de la infeccién por SARS-CoV-2 [15].

Las vacunas bivalentes fueron finalmente
autorizadas por la Administracion de Medicamentos y
Alimentos de EUA (FDA por sus siglas en inglés) en
agosto de 2022, permitiendo la aplicacion de aquellas
que contenian RNA mensajero del virus de la cepa
original del virus del SARS-CoV-2 y otro RNA
mensajero de la variante 6micron linajes BA.4/BA.5
como dosis de refuerzo. Las vacunas Pfizer y Moderna
fueron desarrolladas como vacunas bivalentes. Por un
lado, la vacuna bivalente de Pfizer requeria una dosis
de 0.3 mL, y estaba autorizada para su uso como dosis
unica de refuerzo en personas de 12 afios y mayores.
Por otro lado, la vacuna Moderna bivalente requeria
dosis de 0.5 mL, y se autorizé como dosis unica de
refuerzo 2 meses después de la ultima dosis para
mayores de 18 aflos de edad [19].

Para marzo de 2023, el grupo TAG-CO-VAC se
reuni6 nuevamente para estudiar las pruebas
disponibles sobre la administracion de vacunas
bivalentes como refuerzo. Tras el analisis de diversos
estudios epidemioldgicos observacionales, datos
obtenidos en laboratorios y datos observacionales
sobre memoria inmunoldgica, se observo que existe
mayor neutralizacion con vacunas bivalentes en
personas  previamente infectadas. Por ello
concluyeron que administradas como dosis de
refuerzo, las vacunas bivalentes que incluyen el linaje
BA.1 o BA.4/BA.5 generan una reactividad cruzada

de mayor magnitud y amplitud contra las variantes del
virus, que aquellas vacunas que fueron fabricadas
Unicamente con el virus inicial [18].

Dichos hallazgos concuerdan con lo reportado en
un estudio intervencionista, aleatorizado, doble ciego
que evalia la seguridad, tolerabilidad e
inmunogenicidad de la vacuna bivalente mediante la
comparacion de pacientes mayores a 55 aflos a quienes
se les aplico la vacuna monovalente contra quienes se
les administré vacuna bivalente. En dicho ensayo se
obtuvo que con la vacuna bivalente BA.4/BA.5 se
produjeron anticuerpos neutralizantes mayores contra
sublinajes derivados del virus, como BQ.1.1 y XBB.1;
asimismo se observd que después de la cuarta dosis
con la vacuna bivalente se desarrollan niveles mayores
de anticuerpos neutralizantes en pacientes infectados
[20].

Del mismo modo un anélisis realizado con base en
datos nacionales en EUA demostr6 la efectividad de
la vacuna bivalente como refuerzo de la enfermedad
sintomatica: una dosis de refuerzo de ARNm bivalente
proporciona una proteccion afiadida contra la
infeccion sintomatica por linajes XBB/XBB.1.5
durante al menos los primeros tres meses tras la
vacunacion, en personas que ya habian recibido
vacunas monovalentes [21].

Segun datos obtenidos del Centro de Control de
Enfermedades de EUA (CDC, por sus siglas en
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inglés), en noviembre del 2022 la tasa de
hospitalizacion en pacientes mayores a 18 afios que
fueron vacunados con formulaciones bivalentes fue
2.7 veces menor que vacunas monovalentes y 13.6
veces menor que aquellos que no recibieron ninguna
vacuna. Similar a lo que se encontrd con respecto a la
tasa de fallecimientos en pacientes mayores de 5 afios,
con 2.4 veces menor riesgo de muerte por COVID-19
en pacientes con refuerzo con vacunas bivalentes
comparado con vacunas monovalentes y 12.7 veces
menor riesgo de muerte en personas con vacunas
bivalentes comparado con pacientes no vacunados
[22].

Vacunas monovalentes actualizadas

Para el 13 de mayo del 2023, la OMS publico la
declaracion sobre la composicion antigénica de las
vacunas contra la COVID-19, en la cual se menciona
la existencia de una evolucion genética y antigénica
continua y considerable del agente etiologico de esta
enfermedad, el SARS-CoV-2; ademas de un alta
seroprevalencia e inmunidad heterogénea. Es por ello
que los programas de vacunacion para completar la
serie primaria y dosis de refuerzo para los grupos de
prioridad media y alta ain deben de seguir vigentes.
Las actualizaciones del antigeno de la vacuna pueden
tener una mejoria en las respuestas inmunitarias
inducidas por la vacuna a las variantes circulantes del
agente etiologico, el SARS-CoV-2. Sin embargo,
desde mayo del 2023 los linajes descendientes de
XBB.1 predominan en la circulacion mundial. Las
nuevas  formulaciones  deberan  proporcionar
proteccion contra linajes descendientes de XBB.1 y el
TAG-CO-VAC recomienda XXB.1.5 monovalente.
Ademas, se recomienda no incluir la cepa original o
virus indice en futuras formulaciones de vacunas
COVID-19 [23].

El 11 de septiembre del 2023 la FDA en Estados
Unidos autoriz6 la vacuna Comirnaty de Pfizer
monovalente de ARNm basada en la subvariante
XBB.1.5, para aplicarla en pacientes de 6 meses a 4
afios, en el caso de no vacunados 3 dosis alas 0,3y 8
semanas, en el caso de 1 dosis recibida previamente
aplicar 2 dosis con intervalo de 8 semanas y en el caso
de haber recibido 2 a 4 dosis, aplicar sélo 1 dosis
después de 8 semanas de la tltima; en nifios de 5 afios
a 11 afos, en el caso de dosis previas aplicar solo 1
dosis 8 semanas después, en el caso de pacientes
inmunosuprimidos se aplican 3 dosis con intervalos de
2 meses y en individuos de 12 afios y mas se aplica
una dosis 2 meses después de la Gltima dosis [24].

El 11 de septiembre del 2023 la FDA de EUA
también autorizé la vacuna Spikevax de Moderna
monovalente de ARNm basada en la subvariante

XBB.1.5, que se aplica a pacientes de 6 meses a 4
anos, en el caso de no vacunados 2 dosis con intervalo
de 1 mes, si ya recibieron una dosis se aplica 1 dosis
después de un mes de la ultima; en nifios de 5 a 11
afios se recomienda la aplicacion de una dosis
independientemente del estado de vacunacion, en
nifios de 6 meses a 11 aflos inmunosuprimidos se
recomienda la aplicacion de 3 dosis con intervalos de
1 mes y de 12 afios en adelante se recomienda una
dosis independientemente del estado de vacunacion,
por lo menos 2 meses después de la tltima dosis [25].

El 13 de octubre del 2023 la FDA también autorizd
la vacuna Novavax COVID-19 monovalente de
subunidad proteica basada en la subvariante XBB.1.5,
que se aplica a pacientes de 12 afios o mas aplicando
una dosis en caso de vacunacion previa y 2 dosis con
intervalos de 3 semanas en no vacunados.

La Vacuna Moderna monovalente XBB.1.5
produce anticuerpos neutralizantes contra la cepa
original de Wuhan, y las subvariantes BA.4/BA.5,
XBB.1.5, XBB.1.16, XBB.2.3.2, EG.5.1, FL.1.5.1 y
BA.2.86 [26]. La vacuna Pfizer monovalente XBB.1.5
confiere proteccion contra BA.5 y BA.2.86 [27].

Vacunacion en ninos

En mayo del 2021, la FDA autoriz6 la vacuna de
Pfizer para adolescentes de 12 a 15 afios y en junio de
ese mismo afio, la Comision Federal para Ia
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS)
también autoriza para uso de emergencia la vacuna de
Pfizer-Biontech para la poblacién mexicana mayor de
12 afios de edad y el 17 de junio del 2022 la FDA de
Estados Unidos autoriza la vacuna Pfizer-BioNTech
anti-COVID-19 para nifios de 6 meses de edad hasta
los 11 afios.

La aprobacion de las vacunas Moderna y Pfizer
para nifios de 6 meses a 18 afios en el caso de Moderna
y hasta los 16 afios en el caso de Pfizer se baso en los
estudios de “puenteo inmunoldgico”, en donde a partir
de los resultados de eficacia reportados en adultos,
simplemente se evalua si en los nifios y/o adolescentes
que recibieron la vacuna, también producen
anticuerpos en la misma proporcion que los adultos, lo
cual se demostrd en niflos de 6 a 23 meses, 2 a 5 afos,
6allafiosy 12 a 18 o 16 afios, que presentaron titulos
medios geométricos mayores al grupo de edad de 18 a
25 afios de edad y un 100% de respuesta en los
diferentes grupos de edad vacunados y 98 a 99% de
respuesta en comparacion con el grupo de 18 a 25
afios. En el caso de la vacuna de moderna se aplican
25 microgramos en 2 dosis a niflos de 6 meses a 5
afios, 50 microgramos a niflos de 6 a 11 afios y 100
microgramos a niflos de 12 a 18 afios. En el caso de la
vacuna de Pfizer se aplican 3 microgramos en 3 dosis

© 2024 Mensaje Bioquimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.



88

Wong-Chew, Rosa Maria et al., Mens. Bioquim. 48 (2024): 81-93

a nifios de 6 meses a 4 afios, 2 dosis de 10
microgramos a nifios de 5 a 11 afios y 2 dosis de 30
microgramos a nifios de 12 a 16 afios.

El SARS-CoV-2 en niflos puede causar
hospitalizaciones por falla respiratoria, miocarditis,
falla renal, trombosis u otras complicaciones
relacionadas; puede propiciar la aparicion del
Sindrome inflamatorio multisistémico pediatrico
(PIMS, por sus siglas en inglés), que puede llevar a
choque y falla organica multiple [28-29], y los hace
propensos a desarrollar COVID largo afectando su
calidad de vida. Los nifios pueden tener la misma
vulnerabilidad para la infeccion que los adultos; pero
estos casos se reportan menos por lo que puede existir
transmision secundaria en casa y en la escuela. En
Estados Unidos, se observo un incremento de 5 veces
en las hospitalizaciones por COVID-19 en niflos
durante junio a agosto del 2021 con la variante delta,
en donde la hospitalizacion fue 10 veces mayor en los
no vacunados [30]. En Estados Unidos, de junio 2022
a marzo de 2022, se analizaron las tasas de
hospitalizacion asociadas a COVID-19 por estado de
vacunacion entre nifios de 5 a 11 afios y adolescentes
de 5 a 17 afios vacunados y no vacunados,
encontrando que el grupo mas afectado fue el de 12 a
17 afios no vacunados, con una tasa de hospitalizacion
de mas de 30 x 100,000 comparado con los vacunados
de 12 a 17 anos de 20 x 100,000 en el mes de enero de
2022 [22].

En un informe publicado el 14 de enero del 2022,
se examinaron los resultados clinicos y la gravedad del
sindrome multisistémico en pacientes pediatricos de
12 a 18 afios, considerando su estado de vacunacion,
en 24 hospitales pediatricos ubicados en 20 estados de
los Estados Unidos, durante el periodo comprendido
entre julio y diciembre de 2021, mostrando que la
vacunacion contra COVID-19 protege contra PIMS en
nifios de 12 a 18 afios con una eficacia vacunal del
90% [31].

Entre el 29 de octubre de 2021 y el 6 de enero de
2023, se llevo a cabo un estudio que abarco datos de
vigilancia de Carolina del Norte, enfocados en la
vacunacion contra la COVID-19 y los resultados
clinicos en nifios menores de 12 afos a lo largo de todo
el periodo de predominancia de dmicron. Durante todo
este lapso, se evalud la efectividad de los refuerzos
bivalentes en comparaciéon con los monovalentes
contra la infeccion por émicron en nifios de 5 a 11
afios. Los refuerzos bivalentes demostraron ser mas
efectivos que los monovalentes en el grupo de nifios

de 5-11 anos de edad, la efectividad de una dosis de
refuerzo monovalente fue de 24.4% (IC de 95%, 14.4
a 33.2) tras 1 mes y 23.1% (IC de 95%, 15.6 a 30.0)
tras 2 meses, comparado con la efectividad de una
dosis de refuerzo bivalente de 76.7% (IC de 95%, 45.7
a 90.0) tras 1 mes y 47.3% (IC de 95%, -17.9 a 76.4)
tras 2 meses [32].

IC corresponde al Intervalo de Confianza. Un
IC de 95% se puede interpretar de la
siguiente manera: si el estudio se repite 100
veces, en 95 ocasiones, el intervalo de
confianza incluiria la eficacia de la vacuna
(EV). En el primer caso en particular, en
95% de las ocasiones, la EV obtenida estaria
en el rango de 14.4a33.2.

En un estudio publicado en el 2024 se observo que
las vacunas bivalentes tienen un 54% de efectividad
contra la infeccion y el 49% contra COVID
sintomatico en nifios de 5 a 17 afos [33].

En el 2023 la ACIP (del inglés Advisory
Committee on Immunization Practices) publico las
recomendaciones de vacunacién con vacuna COVID-
19 monovalente XBB.1.5 para nifios de 6 meses a 4
afios y mayores de 5 de acuerdo con su estado de
vacunacion (Tabla 1y 2) [33].

Tanto las vacunas desarrolladas por Pfizer como
por Moderna proveen dosis y caracteristicas de
administracion especificas para los distintos grupos
etarios. En el caso de Pfizer, hay viales con tapones de
diferentes colores para diferenciar la edad, la cantidad
de dosis y la concentracion que se aplica de acuerdo a
la edad: tapon gris oscuro para mayores de 12 afios con
6 dosis por vial de 30 pg, gris claro 1 dosis por vial de
30 pg, tapon amarillo para nifios de 5 a 11 afios con 10
dosis por vial de 10 pg y azul fuerte para nifios de 5 a
11 afios con 5 dosis por vial de 10 pg, tapon azul claro
para niflos de 5 a 11 afios con una dosis por vial de 10
pg y tapon marroén para nifios de 6 meses a 5 aflos con
10 dosis por vial de 3 pg. La duracion de las vacunas
en almacenamiento entre 2 y 8°C es de 10 semanas.
En el caso de frascos multidosis una vez que se
punciona el vial, la duraciéon de la vacuna en el
refrigerador entre 4 y 8°C es de 12 horas, después de
ese tiempo el ARNm se inactiva.
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Tabla 1. Esquema de vacunacién para nifios de 6 meses a 5 afios con vacunas COVID-19 monovalentes XBB.1.5

Dosis indicadas de | Intervalo entre dosis

vacuna de mRNA

Historia de vacuna COVID Vacuna actualizada
mRNA

No vacunados Moderna
Pfizer

Recibieron Moderna

1 dosis de Moderna Moderna

> 2 dosis de Moderna Moderna

Recibieron Pfizer BioNTech

1 dosis de Pfizer BioNTech Pfizer BioNTech

2 dosis de Pfizer BioNTech Pfizer BioNTech

> 3 dosis de Pfizer BioNTech Pfizer BioNTech

actualizada
2 4 - 8 semanas
3 Dosis 1y 2: 3-8 semanas

Dosis 2 y 3: >8 semanas

1 4 a 8 semanas después de la Gltima dosis
1 > 8 semanas de la Gltima dosis
2 Dosis 1: 3-8 semanas después de la
ultima dosis
Dosis 1y 2: >8 semanas
1 > 8 semanas después de la Gltima dosis
1 > 8 semanas después de la Gltima dosis

Tabla 2. Esquema de vacunacién para nifios mayores de 5 afios con vacunas COVID-19 monovalentes XBB.1.5

Historia de vacuna COVID 19 Vacuna actualizada Dosis indicadas Intervalo entre dosis

No vacunados Moderna

Pfizer BioNTech 1 NA

Novavax (solo >12 afios) 2 Dosis 1y 2: 3-8 semanas
Recibié >1 dosis de vacucna Moderna 1 8 semanas después de la
COVID 19 incluyendo Moderna, ultima dosis
Pfizer BioNTech, Novavax (>12),  pfizer BioNTech 1 8 semanas después de la
Janssen (>18) Gltima dosis

Novavax (solo >12 afios) 1 8 semanas después de la

ultima dosis

La vacuna de ARNm monovalente XBB.1.5 de
Moderna tiene 2 presentaciones: un vial con tapa
azul con 100 ug/ml es decir 2.5 ml para pacientes
pediatricos, en el que se aplica 0.25 mL que
equivalen a 25 microgramos y la tapa roja de 200
pg/ml es decir 10 ml para pacientes mayores de 18
afios, en el que se aplican 0.5 mL para esquema
primario que equivale a 100 pg y 0.25 mL para
refuerzo que equivale a 50 pg. La vacuna dura 30
dias almacenada entre 2 y 8°C, una vez que se ha
puncionado el vial para extraer la dosis inicial, la
vacuna dura hasta 19 horas, después de este tiempo
el ARNm se inactiva. El esquema de vacunacion en
los Estados Unidos en nifios de 6 meses a 23 meses
y de 2 afios a 5 afios en la serie primaria se aplican
2 dosis de 25 pg intramuscular con un mes de
diferencia.

Futuro de la vacunacion contra COVID-19

La vacunacion contra COVID-19 en los
proximos afios se verd influenciado por diversas
consideraciones, entre las cuales se incluyen la
necesidad de tener vacunas actualizadas cada afio
para poder hacer frente a la emergencia de variantes
con capacidad de tener un escape inmunoldgico o
que causen una enfermedad mas agresiva. Se
debera dar prioridad para la vacunacion a la
poblacion de alto riesgo, que incluye individuos
mayores de 60 afios, mujeres embarazadas,
personas inmunocomprometidas, aquellos con
enfermedades cronicas como la diabetes mellitus y
la hipertension arterial, asi como el personal de
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salud. Ahora los nifios son la poblacion susceptible,
ademas de potenciales transmisores de la
enfermedad, por lo que se deben considerar en el
programa nacional de vacunacion.

Conclusiones

Aunque el coronavirus ya no es una emergencia
de salud internacional, sigue siendo un problema de
salud publica mundial, las vacunas han tenido un
papel muy importante en evitar casos graves y
muerte, pero los brotes y casos de nuevas variantes
de Omicron contintian. Las vacunas bivalentes y
monovalente XBB.1.5 han demostrado efectividad
en evitar hospitalizaciéon y muerte por las nuevas
variantes.

Dado que el SARS-CoV-2 persiste con la
posibilidad de mutar, la inmunidad hibrida y la
actualizacion de las vacunas a las variantes
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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son las
principales causas de muerte en el mundo, de
manera particular la isquemia miocardica. El
corazén se considera un 6rgano omnivoro pues,
para mantener su trabajo mecanico continuo y
dependiendo de la situacion, es capaz de
metabolizar diferentes sustratos mediante rutas
enzimaticas finamente reguladas. En condiciones
fisiologicas, el corazon de un adulto obtiene energia
al oxidar acidos grasos; sin embargo, cuando se
reduce el flujo sanguineo (isquemia), se producen
alteraciones en el metabolismo energético donde el
corazon prefiere metabolizar glucosa y cuerpos
cetobnicos como un mecanismo protector que le
permite producir ATP y preservar asi la funcion
contractil. No obstante, esta modificacion en el uso
de sustratos conduce a una serie de alteraciones
morfologicas y fisiologicas (dafio mitocondrial,
estrés oxidativo, remodelacion estructural e
inflamacion) que finalmente hacen que el dafio a
este organo sea mayor. El empleo de agentes
farmacoldgicos que mejoren el metabolismo
energético es una opcion eficaz para aumentar la
capacidad funcional cardiaca y la prognosis de
pacientes con ECV. Por lo tanto, el presente trabajo
pretende describir el metabolismo energético

Abstract

Cardiovascular diseases (CVD) are the main causes
of death in the world, particularly myocardial
ischemia. The heart can be considered as an
omnivore organ capable of oxidizing a wide range
of substrates through finely regulated enzymatic
pathways to maintain its continuous mechanical
work. Under physiological conditions, healthy adult
heart generates energy through fatty acid oxidation;
however, when blood flow is reduced (ischemia),
alterations occur in energy metabolism where the
heart prefers to metabolize glucose and ketone
bodies as a protective mechanism that allow it to
produce ATP and thus preserve contractile function.
Nevertheless, that shifts in substrate utilization in
the heart leads to morphological and physiological
alterations (mitochondrial damage, oxidative stress,
structural remodeling and inflammation) that further
exacerbate the progression of myocardial damage.
The use of pharmacological agents that promote
energy metabolism is an effective option to improve
cardiac functional capacity and the prognosis of
patients with CVD. Therefore, the present work
aims to describe myocardial energy metabolism and
its related factors, as well as summarize therapies
for heart failure that involve metabolic intervention.
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cardiaco y sus factores relacionados, asi como
resumir algunas de las propuestas terapéuticas que
estan dirigidas a este objetivo.

Palabras claves: cardioproteccion, farmacos para Keywords:
pharmacotherapy,
metabolic therapy.

enfermedades cardiacas, metabolismo cardiaco,

terapia metabdlica.

cardiac  diseases
metabolism,

cardioprotection,
myocardial

Introduccion

A nivel mundial, las enfermedades
cardiovasculares (ECV) representan las principales
causas de muerte. Las de mayor prevalencia y
mortalidad son las de tipo isquémico, donde esta
considerado el infarto al miocardio, patologia que fue
la primera causa de muerte en México en 2023 (97
187 casos) (1,2). Es importante destacar que las ECV
pueden prevenirse si logramos controlar algunos de
los factores de riesgo asociados a éstas como son: el
tabaquismo, alcoholismo y el presentar enfermedades
crénicas como obesidad, diabetes e hipertension. De
manera particular, cada vez son mas las evidencias
que demuestran que el tener un estilo de vida
saludable llevando una alimentacion equilibrada,
realizando actividad fisica y, en caso necesario,
apegarse al tratamiento farmacologico prescrito, son
un factor determinante para su control.

A pesar de que en los ultimos afios ha habido un
progreso notable en el manejo de las ECV, éstas
siguen siendo un problema de salud publica en el
mundo y la tasa de mortalidad asociada a la isquemia
miocardica estd en aumento (3). Es por esta razon
que resulta importante el seguir buscando
tratamientos para este tipo de patologias, teniendo
como blancos diferentes mecanismos celulares y/o
moleculares que se llevan a cabo en el corazdn.
Particularmente, el metabolismo energético cardiaco
es una linea de gran interés.

Abastecimiento de energia y mitocondrias

El corazéon de un adulto sano es un o6rgano con
metabolismo altamente aerdbico; para mantener su
trabajo mecénico equivalente a 100 000 latidos
diarios, requiere una gran cantidad de energia en
forma de adenosin trifosfato (ATP). Esta molécula
proviene principalmente de la oxidacion de tres
sustratos: acidos grasos de cadena larga, glucosa y
lactato; aunque en algunas condiciones, también se
puede obtener ATP a partir de algunos aminoacidos y
cuerpos cetonicos. El corazon humano consume
aproximadamente 6 kg de ATP al dia, cantidad que
debe ser utilizada para sostener la sintesis de
proteinas, la funcién de la ATPasa de Na'/K", la
ATPasa de Ca?" y la ATPasa de miosina-actina (4);

es por ello que es primordial contar con una buena
cantidad de mitocondrias funcionales.

Las mitocondrias son organelos que se localizan
en el citosol y cuya cantidad depende de la funcion y
de la demanda energética particular de cada dorgano;
en el corazon, las mitocondrias constituyen un 20-
40% del volumen celular. Ademas de cumplir con las
funciones de requerimiento energético, estos
organelos desempefian  diversas funciones
relacionadas con la sefalizaciéon intracelular, el
almacenamiento de calcio y la muerte celular
programada (apoptosis) (5).

Las mitocondrias estin sujetas a varios procesos
los cuales ocurren de manera continua y que forman
parte del fenémeno conocido como “dindmica
mitocondrial”. Dichos procesos son: la formacion de
nuevas mitocondrias (biogénesis), la eliminacion de
éstas (mitofagia), asi como la fusion/fision y el
transporte intracelular. La fusion mitocondrial ocurre
cuando dos organelos se unen y forman uno de
mayor tamaflo e inclusive pueden formar redes;
mientras que el proceso opuesto se conoce como
fisién, en el cual el organelo se fragmenta en dos
unidades. Es importante destacar varios aspectos de
la dindmica mitocondrial: 1) depende del tipo celular
y del estado metabdlico de ésta, 2) los procesos de
fusion y fision deben mantenerse en equilibrio para
asegurar la estabilidad y funcionalidad mitocondrial,
3) es controlada por grupos de proteinas
independientes cuya actividad puede estar regulada
por modificaciones postraduccionales, y 4) esta
sujeta a modificaciones derivadas de algunos
estimulos fisiopatologicos (6). Existen varios
estudios que demuestran que alteraciones en la
dindmica mitocondrial, que afecta directamente su
capacidad oxidativa, pueden estar asociadas con la
presencia de ECV, particularmente en la isquemia
miocardica y miocardiopatia diabética (7). Es por
ello que, algunas herramientas terapéuticas se han
disenado para modificar la dindmica mitocondrial y,
de esta manera, promover el funcionamiento
cardiaco.

Por otro lado, el tejido cardiaco cuenta con
pequetios reservorios energéticos que puede utilizar
en ciertas condiciones, éstos son: 1) energia directa
en forma de ATP (aproximadamente 5 pmol/g de
peso humedo) y 2) energia unida a una molécula de
transporte, la fosfocreatina (PCr) (8 umol/g de peso
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himedo); la cual tiene la capacidad de difundir
facilmente de la mitocondria al citosol (8,9). Sin
embargo, debido a que estos almacenes son bastante
limitados y se ven significativamente afectados en
situaciones de dafio cardiaco, resulta muy importante
mantener el equilibrio entre el suministro y la
demanda de sustratos a oxidar; ya que, cambios muy
modestos en la utilizacién de algln sustrato, pueden
tener un gran impacto en la eficiencia energética vy,
por ende, en la funcién contractil.

Metabolismo cardiaco

En 1950 Richard Bing, un cardi6logo aleman, fue
pionero en el estudio del metabolismo oxidativo en el
corazon humano. Sus investigaciones fueron de gran
importancia 'y sentaron las bases para el
conocimiento de la regulacion metabolica en
corazones de individuos sanos y en aquellos que
presentaban alguna enfermedad (10,11).

Estudios experimentales han demostrado que el
corazén tiene la capacidad de oxidar diferentes
sustratos dependiendo de las condiciones del cuerpo.
Por ejemplo, el corazén adulto depende en un 40-
60% de la oxidacion de acidos grasos (AG) (oleico y
palmitico, principalmente); sin embargo, durante el
desarrollo fetal y en condiciones de bajo aporte de
oxigeno (hipoxia), depende de la oxidacion de la
glucosa (Figura 1).

Acidos grasos

En la sangre los AG llegan al corazén unidos a la
albiimina plasmatica o en forma de triacilgliceroles
(combinados con colesterol) contenidos en los
quilomicrones o en las lipoproteinas de muy baja
densidad circulantes. Estos AG entran a las células
cardiacas mediante difusion pasiva o con ayuda de
proteinas transportadoras como la FAT/CD36, la
proteina ligante de AG en la membrana plasmatica
(FABPm, por sus siglas en inglés) y la proteina
transportadora de AG (FATP, por sus siglas en
inglés) (12). Después de su captacion por las células
cardiacas, los AG deben activarse mediante su union
con la coenzima A (CoASH), generando asi los
derivados acil CoA correspondientes que pueden
internarse en la matriz mitocondrial para ser
oxidados de forma inmediata o pueden almacenarse
en forma de triglicéridos en los cardiomiocitos
(Figura 1).

La oxidacion de los AG en el corazon es un
proceso que se encuentra finamente controlado y que
depende directamente de: la demanda energética (que

varia durante el desarrollo cardiaco y con el estrés
fisiologico o anormal), la abundancia de los AG y el
suministro de oxigeno. Ademas, factores como la
disponibilidad de sustratos alternos (como la glucosa
o los cuerpos cetonicos), la actividad del ciclo de
Krebs y la funcion mitocondrial, pueden afectar
dicho proceso (13). De manera reciproca, el
metabolismo de los AG inhibe el transporte de
glucosa y al complejo de la piruvato deshidrogenasa.

Por otro lado, se ha descrito que el depodsito de
triglicéridos en el corazon es altamente dindmico
pues se renueva constantemente y constituye una
fuente de energia en condiciones de bajo aporte de
AG extracelulares. Sin embargo, cuando el
almacenamiento de AG supera la oxidacion de éstos,
se puede promover el dafo cardiaco mediante un
mecanismo llamado lipotoxicidad (14).
Recientemente se ha descrito que otra funcion
importante que desempefia el deposito de AG es el
prevenir la acumulacion de algunos intermediarios
toxicos como las ceramidas; las cuales son una
familia de moléculas lipidicas que pueden activar
cascadas de sefializacion intracelulares asociadas a
funciones como: diferenciacion, adhesion, migracion,
inflamacion, crecimiento y muerte celular (15).
Estudios recientes destacan la importancia de las
ceramidas en la salud cardiovascular, incluso algunos
tipos de ceramidas se han postulado como
biomarcadores para evaluar el riesgo de presentar
complicaciones cardiacas derivadas de enfermedades
como la ateroesclerosis, diabetes mellitus tipo II o la
resistencia a la insulina; es por esta razén que las
ceramidas también se estdn considerando como
blancos farmacologicos potenciales (16,17). Es
importante destacar que los AG no sirven solamente
como fuente de energia, también funcionan como
reguladores de la expresion génica pues son ligandos
endogenos de una clase de factores nucleares de
transcripcion 1lamados PPARs, por sus siglas en
inglés: receptores activados por proliferadores de
peroxisomas. Estos factores pertenecen a la
superfamilia de los receptores nucleares activados
por ligando e incluyen 3 isoformas — o, By y — que
se expresan en el corazoén y estan codificados por
diferentes genes. PPAR-a es el principal regulador
molecular del metabolismo cardiaco, participa en la
remodelacion de la matriz extracelular, la
inflamacion y el estrés oxidativo (18). Debido a lo
anterior, se sabe que las alteraciones en la expresion
y/o actividad del PPAR-q, estdn involucradas en la
patogénesis y control de las ECV.
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Figura 1. Metabolismo en el corazén sano y en un proceso isquémico. El corazon es un 6rgano capaz de metabolizar
diferentes sustratos con la finalidad de producir una cantidad suficiente de ATP que le permita mantener su funcion
contractil. En condiciones fisioldgicas (aerobias), el corazon oxida preferentemente acidos grasos; mientras que cuando
existe una disminucion en el aporte sanguineo (condiciones de isquemia), se lleva a cabo un cambio metabdlico en donde
se utiliza a la glucosa y a los cuerpos cetonicos para la obtencién de energia. Abreviaturas: AG, acidos grasos; ATP,
adenosin trifosfato; CD36, proteina transportadora de acidos grasos; CK, ciclo de Krebs; CPT-1, carnitina palmitoil
transferasa 1; FADH, flavin adenin dinucleétido reducido; GLUT, transportador de glucosa; MCT, transportador de
aniones monocarboxilicos; NADH, nicotinamida adenina dinucleétido reducido; TAG, triglicéridos.

Glucosa, lactato y cuerpos ceténicos

La glucosa es otro de los sustratos que utiliza el
tejido cardiaco para obtener ATP a través de la
glucolisis. Si esta ruta metabdlica se lleva a cabo en
presencia de oxigeno, se obtiene como productos el
piruvato y 2 moléculas de ATP; sin embargo, si el
proceso ocurre en condiciones de anoxia, se produce
lactato con una ganancia energética similar.

En el corazon fetal se utiliza la glucosa y el
lactato como sustratos energéticos. El metabolismo
de estos sustratos se ve favorecido debido a que el
feto se encuentra en condiciones relativas de
hipoxia, existe una baja cantidad de AG circulantes
y en el tejido cardiaco existe una buena cantidad de
glucogeno almacenada, pero cuenta con un menor
contenido mitocondrial. A su vez, la concentracion
elevada de lactato es capaz de inhibir la oxidacion de

los AG. En el periodo posnatal se produce un
cambio, de manera que los 4cidos grasos se
convierten en el principal sustrato energético del
corazon (4).

La glucosa ingresa a las células a través de las
proteinas transportadoras llamadas GLUTSs (por sus
siglas en inglés), especificamente GLUT1 y GLUT4
se expresan de manera importante en el corazon.
Aunque GLUT4 es dependiente de la accion de la
insulina, éste también se regula por la contraccion
cardiaca (12). En condiciones normales, GLUT4 se
encuentra almacenado dentro de vesiculas
intracelulares; pero al momento de recibir un
estimulo (como el estrés energético que ocurre
durante la isquemia), GLUT4 se transloca a la
membrana plasmatica para favorecer la entrada de
glucosa a la célula cardiaca y de esta manera se
protege al tejido cardiaco (19). Ademas de la accion
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de la insulina, factores como la actividad metabdlica,
el ejercicio, el estrés y cambios en la disponibilidad
de los sustratos, afectan el transporte de glucosa en
las células cardiacas. Se ha reportado que farmacos
que mejoran la sensibilidad a la insulina, como la
metformina, son capaces de aumentar la captacion
de glucosa al activar a la enzima cinasa dependiente
de AMP (AMPK, por sus siglas en inglés)
favoreciendo la translocacion de los GLUTSs.

El metabolismo de la glucosa (glucdlisis) se lleva
a cabo en condiciones de isquemia y es la via
metabodlica que aporta pequenias cantidades de ATP,
pero estd bien regulada a través de sus enzimas
limitantes (Figura 1). La hexocinasa, que cataliza la
fosforilacion de la glucosa en el primer paso de la
glucolisis, puede encontrarse en dos isoformas: la
tipo I predomina en la etapa fetal, mientras que la
tipo II se encuentra en el corazon adulto. La
fosfofructocinasa (PFK), enzima clave de la
glucolisis que se encarga de la fosforilacion de la
fructosa-6-fosfato a fructosa 1-6 difosfato, se
estimula durante la isquemia miocardica debido a la
disminuciéon de las concentraciones de citrato y
ATP, sus principales inhibidores. Finalmente, la
accion de la piruvato cinasa, enzima que cataliza el
ultimo paso de la glucolisis, se ve estimulada por la
fructosa 1-6 difosfato e inhibida cuando hay altos
niveles de ATP (20).

La mayor parte del piruvato producido en la
glucolisis, se convierte a acetil-CoA por la piruvato
deshidrogenasa, pero puede metabolizarse a lactato,
el cual también es un sustrato energético (en
condiciones de isquemia), es precursor de la
gluconeogénesis e incluso puede actuar como sefial
para regular procesos de diferenciacion celular y
remodelacion cardiaca (21).

El corazén absorbe el lactato de la sangre a
través de un transportador de  aniones
monocarboxilicos (MCT4, por sus siglas en inglés) y
luego lo convierte en piruvato a través de la lactato
deshidrogenasa (LDH). Algunos autores han
reportado que el incremento en el lactato puede ser
el causante del dolor que refieren los pacientes con
isquemia miocardica, ya sea de forma directa porque
este metabolito puede activar a los nociceptores o
debido al descenso en el pH por la formacion de
acido lactico. Sin embargo, existen algunos otros
mediadores quimicos implicados en el estimulo
doloroso como son: citocinas proinflamatorias,
histamina, adenosina y iones potasio, que actiian
también a través de la activacion de los canales
ionicos sensibles a la concentracion extracelular de
protones (ASIC-3, por sus siglas en inglés) (22).

Por otro lado, los cuerpos cetonicos se reconocen
como un importante sustrato energético del corazon;
estos metabolitos se producen en el higado a partir

de la acetil-CoA. El B-hidroxibutirato es el cuerpo
cetoénico principal que se oxida en el corazon,
especialmente  en  situaciones donde  sus
concentraciones plasmaticas estan incrementadas
como durante el ejercicio, el ayuno y en la
insuficiencia cardiaca (Figura 1). En este sentido,
existen varios estudios clinicos en los que se ha
propuesto que los niveles plasmaticos de los cuerpos
cetonicos son un buen indicador de la gravedad de la
insuficiencia cardiaca e incluso se asocian con la
tasa de mortalidad en ECV (23).

Estrategias enfermedad
cardiaca

terapéuticas en la

El tratamiento para la insuficiencia cardiaca ya
sea como resultado de un padecimiento crénico o
cuando ocurre un evento agudo, se ha abordado
desde varios puntos de vista. Especificamente, el
manejo habitual del paciente con un proceso
isquémico incluye la administracion de beta
bloqueadores, nitratos y antagonistas de calcio; cuyo
objetivo final es disminuir el area del infarto y/o
preservar la funcion cardiaca. Sin embargo, algunos
estudios han demostrado que estos tratamientos
pueden no tener los efectos terapéuticos deseables,
incluso en algunas situaciones, estos farmacos
hemodinamicos pueden ser perjudiciales (24,25).

Es por ello que se han propuesto nuevas opciones
terapéuticas sustentadas en el conocimiento de las
bases fisiopatoldgicas de la enfermedad miocardica.
Los nuevos agentes farmacologicos estan dirigidos a
otros blancos moleculares que participan en
procesos como: el cambio en la utilizacion de
sustratos (regulacion metabdlica), modificaciones en
la dindmica y funcion mitocondrial, y de la sintesis
de ceramidas (Figura 2). A continuacion, se
describen algunos de los farmacos y su mecanismo
de accion; el resumen de éstos se muestra en la
Tabla 1.

Farmacos que optimizan el metabolismo cardiaco

Durante la isquemia miocardica, el desabasto de
nutrientes y oxigeno afecta, en primera instancia, a
la respiracion aerobia mitocondrial ya que el
oxigeno es el aceptor final de la cadena
transportadora de electrones. La interrupcion de la
actividad de la cadena respiratoria limita el bombeo
de protones por los complejos I, III y IV desde la
matriz mitocondrial hacia el espacio
intermembranal, lo que conduce a la disminucién en
la generacion de ATP y obliga a las células cardiacas
a obtener energia por otras vias. En esta situacion, se
disminuye la actividad de los procesos celulares que
consumen energia y se activa el metabolismo
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anaerobio (glucolisis); aunque el piruvato producido
se transforma en lactato, su acumulacion causa el
descenso del pH intracelular y contribuye al dafio al
miocardio. Por lo anterior, en un estado de
emergencia, la administracion de farmacos que

favorezcan el cambio metabolico hacia el consumo
de glucosa asegura la produccion de ATP necesaria
para mantener provisionalmente el funcionamiento
cardiaco.

Trimetazidina
Ranolazina
Etomoxir
Antihipertensivos
Fibratos

Metformina

Glucolisis
Oxidacion de
acidos grasos

Produccion
de ATP

Cambio
metabdlico

Oxidacion de
acidos grasos

Glucolisis

Produccion
de ATP

Miriocina
Ciclosporina A
Antihipertensivos

Fibratos
Empagliflozina/
Dapaglifozina

Funcidén y
biogénesis

Cardioproteccion:
Disminucién del daho
y recuperacion de la

funcién contractil

=»

Figura 2. Farmacos que regulan el metabolismo energético para el desarrollo de la cardioproteccion.

La trimetazidina es un fidrmaco antianginoso
perteneciente al grupo de las piperazinas, que
ocasiona cambios metabdlicos intracelulares y se
utiliza para controlar la isquemia miocardica. Se ha
reportado que esta droga también es eficaz en el
tratamiento del infarto agudo, la insuficiencia
cardiaca  congestiva 'y en  cirugias de
revascularizacion (26). La trimetazidina inhibe a la
3-cetoacil CoA tiolasa, enzima encargada de
catabolizar los &cidos grasos en acetil Co-A para su
ingreso en el ciclo de Krebs; lo que conduce a que el
miocardio  prefiera  utilizar  glucosa  como
combustible (27). Algunos otros efectos que hacen
de la trimetazidina un buen agente cardioprotector
son: conserva la estructura y funcién mitocondrial,
mantiene la homeostasis de calcio, mejora la
capacidad antioxidante y favorece la biosintesis de
fosfolipidos (28-30).

La ranolazina se indica como tratamiento
complementario para la angina cronica estable o

angina de pecho o en pacientes que no toleran los
medicamentos antianginosos convencionales
(nitratos, beta bloqueadores y antagonistas del
calcio). Dicha patologia se presenta como un dolor
intenso en el torax que empeora con el ejercicio o
actividad fisica intensa y se debe al aporte deficiente
de oxigeno al corazén. Si bien el mecanismo de
accion exacto de la ranolazina no ha sido dilucidado,
se ha descrito que inhibe la corriente tardia de sodio
que se traduce en la disminucion de la sobrecarga de
calcio en las células cardiacas y con lo que mejora la
relajacion (31). Sin embargo, recientemente los
estudios en humanos y modelos animales han
mostrado que este farmaco puede inhibir
parcialmente la B-oxidacion y favorecer la oxidacion
de la glucosa al activar a la piruvato deshidrogenasa
(32). Ademas, Le y colaboradores en el 2020
demostraron que la ranolazina es capaz de
incrementar los niveles de adenosina, un nucledsido
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endogeno de vida media corta, cuyos efectos
antiarritmicos son mediados por sus receptores
especificos conocidos como: Aj, Az, As Yy Az, y
que estan ligados a proteinas G (33).

Para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca se
utiliza el etomoxir, una molécula que inhibe
irreversiblemente a la carnitina palmitoil transferasa
1 (CPT-1), enzima encargada del ingreso de los AG
a la mitocondria; de esta manera, el farmaco
ocasiona un cambio metabdlico en el corazdn al
detener la oxidacion de los AG y favorecer la
oxidacion de la glucosa (34). Existen reportes
adicionales que demuestran que el etomoxir mejora
el rendimiento cardiaco al incrementar la expresion
y actividad de la ATPasa de calcio presente en el
reticulo sarcoplasmico (bomba SERCA) (35).
Compuestos como la perhexilina, que también son
inhibidores de la CPT-1, se han propuesto como
posibles agentes anticancerososos, pero debido a sus
fuertes efectos hepatotoxicos y neurotdxicos no se
utilizan tan comtnmente (36,37).

Farmacos que modifican el metabolismo de las
ceramidas

Dentro del grupo de las ceramidas
(aproximadamente existen 4000 tipos), se ha
identificado que algunas de éstas contribuyen a la
disfuncion cardiaca, mientras que otras ejercen un
papel cardioprotector (17). Investigaciones en
modelos animales muestran que la inhibicion de
algunas enzimas que participan en la sintesis de
ceramidas, puede ser una estrategia terapéutica para
el control de la ateroesclerosis o enfermedad
valvular (38). Existen algunos farmacos que inhiben
la actividad de la serina palmitoil transferasa (SPT),
enzima involucrada en el primer paso de la sintesis
de esfingosina; la miriocina, un antibiético derivado
de Mycelia sterilia, es un ejemplo de este tipo de
farmacos que han demostrado ser efectivos en el
tratamiento del dafio por isquemia y reperfusion al
mejorar la produccion de energia, disminuir la
inflamacion y la remodelacion miocardica (39).

Se ha descrito que los niveles de ceramidas
circulantes asociadas a ECV (C16:0 y C18:0)
pueden disminuir si incorporamos en la dieta el
consumo de antocianinas; una clase de flavonoides
con actividad antioxidante. Por otro lado, algunos
estudios estan dirigidos a disminuir los niveles de las
ceramidas del tipo C16 y C24 que se asocian con la
insuficiencia cardiaca; sin embargo, debido a que las
ceramidas  también  desempefian  funciones
importantes en el sistema nervioso e inmune, no
existen evidencias de estudios clinicos hasta el

momento (17). Los farmacos que se utilizan para
disminuir los niveles de colesterol en sangre, como
la rosuvastatina, también atenlan la sintesis de
ceramidas (40).

La amitriptilina es un analgésico y antidepresivo
que actua bloqueando la recaptura de noradrenalina
y serotonina en las terminaciones nerviosas. A esta
molécula también se le atribuyen efectos
cardiovasculares benéficos pues es un inhibidor de la
esfingomielinasa 4cida y altera la sintesis de
ceramidas. Esta inhibicion se asocia a la
disminuciéon del proceso inflamatorio y de la
disfuncion endotelial, fendmenos que ocurren en la
ateroesclerosis (41).

Las mitocondrias como blanco farmacoldgico

Numerosos estudios han demostrado que las
enfermedades cardiacas estdn asociadas con
alteraciones en los procesos de dindmica
mitocondrial, asi como con la disfuncion de este
organelo (7). Estas modificaciones ocasionan el
incremento en la produccion de especies reactivas de
oxigeno y la disminucion en la fosforilacion
oxidativa, que finalmente promueven la muerte
celular de los cardiomiocitos. Es por ello que
algunos autores proponen que el uso de
intermediarios metabdlicos (como coenzimas,
cofactores y vitaminas), puede tener efecto benéfico
al favorecer la produccion de ATP. Del mismo
modo, el uso de algunos agentes antioxidantes, como
la coenzima Q10 y el B-caroteno, han demostrado
ser tutiles en el tratamiento de algunas cardiopatias
(42).

Estudios experimentales muestran que agentes
inmunosupresores como la ciclosporina A son
capaces de disminuir el dafio causado por isquemia-
reperfusion al inhibir el poro de la transicion de la
permeabilidad (PTP), mantener la expresion de la
citocromo c oxidasa y la sintesis de ATP (43,44). De
forma preliminar, se han estudiado algunos
tratamientos potenciales para la enfermedad
miocardica teniendo como blanco: elementos que
participan en la activacion de factores reguladores de
los procesos de transcripcion y replicacion del ADN
mitocondrial, en la biogénesis mitocondrial, en la
restauracion ~ funcional ~de los  complejos
mitocondriales, o en la dindmica fosfolipidica (6).
Sin embargo, ain se necesita explorar mas acerca de
los farmacos utiles para el tratamiento de
enfermedades cardiacas y su efecto en la estructura
mitocondrial.
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Tabla I. FaArmacos y su mecanismo de accién cardioprotector.

Farmaco Usos Blancos Efectos fisiologicos
farmacolégicos
Trimetazidina Antianginoso 3-cetoacil CoA | B-oxidacion
1 Glucolisis
Ranolazina Antianginoso Piruvato DH 1t GLUT-1
1 Glucolisis
| B-oxidacion
5'nucleotidasa 1 Adenosina
Etomoxir Tratamiento de insuficiencia CPT-1 1 Glucolisis
cardiaca Bomba SERCA | B-oxidacion
1 Rendimiento cardiaco
Miriocina Antibiotico SPT | Remodelacion
PPAR-a | Inflamacién
1 Produccion de energia
Amitriptilina Analgésico/antidepresivo Esfingomielinasa | Inflamacién
1 Funcion endotelial
Ciclosporina A Inmunosupresor PTP 1Funcionamiento mitocondrial
iECAs Antihipertensivos ECA 1 Sensibilidad a la insulina
ARA Receptor AT | Estrés oxidativo
tFuncionamiento mitocondrial
Fibratos Hipolipemiante PPAR-a 1 Sensibilidad a la insulina
| Inflamacion
| Remodelacion
| Estrés oxidativo
1 Biogénesis mitocondrial
Metformina Hipoglucemiante AMPK 1 Expresion de GLUT1 y 4
1 Oxidacion de glucosa
1 Oxidacion de AG
| Apoptosis
Empagliflozinay Hipoglucemiantes SGLT2 1 Oxidacion de AG y cuerpos
dapagliflozina cetdnicos
1: significa incremento o activacion; |: indica disminucién o inhibicion
Agentes  antihipertensivos,  hipolipemiantes e  inhibidores de la renina. Estos farmacos ejercen su

hipoglucemiantes como cardioprotectores

Los  inhibidores del  sistema  renina
angiotensina/aldosterona (SRAA) constituyen el
grupo de farmacos mads utilizados en el tratamiento
de la  hipertension e insuficiencia cardiaca
congestiva; en este grupo se incluyen a: los
inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (iECAs), los antagonistas de los
receptores AT; de angiotensina II (ARA) y los

efecto antihipertensivo al regular la produccion o
bloquear la accion de la angiotensina II, una
hormona peptidica versatil implicada en la funcion
renal, vascular y en el metabolismo energético
cardiaco. En este contexto, evidencias cientificas
describen el efecto cardioprotector que tienen los
iECAs o ARA al mejorar el metabolismo oxidativo,
disminuir el dafio mitocondrial y favorecer el
ingreso de la glucosa a las células cardiacas (45).
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Los fibratos son la clase de farmacos
recomendada para el control de la dislipidemia, pues
reducen los niveles de triglicéridos y aumentan
discretamente los niveles de las lipoproteinas de alta
densidad plasmaticas (HDL, por sus siglas en inglés)
(5-15%); este efecto hipolipemiante se lleva a cabo a
través de su union y consecuente activacion de
PPAR-a (46). Sin embargo, algunos autores han
reportado que los fibratos son un tratamiento eficaz
para disminuir el dafilo miocéardico en varios modelos
experimentales al regular procesos como:
inflamacion, remodelacion tisular y la biogénesis
mitocondrial. Ademas, la activacion de PPAR-o
también modula la actividad del sistema renina-
angiotensina miocardica y restablece la via de
sefalizacion de la insulina (47). Debido a que la
administracion de los fibratos se utiliza para tratar la
dislipidemia en pacientes que presentan obesidad o
sindrome metabolico, este tipo de tratamiento a
largo plazo podria ayudar a proteger al corazén en
caso de que se presente un evento isquémico.

Recientemente se han adquirido nuevos
conocimientos sobre el efecto cardioprotector de los
farmacos hipoglucemiantes. La metformina es el
farmaco de primera eleccion para el tratamiento de
la diabetes mellitus tipo 2 y la resistencia a la
insulina, y sus efectos benéficos a nivel
cardiovascular han sido respaldados por multiples
estudios clinicos. Este farmaco ejerce su efecto en el
miocardio activando a la AMPK. La estimulacion de
esta enzima favorece la expresion y translocacion de
los GLUTs 1 y 4, aumenta la oxidacién de la
glucosa, protege a las mitocondrias, favorece la
oxidacion de los AG por incremento en la expresion
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Resumen

Aunque los avances tecnoldgicos y médicos han
duplicado la esperanza de vida de las personas, en la
actualidad estamos observando un declive en paises
en donde el estilo de vida se caracteriza por actividad
fisica reducida y habitos dietéticos inadecuados. Lo
anterior es causado por el incremento sostenido en la
prevalencia de enfermedades cronicas degenerativas,
asociadas al sobrepeso y obesidad. Sin embargo, no
todas las personas con obesidad presentan
alteraciones metabdlicas e incluso hay personas
normopeso con enfermedades asociadas a la
obesidad. Ademas de su funcion como almacén de
energia, el tejido adiposo participa activamente en la
regulacion del metabolismo energético, mediante la
liberacion de hormonas y citocinas llamadas
adipocinas. Estas adipocinas también modulan la
actividad de las células del sistema inmunitario,
regulando la magnitud, duracién y resolucion de la
respuesta inmune. Debido a esto, se ha sugerido que
los fenotipos de adiposidad metabdlicamente no sana
son causados principalmente por la disfuncion de
este tejido y su impacto negativo sobre otros 6rganos,
pero no necesariamente por su masa total. Por lo
anterior, resulta importante la identificacion
temprana de la disfuncion del tejido adiposo, para

Abstract

Although technological and medical advances have
doubled life expectancy of the world population, we
are currently witnessing a decline in countries where
the lifestyle is characterized by reduced physical
activity and inadequate dietary habits. This is caused
by the sustained increase in the prevalence of chronic
degenerative diseases derived from overweight and
obesity. However, not all obese individuals present
metabolic alterations; indeed, there are individuals
with normal weight who suffer from diseases
associated with obesity. In addition to its function as
an energy store, it has been described that adipose
tissue (AT) actively participates in the regulation of
energy metabolism by releasing hormones and
cytokines called adipokines. These adipokines also
modulate the activity of immune system cells,
regulating the magnitude, duration, and resolution of
the immune response. Therefore, it has been
suggested that metabolically unhealthy adiposity
phenotypes are primarily caused by AT dysfunction
and its negative impact on other organs, rather than
by total AT content. Hence, the early identification
of AT dysfunction is essential to prevent the
development of chronic complications. The present
work discusses the utility of the dysfunctional
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evitar el desarrollo de complicaciones crénicas. El
presente trabajo discute la utilidad del indice
adiposidad  disfuncional o DAI, como una
herramienta para la identificacion de sujetos con
funcion alterada de este tejido y, por ende, con alto
riesgo de desarrollar enfermedades cronicas
degenerativas. La implementacion del DAI en la
practica clinica cotidiana podria ayudar a crear
estrategias que promueven cambios conductuales
enfocados a mejorar la calidad de vida de las
personas, con objeto de revertir la alarmante carga en
gastos y atencion de salud que se observa en la
actualidad.

Palabras clave: Tejido adiposo, inflamacion,
metabolismo, enfermedades cronicas degenerativas.

adiposity index or DAI, as a tool for identifying
subjects with altered AT function and thus, at risk of
developing chronic degenerative diseases. The
implementation of DAI in everyday clinical practice
could help focus strategies promoting behavioral
changes focused on improving people's quality of
life, with the aim of reversing the alarming burden of
healthcare expenses associated with AT dysfunction.

Keywords:  Adipose  tissue, inflammation,
metabolism, and chronic degenerative diseases.

Introduccion

Desde el principio de los tiempos, el ser humano
ha desarrollado tecnologias para hacer que sus
actividades diarias sean mas eficientes y con el menor
esfuerzo fisico posible, lo que ha conducido a una vida
cada vez mas sedentaria. Los avances tecnoldgicos
han facilitado la disponibilidad de alimento, mientras
que los avances médicos han incrementado la
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esperanza de vida al reducir la incidencia y mortalidad
por enfermedades infecciosas, principalmente (1). A
pesar de que la expectativa de vida se duplico entre los
siglos XVIII y XX (Figura 1), en la actualidad estamos
observando un declive en paises en los que el estilo de
vida se caracteriza por actividad fisica reducida y
habitos dietéticos inadecuados, hecho que se ha
evidenciado a partir de la pandemia de COVID-19 (1,
2).
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Figura 1. Representacion grafica del avance cientifico y tecnolégico a través del tiempo, asi como el consecuente
incremento en la expectativa de vida, el sobre peso y la obesidad. Modificado de Front Public Health. 2021;9:655491.

La combinacion del comportamiento sedentario y
la mala alimentacion ha dado lugar al aumento
sostenido en las prevalencias de sobrepeso y obesidad
durante los ultimos 50 afios (Figura 1). El sobrepeso y
la obesidad en poblacion adulta se definen cuando la
relacion peso/talla® (indice de masa corporal [IMC])
se encuentra entre 25-29.9 kg/m? o > 30 kg/m?%

respectivamente. Los sujetos con exceso de peso (EP)
se pueden identificar cuando el IMC es > 25 kg/m? y
segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud,
la prevalencia de esta alteracion se elevd
alarmantemente (81%) entre los afios de 1975 a 2016
(Figura 2) (3).
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Figura 2. Porcentaje de sobrepeso y obesidad en paises estratificados por nivel de ingresos econémicos, del aiio 1975
al 2016. Datos tomados de OurWorldData.org/obesity, revisado el 08 de febrero de 2024.

Lo anterior tiene implicaciones graves, ya que el
EP es considerado un factor de riesgo que se asocia
con la presencia de mas de 200 enfermedades (4). La
relacion entre el EP y las enfermedades cronicas
degenerativas como la resistencia a la insulina,
diabetes mellitus tipo 2, enfermedades respiratorias,
enfermedad renal, hipertension, enfermedad del
higado graso asociada a la disfuncién metabolica
(MAFLD), enfermedades cardiovasculares y cancer,
ha sido ampliamente descrita (5, 6). Derivado de esto,
se ha definido al EP como la acumulacion excesiva de
tejido adiposo (TA) que se asocia con el deterioro
gradual del estado de salud. Se estima que para el
2050, las patologias relacionadas con el exceso de
adiposidad reduciran el producto interno bruto hasta
en un 3.3% dentro de los paises pertenecientes a la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdémicos (OCDE) (4, 5).

Investigaciones realizadas durante las tltimas dos
décadas han reportado que el EP es una condiciéon muy
heterogénea en términos de su impacto sobre los
procesos metabolicos, enddcrinos e inflamatorios que
afectan la salud. Por ejemplo, para un peso o IMC
determinado, algunas personas presentan resistencia a
la insulina, dislipidemia o cifras altas de tension
arterial, pero otras personas con peso o IMC
equivalentes no presentan estas alteraciones (5, 7, 8).
Cabe destacar que estas diferencias se han observado
tanto en sujetos con peso normal (IMC 18.5-24.9
kg/m?) como en aquellos con EP. Nuestro grupo de
investigacion aunado a otros, hemos descrito que estos
fenotipos definidos como “metabdlicamente sanos” o
“metabdlicamente  no sanos”, estin  mas
estrechamente relacionados con la funcionalidad del
TA y su interaccion con otros 6rganos (9-11).

Aunque el aumento de la adiposidad puede ser
causado por la interaccion de factores bioldgicos,
genéticos, sociales, psicologicos y ambientales,

estudios recientes sugieren al estilo de vida actual
como uno de los principales desencadenantes de la
alteracion en la funcionalidad del TA, que resulta en
el daflo a otros érganos y en la subsecuente aparicion
de enfermedades metabolicas (8, 12-15). Tomando en
cuenta la magnitud de esta problematica, el objetivo
del presente trabajo es describir los conceptos basicos
sobre el origen y la funcion del TA, asi como la
interaccion de este tejido con otros organos, para
mostrar un panorama integral del impacto negativo
que tiene la disfuncion del TA sobre la salud. Con este
abordaje, los autores consideramos que es necesario
redefinir el papel que juega el TA en la aparicion y
desarrollo de las  enfermedades  cronicas
degenerativas, las cuales ocupan los primeros lugares
como causas de mortalidad a nivel mundial.

Clasificacion del tejido adiposo

El TA representa el tejido enddcrino mas grande
del organismo, especialmente en personas con EP (16,
17). Histologicamente, el TA se puede clasificar en
tres tipos principales: 1) blanco (TAB), que representa
mas del 95% de la masa adiposa; 2) marrén (TAM),
que representa del 1% al 2% de la grasa y, en
humanos, se encuentra en pequeias cantidades en las
regiones cervical, axilar y regiones paraespinales; y 3)
TA beige, que representa cé€lulas intercaladas dentro
de TAB, que son capaces de transformarse en
adipocitos de color marrén después de la exposicion
al frio o estimulacion adrenérgica (Figura 3). En
contraste con los adipocitos del TAB, que tienen una
sola vesicula de lipidos, los adipocitos marrones y
beige tienen morfologia multilocular y una alta
densidad mitocondrial, util para la disipacion de
energia a través de la respiracion mitocondrial
desacoplada (18, 19).
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Figura 3. Representacion de los principales depésitos
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Anatémicamente, el TAB se divide en dos
compartimentos discretos: subcutanco (~80% del TA
corporal total) y visceral (~12% del TA corporal
total). El compartimento subcutineo o hipodérmico se
localiza principalmente en brazos, toérax, abdomen,
gluteos y piernas. En los bebés y nifios pequefios
existe una capa continua de grasa subcutinea
alrededor del cuerpo, el paniculo adiposo. Esta capa se
adelgaza en algunas areas en los adultos, pero persiste
y se vuelve mas gruesa en otras regiones como el
cuello, la cara, las palmas de las manos, los brazos,
etc. El tejido visceral se localiza en el interior de la
cavidad abdominal y se acumula alrededor de 6rganos
como los rifiones y las glandulas suprarrenales, en el
surco coronario del corazén, en la médula osea, el
mesenterio y el epiplon (20, 21). Los depositos
adiposos difieren en su distribucion entre sexos, dando
origen a la forma corporal caracteristica de hombres y
mujeres que se denominan distribucion de grasa
androide o ginecoide, respectivamente (21). En los
hombres, las regiones principales de acumulacion de
TA incluyen la nuca, el area subcutanea sobre los
musculos deltoides y triceps, asi como la region
lumbosacra. Los hombres también se caracterizan por
acumular mas grasa en el compartimento visceral. Por
otro lado, en las mujeres la grasa subcutanea es mas
abundante en las nalgas, en las regiones anterior y
laterales de los muslos y en los senos. Ademas, en
ambos sexos se encuentran extensos depositos de
grasa en el epiplon, los mesenterios y el area
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de tejido adiposo en humanos. Modificado de Cell.

retroperitoneal. La diferencia en la distribucion del TA
por sexo puede estar relacionada no sélo con las
variaciones en la distribucion de los receptores
hormonales, sino con el metabolismo de las células
grasas, con la capacidad individual para generar
nuevos adipocitos o con las caracteristicas
ambientales locales especificas, como la inervacion y
la vascularizacion del tejido (21). Lo anterior es de
vital importancia, ya que a pesar de comprender un
menor volumen de la masa grasa corporal total, la
acumulacion de TAB wvisceral intraabdominal se
asocia con mayor riesgo de presentar enfermedades
metabdlicas. Por el contrario, la acumulacion de TAB
subcutaneo ha mostrado tener efectos menos adversos
para la salud e incluso se ha propuesto como protector
contra el desarrollo de estas alteraciones (22-24).
Reportes previos han indicado que los preadipocitos
subcutaneos tienen tasas aumentadas de proliferacion
y de acumulacién de lipidos (25, 26), mientras que los
de origen visceral tienen mayor tasa de lipdlisis y
necrosis (27, 28). Estas diferencias pudieran deberse a
factores ambientales o a variaciones en la expresion
génica (29-31).

Origen del tejido adiposo
La mayor parte del tejido adiposo se origina del

mesodermo. El rastreo de linaje celular, utilizando los
genes especificos del mesodermo paraxial, hizo
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pensar originalmente que el mesodermo solo daba
lugar a adipocitos marrones y musculo esquelético.
Sin embargo, estas células también dan lugar a
adipocitos blancos en depositos retroperitoneales e
interescapulares (32, 33). Por el contrario, el
mesodermo de la placa lateral contribuye con la
generacion de depositos de TA ventral y posterior,
incluyendo los depdsitos inguinales, mesentéricos y
perigonadales. Adicionalmente, se ha reportado que
las células progenitoras que expresan el factor de
transcripcion homeobox-1 relacionado al
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emparejamiento (Prx1, por sus siglas en inglés), dan
lugar a la generacion de adipocitos subcutaneos, pero
no viscerales (34, 35). Por otro lado, se ha sugerido
que una parte del TAB visceral puede ser derivado de
linajes hematopoyéticos de la médula dsea (36).
Finalmente, un subconjunto de adipocitos en la cara y
el cuello son derivado de progenitores de la cresta
neural, aunque con el tiempo estos son reemplazados
por adipocitos derivados del mesodermo (Figura 4)
37).
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Figura 4. Origen de los diferentes tipos de adipocitos. Los adipocitos blancos se originan de preadipocitos provenientes
de células madre mesenquimales, mientras que los adipocitos marrones se originan de precursores de células musculares
que expresan Myf-5. Lo anterior explica el alto contenido de proteina desacoplante 1 (UCP-1) y el papel termoregulador de
los adipocitos del tejido adiposo marron. Adicionalmente, se ha descrito que en presencia de irisina, los preadipocitos del
tejido adiposo blanco originan adipocitos ricos en UCP-1 (tipo marrdn). Estos tltimos se han definido como adipocitos
beige, debido a que estan dentro del tejido adiposo blanco. En condiciones necesarias, se ha descrito que los adipocitos
también pueden ser originados a partir de células osteoblasticas. Modificado de Endocrinol Nutr. 2014;61:100-112.

El rastreo del linaje celular ha proporcionado
informacion sobre diferentes procesos de desarrollo de
los adipocitos. Usando técnicas de regulacion génica,
Tang y cols. mostraron que los preadipocitos pueden
localizarse dentro del compartimento celular mural de
los lechos wvasculares del TA (38, 39).
Adicionalmente, algunas células progenitoras
adiposas han podido identificarse con el uso de
marcadores endoteliales especificos, lo que apoya la
idea del origen vascular de los preadipocitos (40). El
mesotelio visceral que recubre los 6rganos internos ha
mostrado contribuir con el linaje de adipocitos en
organos viscerales y depositos adiposos cardiacos.
Esta subpoblaciéon de adipocitos se caracteriza por

tener poca acumulacion de triglicéridos y
metabolismo altamente glucolitico (41). Las células
mesoteliales son altamente sensibles a la inflamacion
y capaces de secretar cantidades elevadas de
interleucinas (IL’s) 6 y 8, después de un estimulo
inflamatorio (42, 43). Lo anterior sugiere un papel
importante de los adipocitos derivados de células
mesoteliales, en la respuesta inflamatoria de la grasa
visceral.

Funcién metabélica del tejido adiposo
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El TA es el mayor reservorio de energia del
cuerpo. Se ha descrito que por cada kilogramo de
grasa se pueden obtener hasta 7700 calorias, por lo que
una persona con ~70 kilogramos de peso y 10% de
grasa corporal podria almacenar 110,000 kilocalorias
en el TA (44). Considerando que el rango fisioldgico
de grasa corporal se ha establecido entre 10-20% para
los hombres y 20-30% para las mujeres, esto
representa  una  reserva  energética  para
aproximadamente 25-50 dias en hombres y 40-60 dias
en mujeres (21). Adicionalmente, se ha mostrado que
los lipidos se movilizan y renuevan continuamente en
las personas con un balance energético adecuado.
Estudios realizados en roedores han sefialado que la
vida media de los depdsitos de lipidos es de ~8 dias,
lo que significa que, casi el 10% de los acidos grasos
almacenados en el TA se reemplaza diariamente (21).

Las fuentes de acidos grasos en el organismo son:
1) los aportados por la dieta, que son absorbidos en el
intestino delgado y 2) los sintetizados de novo en el
higado, a partir de glucosa, lactato y aminoacidos.
Durante los periodos de alimentacion, el exceso de
energia proveniente de los lipidos e hidratos de
carbono se almacena eficientemente en el TA. Los
acidos grasos de la dieta se absorben por los
enterocitos y son esterificados con una molécula de
glicerol (3:1) para formar triglicéridos. Estos son
transportados en la circulacion hacia el TA dentro de
lipoproteinas conocidas como quilomicrones. Los
adipocitos secretan lipoproteina lipasa (LPL), la cual
es una enzima que hidroliza los triglicéridos de las
lipoproteinas, liberando los &acidos grasos. En el
interior de los adipocitos, los acidos grasos se re-
esterifican utilizando glicerol que el adipocito
sintetiza a partir de glucosa, para almacenar los
triglicéridos en la vesicula lipidica. Adicionalmente,
los hidratos de carbono que no son utilizados por el
musculo esquelético y otros organos metabolicos
durante la etapa posprandial son captados por el
higado, en un proceso fisiologico que incluye su
conversion en acidos grasos a través de la lipogénesis.
Durante la etapa de ayuno, los acidos grasos hepaticos
son esterificados en triglicéridos y empaquetados
junto con el colesterol dentro de las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL por sus siglas en inglés);
las cuales son liberadas a la circulacion para el

transporte de lipidos, en un proceso conocido como
via enddgena de los lipidos. La lipogénesis y secrecion
de lipoproteinas hepaticas es regulada por la insulina,
el péptido 1 similar al glucagdn (GLP-1), el péptido
inhibidor géstrico (GiP) y la leptina, que activan las
enzimas piruvato cinasa, piruvato deshidrogenasa,
acetil-CoA  carboxilasa y  glicerol fosfato
aciltransferasa (Figura 5) (45, 46).

En humanos, el TAB también puede sintetizar
acidos grasos a partir de precursores como la glucosa,
el lactato y ciertos aminoacidos, siendo la primera el
precursor mas importante. En el periodo posprandial,
la insulina activa una serie de sefiales intracelulares
que estimulan la movilizaciéon del transportador
GLUT4 a la membrana plasmatica de los adipocitos
para que la glucosa de la circulacién pueda ingresar a
la célula. En el interior del adipocito, la glucosa es
doblemente fosforilada en la via de la glucolisis y
metabolizada para producir dos compuestos de tres
carbonos: gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona
fosfato. Esta ultima es utilizada para generar glicerol
(gliceroneogénesis), en una via que es regulada por la
accion de la enzima aldolasa (47). Durante los
periodos de demanda energética, como el estado de
ayuno o la actividad fisica intensa, el TA libera los
acidos grasos y el glicerol hacia la circulaciéon como
fuente de energia a partir de las reservas de
triglicéridos, en un proceso conocido como lipolisis
del TA (Figura 5) (45-47).

La lipo6lisis se lleva a cabo a través de la accion
secuencial de tres lipasas intracelulares: la lipasa de
triglicéridos del adipocito (ATGL), la lipasa sensible
a hormonas (HSL) y la lipasa de monoacilglicéridos
(MGL). Un porcentaje de los 4acidos grasos
hidrolizados se re-esterifican, de modo que la relacion
acido graso-glicerol que sale de la célula suele ser
inferior al tedrico (3:1). El glucagon, la leptina, el
cortisol y las catecolaminas como la epinefrina activan
la lipolisis en los adipocitos al incrementar la
concentracion intracelular de AMPc. Este segundo
mensajero activa a la HSL, ademas de promover su
movimiento desde el citosol a la superficie de las
vesiculas lipidicas. Por el contrario, la insulina y
adiponectina reducen la lipdlisis al favorecer la
conversion de cAMP a adenosina. Las vesiculas
lipidicas de los adipocitos estan recubiertas
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Figura 5. Funcion metabdlica del tejido adiposo. Durante el posprandio, los lipidos ingeridos son absorbidos y
empaquetados dentro de los quilomicrones, para ser transportados en la circulacion (via exdgena de los lipidos). Entre los
lipidos mas abundantes estan los triglicéridos, que son hidrolizados por la LPL para generar acidos grasos libres que se usan
como fuente de energia o son reesterificados para su almacenaje en el tejido adiposo. Por otro lado, los hidratos de carbono
(principalmente glucosa) que no se absorben por el musculo o el tejido adiposo, son internalizados por los hepatocitos para
ser almacenados. En las etapas de requerimiento energético como el ayuno prolongado o el ejercicio exhaustivo, las reservas
de glucosa hepatica pueden promover la generacion de acidos grasos a partir de glucosa (lipogénesis), los cuales son
empaquetados dentro de las VLDL y liberadas a la circulacion (via endogena de los lipidos). Estas VLDL también son
sustrato de las lipasas que liberan acidos grasos libres para aporte energético o almacén en el tejido adiposo. Se ha descrito
que la adiponectina y la leptina son importantes en los procesos de absorcion, almacén y uso de lo lipidos y los hidratos de
carbono. LPL: lipoproteina lipasa; VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad (por sus siglas en inglés). Modificado del
libro Nutritional Signaling Pathway Activities in Obesity and Diabetes. Royal Society of Chemistry 2020.

por proteinas estructurales como la perilipina, que las  adiponectina  han  mostrado  ejercer  efectos

estabilizan y en el estado basal previenen la hidrolisis
de triglicéridos. La fosforilacion de perilipina después
de estimulacion adrenérgica u otros estimulos
hormonales induce su relocalizacion fuera de la
membrana de las vesiculas lipidicas, lo que permite la
hidrolisis de los triglicéridos (21).

Funcién endécrina del tejido adiposo

Ademas de su funcién como almacén de energia,
el TA participa activamente en la regulacion del
metabolismo energético. Los adipocitos liberan una
seric de hormonas y citocinas llamadas adipocinas.
Entre las principales adipocinas descritas, la leptina y

metaboblicos sobre drganos periféricos como el higado,
corazon y musculo esquelético, en los que regulan la
captacion de glucosa y acidos grasos libres, para ser
utilizados como combustible a través de la beta-
oxidacion en las mitocondrias. La oxidacion eficiente
de los acidos grasos limita la acumulacion excesiva de
grasa ectopica, asi como los efectos lipotoxicos de
estos lipidos sobre los organos periféricos. Estas
adipocinas también ejercen efectos sobre el sistema
nervioso central, en donde modulan la actividad de las
neuronas orexigénicas y anorexigénicas en el
hipotadlamo con objeto de regular la ingesta de
alimento y el gasto energético. De este modo, la
ingesta energética menor a la requerida promueve que
las adipocinas incrementen el apetito, mientras que la
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ingesta excesiva de energia favorece la induccion del
estado de saciedad por parte de las adipocinas (48-50).
Esta funcion endocrina del TA favorece al
mantenimiento tanto del balance energético como de
la cantidad de grasa corporal.

Funcién inmunitaria del tejido adiposo

El TA es el componente mas variable del
organismo y va desde un pequefio porcentaje en
deportistas de alto rendimiento, hasta mas de la mitad
del peso corporal en personas con peso corporal
excesivo. Sin embargo, los adipocitos solo
constituyen un tercio de las células que componen el
TA. La mayor parte del TA esta compuesto por células
troncales mesenquimales, preadipocitos, fibroblastos,
células endoteliales, vasculares e inmunitarias (12, 18,
20, 38).

Las células de la respuesta inmunitaria innata
como los macréofagos, células dendriticas y neutréfilos
se activan en respuesta a patrones moleculares
derivados de patdgenos (PAMPs, por sus siglas en
inglés). Los PAMPs se encuentran en la superficie de
virus y bacterias que, al ingresar al organismo activan
a las células inmunitarias y disparan una respuesta
inflamatoria (51). Por otro lado, el sistema inmunitario
también responde a moléculas liberadas por dafio
tisular (DAMPs). Las células del organismo tienen
una vida media que puede ir desde dias hasta afios.
Cuando ese tiempo llega a su fin, las células llevan a
cabo un proceso de muerte celular programada o
apoptosis, en el que la célula se fracciona en pequefias
vesiculas que son capturadas por macrofagos
antiinflamatorios residentes conocidos como tipo 2
(M2). Esta muerte celular se le llama
“inmunologicamente silenciosa” ya que no libera
DAMPs que activen la respuesta inflamatoria. Por el
contrario, la necrosis es la muerte celular en la que el
contenido de las células se libera al medio
extracelular, lo que promueve la presencia de DAMPs
y la activacion de una respuesta inflamatoria (51, 52).

Estudios previos han mostrado que las adipocinas
liberadas por el tejido adiposo también modulan la
actividad de las células del sistema inmunitario,
regulando la magnitud, duracion y resolucion de la
respuesta inmune. En el caso de la leptina, se ha
descrito que ésta favorece la activacion de la respuesta
inmunitaria causada por patégenos o daio tisular;
mientras que la adiponectina tiene un efecto
antinflamatorio ¢ inmunomodulador que facilita la
adecuada resolucion de la inflamacion y la
recuperacion de la homeostasis (53, 54).

Es importante sefialar que, aunque las células
inmunitarias residentes del TA pueden modular
funciones metabdlicas, a través de la regulacion de la

lipolisis, la sintesis y secrecion de adipocinas, la
adipogénesis e incluso la via de sefializacion de la
insulina; la actividad metabolica del TA también
puede regular la actividad y composicion de las
células inmunes dentro de este tejido. Esta regulacion
se puede llevar a cabo mediante la liberacion de
moléculas bioactivas como los acidos grasos, las
ceramidas, los aminoacidos de cadena ramificada o las
adipocinas  previamente  mencionadas.  Estas
moléculas ejercen efectos directos e indirectos sobre
las células inmunes, regulando su activacion,
proliferacion y polarizacion (55).

Fisiopatologia del tejido adiposo

El balance energético se mantiene cuando la
ingesta y el gasto de energia es igual durante un
tiempo determinado. Sin embargo, la combinacion de
la ingesta de alimentos altamente energéticos con una
baja actividad fisica conduce a un balance energético
positivo que promueve la acumulacion de grasa
corporal. Para almacenar el exceso de energia, el TA
se expande a través del aumento en el nimero
(hiperplasia) o en el volumen (hipertrofia) de los
adipocitos (56). La hiperplasia estd mediada por la
diferenciacion de células precursoras a adipocitos
maduros, en un proceso conocido como adipogénesis
que se acompafia de aumento en la vascularizacion. La
adipogénesis  ocurre  principalmente en el
compartimento subcutaneo y es regulada por factores
de transcripcion adipogénicos como la proteina de
unién al potenciador CCAAT alpha (C/EBP alpha), el
receptor activado por proliferadores de peroxisomas
gamma (PPAR gamma) y la proteina de unién a
elementos de respuesta a esteroles 1 (SREBP-1) (57).
Esta expansion hiperplasica del TA es considera un
mecanismo de adaptacion saludable en el que se
mantiene un fenotipo metabolicamente sano atn en un
contexto de balance energético positivo. Contrario a
esto, algunos factores genéticos y ambientales pueden
reducir la actividad de C/EBP alpha, PPAR gamma y
SREBP-1 en los preadipocitos, impidiendo la
diferenciacion de células adiposas y vasculares. Esto
promueve la expansion hipertrofica del TA que da
lugar a un fenotipo metabodlicamente no sano (56-59).

Las consecuencias metabdlicas de la expansion
hipertrofica ocurren debido a que en el TA
hipertréfico hay reduccion en la disponibilidad de
oxigeno (hipoxia), lo que promueve la disfuncion
mitocondrial, la liberacion de especies reactivas de
oxigeno y alteraciones en la integridad celular por
estrés oxidante. Los adipocitos que acumulan especies
reactivas de oxigeno tienen muerte celular por
necrosis, lo que libera DAMPs hacia el espacio
extracelular y activa los macrofagos residentes, dando
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lugar a una respuesta inflamatoria local. La menor
capacidad de  diferenciacion, la  reducida
vascularizacion y la activacion de la inflamacion local
promueven la  acumulacion de  adipocitos
disfuncionales con una reducida capacidad para
almacenar triglicéridos. Como consecuencia, hay una
lipdlisis excesiva y constitutiva, lo que incrementa la
liberacién de 4cidos grasos hacia la circulacion y
facilita la captura de estos en los drganos periféricos
(60). Por lo expuesto previamente, debido a su
capacidad limitada para almacenar lipidos, los
organos periféricos oxidan los acidos grasos que
ingresan a las células para la obtencion de energia

Los acidos grasos son relativamente inertes, ya que
mientras el higado y el tejido adiposo tengan la
capacidad de esterificarlos en triglicéridos, su
acumulaciéon no genera dafios inmediatos. Sin
embargo, la esterificacion incompleta de los acidos
grasos, por exceso, estimula la sintesis de segundos
mensajeros citotoxicos como las ceramidas y otros
esfingolipidos. La acumulacion intracelular de estos
metabolitos lipidicos citotdxicos activa vias de
seflalizacion lipotdxicas como resistencia a la insulina,
estrés del reticulo endoplasmico y estrés mitocondrial.
Estas alteraciones intracelulares favorecen la
generacion de radicales libres y la muerte celular por

(Figura 5). Sin embargo, cuando el ingreso de acidos necrosis, activando la inflamacion por DAMPs
grasos supera la capacidad de oxidacion mitocondrial (Figura 6) (61, 62).
de estos 6rganos se genera un estado de saturacion de
almacenamiento.
( B\
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Figura 6. Respuesta inmune a patégenos y daiio tisular. Modificado de ] Am Soc Nephrol 2011;22:416-425.

En el caso del higado, la resistencia a la insulina
generada por la acumulacion de metabolitos lipidicos
citotoxicos favorece el aumento en la produccion de
glucosa y triglicéridos. En el musculo esquelético, la
lipotoxicidad genera resistencia a la insulina y
protedlisis, reduciendo la captacion de glucosa y
generando sarcopenia (63, 64). Por otro lado, la
acumulacion ectopica de lipidos en los islotes
pancreaticos induce la disfuncion y apoptosis de hasta
25% de las células beta, lo que reduce la produccion

de insulina y, en conjunto con las alteraciones en el
musculo esquelético e higado, dan lugar a la diabetes
tipo 2 (65-68). Estas alteraciones también se han
asociado con otras enfermedades cronicas
degenerativas como la hipertension, dislipidemia,
ateroesclerosis, cirrosis  hepatica, enfermedad
cardiovascular y cancer.

Estudios clinicos han mostrado que el incremento
en el contenido de TA visceral se asocia con la
presencia de alteraciones metabolicas, mientras que el
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aumento en la cantidad de TA subcutaneo provee
cierto grado de proteccion a la salud. Estos datos han
permitido plantear la hipotesis de que el TA
subcutaneo pudiera actuar como un amortiguador
metabolico, almacenando la grasa excedente
originada por el balance energético positivo. La
hipotesis propone que mientras el TA subcutaneo
mantenga su funcionalidad amortiguadora, no habré
acumulacién excesiva de TA visceral o ectdpico que
promueva las alteraciones metabdlicas (48, 69, 70). En
la actualidad se sabe que multiples factores como la
edad, el género, el uso de algunos farmacos, los
patrones de alimentacion y la actividad fisica, pueden
impactar la funcionalidad del TA. Aun no es clara la
direccionalidad y magnitud de estos factores sobre los
procesos secuenciales o simultaneos que conducen a
la disfuncion del TA. Sin embargo, se ha postulado
que una persona pudiera mantenerse metabolicamente
sana mientras conserve la capacidad funcional de su
TA subcutaneo, independientemente del contenido de
grasa corporal total.

Considerando la informacion presentada aqui, los
autores destacamos la importancia clinica de
desarrollar herramientas que permitan identificar de
manera precisa y temprana, la presencia de TA
disfuncional. En la blisqueda de estas herramientas,
nuestro equipo de trabajo (9, 12, 13, 70) y otros
investigadores (10, 71, 72), hemos postulado que la
disfuncion del TA subcutaneo pudiera ser un
indicador clave para la identificacion de individuos

con alto riesgo de desarrollar anormalidades
metabolicas; las cuales pueden progresar a
enfermedades crénicas degenerativas. En una

investigacion diseflada para establecer un indice de
TA disfuncional y conocer su asociacion con las
enfermedades cronicas degenerativas, nuestro equipo
de trabajo estudi®6 a dos grupos de personas
ampliamente caracterizadas (70). En un grupo se
incluyé a 1418 personas sin diagnostico previo de
enfermedad cardiovascular, de donde ademas se
selecciond un subgrupo de 340 individuos con IMC
<30 kg/m? y cifras normales de glucosa, tension
arterial, triglicéridos y colesterol de lipoproteinas de
alta densidad (C-HDL por sus siglas en inglés). Este
subgrupo permitié obtener valores de referencia para
calcular un indice de disfuncion de TA visceral
previamente validado (72). Dicho indice propone el
uso de medidas basicas en la practica clinica como el
IMC, la circunferencia de cintura (CC), los
triglicéridos y el C-HDL en circulacion. El indice
estima la funcion del TA visceral en hombres y
mujeres por separado, usando la formula:
[CC/ordenada al origen + [pendiente * IMC]] *
[concentracion de triglicéridos en plasma/triglicéridos

de referencia] * [C-HDL de referencia/concentracion
de C-HDL en plasma]. Los valores de la ordenada al
origen y la pendiente se obtuvieron de la regresion
lineal entre la CC y el IMC de sujetos caucasicos
sanos. Considerando las diferencias étnicas en las
variables empleadas para el célculo del indice, nuestro
equipo calculd los valores de referencia para la
poblacion mexicana y debido a las caracteristicas del
analisis, se sustituyd el término indice de disfuncion
del TA visceral propuesto por Amato M.C. y cols.
(72), por un concepto mas general denominado
“indice de adiposidad disfuncional” o “DAI” por sus
siglas en inglés (Figura 7A). Después de establecer los
valores constantes para el calculo del DAI, se invit6 a
otro grupo de 340 personas sanas sin factores de riesgo
cardiovascular, a quienes se les tomo una biopsia de
TA subcutaneo para investigar la relacion del DAI con
las caracteristicas morfologicas (tamafio y nimero de
adipocitos) y funcionales (adiponectina y leptina en
suero) del TA. Los resultados mostraron que el DAI
correlacion6 directamente con el tamafio de los
adipocitos (r = 0.358; p = 0.032) y con la
concentracion de leptina (r = 0.433; p = 0.008),
ademas de correlacionar inversamente con el nimero
de adipocitos (r=-0.381; p=0.024) y la concentracion
de adiponectina (r = -0.429; p = 0.009).
Interesantemente, el DAI también se asocié de manera
directa con otros marcadores de inflamacion sistémica
como la proteina quimioatrayente de monocitos (r =
0.381; p = 0.022), la interleucina 1-beta (r = 0.356; p
=0.033) y la proteina C reactiva de alta sensibilidad (r
= 0.603; p < 0.001). Derivado de estos hallazgos, se
busco un punto de corte del DAI para identificar la
presencia de TA disfuncional y se encontré que los
valores de DAI > 1.065 se asociaron con dafio
temprano en la via de sefializacion de la insulina. Para
confirmar la utilidad del punto de corte, se evalu6 a
los 1418 sujetos sin diagnostico previo de enfermedad
cardiovascular y los resultados mostraron que
comparados con los sujetos que tenian DAI normal,
aquellos con DAI > 1.065 tuvieron significativamente
mayor probabilidad de presentar hipertension (+44%),
aterosclerosis  subclinica  (+74%), enfermedad
hepatica no alcoholica (+157%) y diabetes (+96%). Es
importante sefialar que la relacion del DAI elevado
con la presencia de enfermedades cronicas
degenerativas fue independiente de la adiposidad y de
otros factores de riesgo tradicionales como la edad, el
sexo o el consumo de tabaco (Figura 7B) (70). Estos
hallazgos destacan la importancia de la evaluacion de
la funcionalidad del TA, para identificar a sujetos con
riesgo metabdlico elevado, independientemente del
grado de adiposidad.
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Figura 7. indice de adiposidad disfuncional (DAI). A: Formula para calcular el DAI en hombres y mujeres. B: Asociacién
de DAI > 1.065 con anormalidades cardiometabdlicas, ajustado por edad, sexo y consumo de tabaco. Modificado de

Adipocyte, 2021;10:142-152.

Conclusiones

El presente trabajo muestra la evolucion
conceptual que ha tenido el TA a través del tiempo, en
su impacto sobre la aparicion de las enfermedades
cronicas degenerativas. Por muchos afios se mantuvo
el concepto exclusivo del TA como un reservorio
energético para la sobrevivencia o adaptacion a
condiciones ambientales adversas. Sin embargo, los
avances en investigacion han mostrado la estrecha
relacion del TA con los organos responsables de
mantener la homeostasis energética e inmunitaria.
Estos avances colocan al TA como una piedra angular
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Resumen

La diabetes es una enfermedad cronica con un
impacto significativo en la salud cardiovascular y
metabodlica de los pacientes. El sistema renina-
angiotensina (SRA) participa en la patogénesis de la
diabetes, especificamente en la resistencia a la
insulina y las complicaciones cardiovasculares,
metabolicas y trastornos mentales. Esta revision se
centra en como el ejercicio puede modular el SRA y
transformarlo en un aliado en el manejo de la
diabetes y sus multiples complicaciones. Se analiza
la interaccion entre el ejercicio y el SRA, destacando
como la regulacion de este sistema mediante el
ejercicio puede prevenir y/o revertir la resistencia a
la insulina. La inhibicion del SRA clasico con
inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECAs) o antagonistas de los
receptores tipol a angiotensina II (ARAs), junto con
la activacion del eje contra-regulador ECA2/Ang-(1-
7) /Mas, mejora la sensibilidad a la insulina, y
disminuye la incidencia de complicaciones
vasculares, metabdlicas y mentales. Se enfatiza la
importancia de un enfoque integral que considere
tanto la salud fisica como la salud mental en la
diabetes. Los hallazgos sugieren que el ejercicio
fisico debe ser un componente central en la

Abstract

Diabetes is a chronic disease that significantly
impacts patients' cardiovascular and metabolic
health. The Renin-Angiotensin System (RAS) plays
a crucial role in the pathogenesis of diabetes,
particularly in insulin resistance and associated
cardiovascular, metabolic, and mental disorders.
This review focuses on how exercise can modulate
the RAS and transform it into an ally in managing
diabetes and its multiple complications. It analyzes
the interaction between exercise and the RAS,
highlighting how the regulation of this system
through exercise and its benefits in preventing and/or
reversing insulin resistance can offer substantial
health benefits. Inhibition of the classic RAS with
ACE inhibitors and ARBs, along with activation of
the counter-regulatory ACE2/Ang-(1-7)/Mas axis,
improves insulin sensitivity, and reduces the
incidence of vascular, metabolic, and mental
complications. The importance of an integral
approach that considers both physical and mental
health in diabetes is emphasized. The findings
suggest that physical exercise should be a central
component in the prevention and management of
insulin resistance and diabetes, not only for its
impact on the glycemic and lipid profile but also for
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prevencion y el manejo de la resistencia a la insulina
y la diabetes, no solo por su impacto en el perfil
glucémico y lipidico, sino también por su influencia
en la regulacion del SRA. Este trabajo subraya la
necesidad de comprender la interaccion entre el
ejercicio, el SRA y la resistencia a la insulina para
optimizar el tratamiento de la diabetes y mejorar la
calidad de vida de los pacientes.

Palabras claves: ansiedad, depresion, diabetes,
gjercicio, sistema renina-angiotensina.

its influence on the RAS regulation. This work
underscores the need to understand the interaction
between exercise, the RAS, and insulin resistance to
optimize diabetes treatment and improve the quality
of life for patients.

Keywords: Anxiety, Depression, Diabetes, Renin-
Angiotensin System, Exercise.

Introduccion

La diabetes es una de las enfermedades cronicas
no transmisibles con mayor prevalencia en el mundo,
representando un desafio significativo en el ambito de
la salud publica. Actualmente, alrededor de 537
millones de adultos entre 20 y 79 afios tienen
diabetes, lo que representa el 9.3% de la poblacion
mundial, y se estima que para el 2030 la cantidad de
diabéticos aumente a 643 millones y a 783 millones
en 2045 (1). Ademas, la prevalencia ha aumentado
mas rapidamente en los paises de ingresos bajos y
medianos en comparacion con los paises de ingresos
altos (2 - 4). Por otro lado, la diabetes es una de las
principales causas de mortalidad y discapacidad en
América. La carga en salud de la diabetes ha
aumentado drasticamente en las ultimas tres décadas,
debido al aumento de la obesidad, dieta poco
saludable y la exposicion a factores de riesgo
metabolicos, nutricionales y conductuales (5). En
México se registraron 8.5 millones de diabéticos en
2021 (10.3% mayores de 20 aios), lo que implica que
esas personas tendran deficiente calidad de vida por
la aparicion de complicaciones, disminuird su
esperanza de vida y aumentard su gasto familiar en el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (1).

La diabetes es una enfermedad cronica
caracterizada por glucosa elevada en sangre, conocida
como hiperglucemia. Esta condicion resulta de un
conjunto de trastornos metabolicos que involucran
una produccién deficiente o inexistente de insulina,
y/o el organismo no puede utilizar de manera eficaz
la insulina generada por el pancreas, fendomeno
conocido como resistencia a la insulina. La insulina,
una hormona esencial producida por las células  del
pancreas, facilita el ingreso de glucosa del torrente
sanguineo hacia las células del organismo (tejido
adiposo y musculo esquelético), a través del
transportador Glut4, donde se metaboliza y una
fraccion se transforma en energia metabdlica
necesaria para el funcionamiento del cuerpo.
Ademas, la insulina, que es una hormona anabdlica,
tiene una funcion crucial en el metabolismo de
proteinas y lipidos. La ausencia de insulina, o una
respuesta celular inadecuada a la misma, conduce a

una concentracion alta de glucosa en sangre, un signo
distintivo de la diabetes. A la fecha se desconoce la
etiologia exacta de la diabetes, aunque se han
asociado factores de riesgo modificables y no
modificables que estan involucrados con el desarrollo
de esta enfermedad. Entre los factores modificables
se incluyen la dieta, la actividad fisica (disminuir el
sedentarismo), los valores elevados de colesterol y
triglicéridos (dislipidemias), la presion arterial alta, el
sobrepeso y la obesidad. Mientras que, como factores
no modificables se incluyen a la edad, el género, las
mutaciones genéticas y la raza. En este sentido, se ha
observado que ciertos grupos étnicos, como
africanos, nativos de Alaska, poblaciones americanas
(indigenas, mestizos), asiaticos y personas de
ascendencia de las islas del Pacifico, tienen mayor
riesgo de desarrollar diabetes (6).

Las investigaciones sugieren que la deteccion de
la diabetes en sus etapas iniciales es poco frecuente,
resaltando la importancia de promover el diagndstico
temprano. Adicionalmente, el manejo de la diabetes
en pacientes de edad avanzada presenta grandes
desafios, ya que la concentracion de glucosa en
sangre en personas con diabetes aumenta con la edad,
ademas de que la adherencia a los tratamientos
terapéuticos suele ser menor, lo que incrementa el
riesgo de complicaciones cardiovasculares en este
grupo poblacional (3, 7).

Tipos de diabetes
La Asociacion Americana de la Diabetes (ADA)
y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), han
clasificado a la diabetes en 4 tipos principales (8, 9):
e Diabetes tipo 1. Enfermedad autoinmune que
produce la destruccion de las células [ del
pancreas, originando deficiencia absoluta de
insulina. Este tipo se identifica frecuentemente en
nifios y adolescentes, quienes usan insulina para
controlar su glucemia. Sin embargo, algunos
adultos tienen un inicio insidioso llamado diabetes
autoinmune latente en adultos (Diabetes tipo
LADA), en la que la necesidad de insulina es
mucho mas tardia.
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e Diabetes tipo 2 (no autoinmune). Se presenta
debido a la pérdida progresiva de Ila
sintesis/secrecion de insulina por disfuncion de las
células B del pancreas. Este tipo de diabetes se
diagnostica con mayor frecuencia en adultos, sin
embargo, ahora también se presenta en nifios, y
esta relacionada con la obesidad, la resistencia a
la insulina y el sindrome metabolico. El
tratamiento incluye cambios en el estilo de vida
(alimentacion saludable y ejercicio), pero con
frecuencia  también  requiere  tratamiento
farmacolégico (hipoglucemiantes y/o insulina).

e Diabetes gestacional. Diagnosticada en el
segundo o tercer trimestre del embarazo, que no
era manifiesta antes de la gestacion. Su
tratamiento incluye cambios en el estilo de vida e
insulina.

e Otros tipos de diabetes. Son tipos especificos de
diabetes originados por otras causas, por ejemplo,
sindromes de diabetes monogénica (como la
diabetes neonatal y la diabetes de inicio en la
madurez en los jovenes), enfermedades del
pancreas exocrino (como la fibrosis quistica y la
pancreatitis) y las inducidas por farmacos como el
uso de glucocorticoides, anticonceptivos orales
con estrégenos y progestagenos, antidepresivos
triciclicos, antipsicoticos atipicos, farmacos
simpatico-miméticos, inhibidores de la proteasa
del VIH, estatinas y agentes inmunosupresores10.
De estas, la diabetes tipo 2 es el tipo mas comun y
representa el 90% de los casos de diabetes en todo
el mundo (2).

Complicaciones debidas a la diabetes

La diabetes es un trastorno metabdlico complejo
con complicaciones a largo plazo, que afectan
practicamente todos los sistemas del cuerpo,
resultando en complicaciones de salud incapacitantes
y potencialmente mortales. Entre las complicaciones
mas destacadas se encuentran las microvasculares,
como la nefropatia, que puede conducir a
insuficiencia renal cronica y la necesidad de dialisis;
la retinopatia, principal causa de ceguera en adultos
en edad laboral; la neuropatia, que puede resultar en
la pérdida de sensibilidad en las extremidades

inferiores, contribuyendo al desarrollo del pie
diabético y aumentando el riesgo de amputaciones
(Figura 1). Las complicaciones macrovasculares
incluyen enfermedades cardiovasculares, como la
cardiopatia isquémica, el accidente cerebrovascular y
la enfermedad vascular periférica, que son la
principal causa de morbilidad y mortalidad en los
pacientes con diabetes. Estas complicaciones son el
resultado de un proceso aterosclerdtico acelerado
inducido por la hiperglucemia cronica, la
dislipidemia, la hipertension y la presencia de un
estado proinflamatorio y protromboético asociado a la
diabetes (Figura 1) (3, 6,9, 11).

Por otro parte, también la diabetes puede conducir
a complicaciones metabolicas agudas, que consisten
en hipoglucemia, cetoacidosis e hiperglucemia
hiperosmolar no cetésica. Por otro lado, las
mitocondrias estan involucradas en el metabolismo
de la glucosa y son la principal fuente de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en las células, y sus
cambios estan estrechamente relacionados con la
glucemia, lo que puede causar estrés oxidativo. Se
sabe que la hiperglucemia se produce por Ila
produccion excesiva de peroxido de hidrogeno en la
cadena de transporte de electrones mitocondrial, y se
cree que la presion oxidativa desempefia una funcion
mediadora clave en el desarrollo de la diabetes y sus
complicaciones, debido a la produccion excesiva de
radicales libres y la deteriorada capacidad
antioxidante (9).

Por otro lado, existe una asociacion bidireccional
compleja y significativa entre la diabetes y los
trastornos mentales, donde la presencia de uno puede
aumentar la susceptibilidad y la gravedad del otro.
Los pacientes con diabetes tienen un mayor riesgo de
desarrollar una gama de trastornos mentales,
incluyendo  depresién,  ansiedad, trastornos
alimentarios o trastornos cognitivos. La depresion es
la mas comun de estas comorbilidades psiquiatricas,
afectando aproximadamente al doble a los diabéticos
en comparacion con la poblacion general. Esta
relacion es particularmente preocupante debido a que
la depresion puede afectar negativamente el
autocuidado y el manejo de la diabetes, empeorando
el control glucémico y aumentando el riesgo de
complicaciones. La ansiedad también es prevalente

© 2024 Mensaje Bioquimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.



124

Gallardo-Ortiz, Itzell, Mens. Bioquim. 48 (2024): 121-131

Nefropatia diabética
-> Insuficiencia renal

Ojo Normal 0jo con Retinopatia

Neuropatia diabética
-> Pié diabético

RINON NORMAL ENFERMEDAD RENAL

Funcionamiento disminuido
‘Tamafio mas pequefio
Proteina alta en orina

10-20% Muere por \\
insuficiencia renal N

Tamario apropiado.
Proteina baja en orina

-

50% de los diabéticos padecen
neuropatia diabética debido a
lesiones en los nervios.

Retinopatia diabética
-> Cegera

Accidente cerebro
vascular

Flvjo
sanguineo
loqueado

50% mueren por enfermedad cardiovascular

Figura 1. Complicaciones crénicas asociadas a la diabetes. Estas representaciones subrayan el impacto sistémico de la diabetes en
organos y sistemas clave, resaltando la importancia de un manejo 6ptimo de la enfermedad para prevenir eventos adversos y mejorar los

resultados clinicos.

en individuos con diabetes y puede manifestarse a
través de la preocupacion excesiva sobre el manejo de
la enfermedad, el miedo a las complicaciones y la
hipoglucemia. Los trastornos alimentarios, en
particular, pueden presentarse como una conducta
alimentaria desordenada, provocada por el estrés del
manejo dietético continuo que requiere la diabetes.
Los trastornos cognitivos, incluyendo la disminucion
en la velocidad de procesamiento cognitivo y la
flexibilidad mental, también se observan con mayor
frecuencia en la poblacion diabética. La
hiperglucemia cronica contribuye a la disfuncion
cognitiva y puede acelerar el declive cognitivo y la
aparicion de demencia (12). En este sentido, la
diabetes y la enfermedad de Alzheimer también estan
potencialmente conectadas; investigaciones sugieren
que las anomalias en la insulina cerebral,
caracteristicos de la diabetes tipo 2, podrian
contribuir al desarrollo de Alzheimer. Este vinculo ha
llevado a la conceptualizacion de la enfermedad de
Alzheimer como una posible "diabetes tipo 3". La
relevancia de este hallazgo radica en la posibilidad de
estrategias terapéuticas que aborden tanto la
resistencia a la insulina como la neurodegeneracion
(Figura 2) (13).

Las complicaciones de la diabetes se pueden
retrasar o prevenir con un estilo de vida saludable
como actividad fisica, dieta balanceada y un
tratamiento farmacoldgico adecuado. En el caso de
diabetes tipo 1 se requiere insulina, mientras que la
diabetes tipo 2 puede controlarse mediante cambios
en el estilo de vida; aunque, si las modificaciones en
el estilo de vida no son efectivas, los pacientes pueden
requerir tratamiento farmacoldgico
(hipoglucemiantes orales y/o insulina).

Factores de riesgo y manejo de la resistencia a la
insulina

La resistencia a la insulina puede aumentar la
sintesis de triacilglicéridos generando higado graso,
ademas es responsable de estimular la produccion de
adipocinas proinflamatorias, como el factor de
necrosis tumoral o (TNF-a) y la interleucina-6, y
suprime a las enzimas reguladoras implicadas en la
gluconeogénesis alterando asi la homeostasis de la
glucosa hepatica y la lipogénesis de novo (14). De ahi
que la resistencia a la insulina es fundamental en el
desarrollo y progresion de patologias metabodlicas
como la diabetes, el sindrome metabdlico y el de
ovario poliquistico, la hipertension, ciertos tumores y
el higado graso no alcohdlico, por lo que es
importante conocer sus factores de riesgo.

Esta condiciéon es influenciada por multiples
factores de riesgo: la obesidad, con su alta liberacion
de citocinas proinflamatorias y adipocinas, y un estilo
de vida sedentario, deteriorando la sefializacion de la
insulina. Ademas, la genética y desequilibrios
hormonales, como el sindrome de ovario poliquistico
y el sindrome de Cushing, pueden agravar la
resistencia a la insulina.

La resistencia a la insulina aumenta con la edad,
asi como por el uso de ciertos medicamentos,
problemas de suefio, lo cual se exacerba por el
consumo de dietas poco equilibradas, lo cual es
motivo de alarma debido a los cambios fisiologicos
asociados al envejecimiento. Por ende, es
fundamental reducir estos factores de riesgo para
prevenir la diabetes tipo 2 y sus complicaciones
cardiovasculares. Esto subraya la necesidad de
enfocarse en la prevencion y una gestion proactiva
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Figura 2. Interrelacién entre diabetes y trastornos mentales. El esquema representa la interconexion entre la diabetes y los trastornos
mentales, sugiriendo una relacion bidireccional entre las dos condiciones, donde la diabetes puede exacerbar problemas de salud mental y
viceversa, como en el Alzheimer, frecuentemente referida como "diabetes del cerebro” o "diabetes tipo 3", destacando la relevancia de una
comprension integrada para mejorar las estrategias de tratamiento y prevencion. Modificada de 12 y 61. Imagen creada en BioRender.com

para combatir la resistencia a la insulina en el ambito
de la medicina y salud publica (Figura 3) (15).

Es importante destacar que el tratamiento de la
resistencia a la insulina no solo puede prevenir la
diabetes tipo 2, sino que también puede mejorar la
salud en general y reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares. Entre las estrategias terapéuticas
para combatir a la resistencia a la insulina se incluyen,
principalmente, cambios en el estilo de vida como el
ejercicio y alimentacion saludable. Si dichos cambios
son insuficientes, se incluyen tratamientos
farmacoldgicos como biguanidas, agonistas del
péptido-1 similar al glucagon (GLP-1) (15, 16), y
farmacos que inhiben el sistema renina- angiotensina
(SRA) como los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECAs) o los
antagonistas del receptor tipo 1 de angiotensina II
(ARAS). Por lo que es fundamental que los pacientes
con resistencia a la insulina reciban un diagnostico
temprano y un tratamiento adecuado para prevenir
complicaciones.

Sistema renina-angiotensina en la dindmica de
la resistencia a la insulina y su impacto en la
diabetes

El SRA es reconocido por regular la presion
arterial y el equilibrio de fluidos y hay evidencias que
muestran su participacion en la génesis y progresion
de la resistencia a la insulina y la diabetes (17, 18).

Clasicamente, el SRA se basa en la conversion de
angiotensina I (Ang I) en angiotensina II (Ang II) a
través de la accion de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA), seguida de la unién de la Ang I1
a su receptor tipo 1, constituyendo asi al eje ECA/Ang
II/AT1. Este eje clasico es el responsable de

promover la inflamacion, el estrés oxidativo y la
resistencia a la insulina (19, 20). En la vision actual
del SRA existe un eje contrarregulador, que involucra
una enzima similar a la ECA, denominada ECA2,
quien metaboliza a la Ang I (indirectamente) o a la
Ang II (directamente) para producir angiotensina-(1-
7), que se une al receptor Mas (Figura 4). El eje
ECA2/(Ang-(1-7)/Mas induce respuestas opuestas a
los efectos nocivos de la hiperactividad del eje clasico
del SRA, particularmente mejorando la sensibilidad a
la insulina (21, 22).

La comorbilidad de diabetes con hipertension,
retinopatia, nefropatia o enfermedad cardiovascular
ha implicado al SRA en la génesis y la progresion de
estas complicaciones durante la evolucion de la
diabetes (23, 24). Esta participacion ha sido
demostrada por ensayos clinicos, los que demuestran
que la inhibicién del SRA (con IECAs y ARAs)
disminuyen la incidencia de complicaciones
vasculares en diabéticos. La Ang II, el mediador
primario del SRA, ejerce diversos efectos
perjudiciales en individuos con diabetes, incluyendo
el aumento de la resistencia a la insulina, el dafio
endotelial y el deterioro de la funcién renal (24, 25).
Ademas de los efectos sistémicos, la actividad del
SRA también se puede observar de forma local, en
diversas células y tejidos, incluyendo neuronas, glia,
corazodn, tejido adiposo, miisculo esquelético, higado,
rifién, etc. Se ha reportado que el balance entre los
ejes del SRA, ECA/Ang II/AT1 y ECA2/Ang-(1-
7)/Mas, es crucial para regular numerosos procesos
fisiologicos como la respuesta inmune, la funcion
respiratoria, la funcion gastrointestinal, la salud
cardiovascular, el metabolismo, entre otras (26).
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Es importante resaltar que en la literatura se ha
demostrado que los IECAs y los ARAs incrementan
la expresion de la ECA2 (27) y, en consecuencia,
aumentan significativamente la produccion sistémica
y/o local de Ang-(1-7) (28). Estos hallazgos han
llevado a proponer que algunos de los beneficios de
los IECAs y los ARAs pueden estar mediados por el
eje contrarregulador del SRA (29).

El ejercicio como regulador del sistema renina
angiotensina para contrarrestar la resistencia a la
insulina

El ejercicio fisico es un pilar fundamental en el
manejo de la resistencia a la insulina y la diabetes tipo
2. Mas alla del control glucémico y la mejora en el
perfil lipidico, proporciona beneficios significativos,
tales como la reduccion de la resistencia a la insulina
y el aumento de la capacidad aerdbica, la fuerza
muscular, la composicion corporal y la funcién
endotelial (30). La actividad fisica regula el SRA,
beneficiando la salud cardiovascular y metabolica
(31). Aunque los mecanismos involucrados en estos

beneficios se siguen explorando, se ha reportado que
el ejercicio disminuye la actividad del SRA,
reduciendo la produccion de renina y la liberacion de
Ang 11, lo que tiene un impacto positivo en la salud
cardiovascular (32).

El ejercicio induce adaptaciones en el tejido muscular
y adiposo, como el incremento en la expresion o
actividad de las proteinas involucradas en la
transduccion de sefales de la insulina (33) y de
transportadores de glucosa tipo 4 (Glut4) en el
musculo (34), potenciando la captacion y utilizacion
de glucosa, ademas, favorece la oxidacion de acidos
grasos y mejora el perfil de lipidos, lo que puede
prevenir o revertir la resistencia a la insulina.

La activacion cronica del eje SRA clasico,
caracterizada por el aumento en la concentraciéon de
Ang II, se asocia con la resistencia a la insulina (14);
mientras que la activacion del eje SRA no clasico, y
en particular el aumento de Ang-(1-7), ha demostrado
mejorar la sensibilidad a la insulina (31). En este
sentido, estudios muestran que la actividad fisica
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regula a la baja el eje ACE/Ang II/ATI1 y regula al
alza el eje ACE2/Ang-(1-7)/Mas en diversos tejidos,
como en los musculo cardiaco y esquelético e higado
(36). Este cambio favorece la vasodilatacion mediada
por insulina, el reclutamiento microvascular y el
transporte transendotelial de insulina al intersticio
muscular, aumentando la captacion de glucosa
estimulada por insulina en el musculo esquelético
(37), y en higado contribuye a reducir la progresion
del higado graso no alcoholico (36).

Por lo tanto, el ejercicio puede considerarse como
una herramienta terapéutica, no farmacologica, en el
manejo de la resistencia a la insulina asociada a
complicaciones de la diabetes a través de modular al
SRA.

El ejercicio como regulador del sistema renina-
angiotensina para contrarrestar el dolor
neuropatico

El dolor neuropatico es una alteracion del sistema
sensorial somatico que involucra sensaciones de
hormigueo, ardor e inflamacioén y habitualmente se
trata con farmacos. Los pacientes que cursan con
dolor neuropético experimentan sintomas como
hiperalgesia (respuesta exacerbada ante un estimulo
doloroso), alodinia (dolor causado por un estimulo
innocuo, por ej. tocamiento ligero) y dolor
espontaneo (sensaciones eléctricas y quemantes,
hormigueo y entumecimiento). Estos individuos
también presentan trastornos del suefio, ansiedad y
depresion, causando un impacto negativo en su
calidad de vida (38).

La resistencia a la insulina, distintiva de la
diabetes tipo 2, esta asociada con el desarrollo del
dolor neuropatico en pacientes diabéticos. Los
receptores de insulina en los nervios periféricos, que
facilitan las funciones neurotroficas y
neuroprotectoras de la insulina mas alla de su papel

en la regulacion de la glucosa sistémica, son
esenciales en la patogénesis del dolor neuropatico.
Por lo tanto, mejorar la sensibilidad a la insulina a
nivel neural podria atenuar el dolor neuropatico en
pacientes diabéticos. Asi, estudios han demostrado
que un mejor control en la glucemia, que implica el
incremento de la sensibilidad a la insulina, puede
ralentizar la progresion de la neuropatia en la diabetes
tipos 1 y 2. Sin embargo, es crucial reconocer que,
ademas de la resistencia a la insulina, otros factores
como la hiperglucemia crénica (que genera
glucotoxicidad en el sistema nervioso) también
desempeiia un papel significativo en la evolucion y
severidad de la neuropatia diabética y el dolor
asociado (39). En otras palabras, mejorar la
sensibilidad a la insulina en los nervios periféricos
puede tener un potencial terapéutico para reducir el
dolor neuropatico en pacientes diabéticos, aunque es
fundamental considerar la naturaleza multifactorial
de la neuropatia y el aporte de otros factores en su
desarrollo y progresion. En este sentido, en la
busqueda de alternativas terapéuticas se ha visto que
el ejercicio reduce la alodinia y la hiperalgesia en
humanos con diabetes y en modelos animales de
dolor neuropatico (40 - 44). En linea con esta idea,
Echeverria-Rodriguez y  colaboradores  (43),
demostraron que una sesion de ejercicio revirtid
temporalmente la alodinia inducida por la ligadura de
los nervios espinales lumbares L5 y L6 en rata, y que
el ejercicio cronico normalizd el umbral de
nocicepcion en las ratas neuropaticas. En ese mismo
estudio, también se demostré que la Ang-(1-7)
participa en el efecto antialodinico inducido por el
ejercicio agudo y crénico en ratas con dolor
neuropatico (43), reforzando con ello las evidencias
previas sobre la eficacia del ejercicio como estrategia
terapéutica para el tratamiento del dolor neuropatico
(45 - 40).
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El ejercicio como regulador del sistema renina-
angiotensina para contrarrestar los trastornos
mentales (Propuesta)

Aunque aun no se comprenden por completo los
mecanismos por los cuales el ejercicio puede reducir
la aparicion y/o progresion de afecciones de salud
mental, estd demostrado que es 1til para prevenir y
tratar algunos trastornos como la depresion y la
ansiedad (47). La actividad fisica disminuye los
efectos negativos de la depresion y mejora el
bienestar general, incluyendo la satisfaccion con la
vida y el estado de animo (48). También se asocia con
un mejor autoconcepto e imagen corporal (49). En
individuos con trastornos mentales graves, el
gjercicio puede mejorar la funcién fisica y la salud
general (50). La actividad fisica regular se vincula
con un mayor bienestar mental y tiene efectos
preventivos sobre la depresion, los trastornos de
ansiedad y los trastornos del suefio (51). Ademas, el
ejercicio también puede tener efectos antidepresivos
y mejora en los sintomas de los trastornos
antidepresivos, y mejorar los sintomas en los
trastornos de ansiedad y esquizofrenia (52). Por lo
tanto, promover el ejercicio deberia ser una
recomendacion constante como tratamiento y medida
preventiva para los trastornos mentales, enfatizando
su promocion en la practica psiquiatrica clinica.

Es fundamental reconocer que la actividad fisica,
a través del movimiento corporal, provoca gasto
energético y, cuando se estructura como ejercicio
frecuente o rutinario, promueve beneficios en la salud
publica, previniendo y/o tratado una gran variedad de
condiciones, incluyendo alteraciones
cardiovasculares, metabdlicas y de salud mental (49,
53 - 54). Por otro lado, la hiperactividad del SRA, que
induce hipertension, también favorece alteraciones
asociadas a la salud mental como depresion, ansiedad
(2 condiciones de alta prevalencia y morbilidad en el
mundo) (55) y adicciones (56), a través de
neuroinflamacion y estrés oxidativo, y también se ha
relacionado con suicidio55, 57. Asi, surge la hipdtesis
de que el ejercicio fisico, al modular el eje ECA2/Ang
(1-7)/Mas, podria ser una terapia no farmacoldgica
eficaz para prevenir, disminuir y/o revertir algunos
trastornos emocionales como la depresion, la
ansiedad, la esquizofrenia y el déficit de atencion (58
- 60). Asi, la propuesta de esta revision incluye invitar
a individuos aparentemente sanos (fisica y
mentalmente) como a aquellos con alguna alteracion
mental de las descritas, y en ellos determinar las
concentraciones sanguineas de Ang II y de Ang-(1-
7), antes y después de una sesion de ejercicio intenso
(condicién aguda) o tras varios dias de ejercicio
moderado constante. Se esperaria obtener un aumento
de Ang-(1-7) y una disminucién de Ang II al final del

periodo de ejercicio, lo que soportaria la hipotesis de
que el SRA alterno (ECA2/Ang-(1-7)/Mas) modifica
el estado emocional de los individuos.
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Resumen

El cancer es un grupo de enfermedades que se
caracterizan por el crecimiento y la proliferacion
descontrolada de células anormales. Estos cambios
en las células les permiten crecer, formar tumores,
invadir y metastatizar a otros sitios del cuerpo.
Ademas de los cambios en las células, el
microambiente tumoral también tiene un papel
importante en el comportamiento del tumor, lo que
hace al estudio del céncer un tema desafiante.
Algunos de los modelos que utilizamos para “crear
tumores en el laboratorio”, son los esferoides
tumorales multicelulares y la microinyeccion en el
pez cebra. Los esferoides son un modelo in vitro que
recrea a los tumores en sus etapas iniciales, y la
microinyeccion de células de cancer en el pez cebra
nos proporciona un entorno in vivo para analizar su
comportamiento. De esta manera los modelos in
vitro e in vivo nos permiten estudiar las relaciones
entre las células y las relaciones de estas con su
ambiente, para asi, proponer opciones de
tratamientos mas dirigidos y seguros, y contribuir en
el pronostico y/o diagnostico del cancer.
Palabras claves: cancer, esferoides tumorales
multicelulares, pez cebra, xenoinjertos

Abstract

Cancer is a group of diseases characterized by the
uncontrolled growth and proliferation of abnormal
cells. These changes in the cells allow them to grow,
form tumors, invade and metastasize to other sites in
the body. In addition to changes in cells, the tumor
microenvironment also plays an important role in
tumor behavior, making the study of cancer a
challenging topic. Some of the models we use to
“create tumors in the lab” are multicellular tumor
spheroids and microinjection in zebrafish. Spheroids
are an in vitro model that recreates tumors in their
early stages, and microinjection of cancer cells into
zebrafish provides us with an in vivo environment to
analyze their behavior. In this way, in vitro and in
vivo models allow us to study the relationships
between cells and their relationships with their
environment, in order to propose more targeted and
safer treatment options, and to contribute to the
prognosis and/or diagnosis of cancer.

Keywords: Cancer, multicellular tumoral spheroids,
zebrafish, xenograft
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Introduccion

Cancer

El cancer es una enfermedad compleja y heterogénea
que abarca un conjunto diverso de mas de 100
enfermedades, cada una con caracteristicas Gnicas en
términos de origen, desarrollo, comportamiento
clinico y respuesta a los tratamientos. Los diferentes
tipos de cancer se originan a partir de células con una
division celular descontrolada, algunas de estas
células tienen la capacidad de invadir tejidos normales
y esparcirse a lugares diferentes al de su origen [1].

A lo largo del desarrollo del céancer, las células
cancerigenas adquieren una serie de caracteristicas
biologicas comunes que les confieren capacidades
hasta alcanzar un grado tumorigénico y finalmente
maligno [2].

Estas caracteristicas le confieren a la célula ventajas
adaptativas como: la inestabilidad gendmica, la
evasion del sistema inmune, una respuesta
inflamatoria generadora de tumores, independencia de
sefiales de proliferacion y crecimiento, la evasion de
sefiales de arresto del ciclo celular y de la apoptosis
(muerte celular programada), la modificacion del
metabolismo, la invasion y la metastasis (migracion de
células a un tejido diferente al de su origen), y la
angiogénesis (formacion de nuevo tejido vascular) [2].

Desarrollo tumoral

El desarrollo del cancer implica la acumulacion
progresiva de cambios genéticos y epigenéticos en una
célula que promuevan la carcinogénesis, es decir, la
formacion y el desarrollo de tumores malignos. Estos
cambios afectan a genes clave, oncogenes y genes
supresores de tumor, y alteran su funcion de manera
que contribuyen a la adquisicion de las caracteristicas
biologicas del cancer. Después de que la célula
adquiere mutaciones que la convierten en cancerigena,
comienza a proliferar de una manera descontrolada,
formando una poblacion de células anormales, pero
que pueden parecer morfoldégicamente normales en
una etapa temprana. Esta fase inicial de proliferacion
celular anormal, se conoce como hiperplasia [3].

A medida que las células contintian proliferando y se
siguen acumulando dafios en el genoma y en el
epigenoma, puede ocurrir la displasia, lo que resulta
en células con forma anormal y una estructura
anomala.

Las células displasicas continuaran proliferando, su
apariencia se volvera mas anormal y la estructura del
tejido estard perturbada. Este proceso da lugar a la
formacion de una neoplasia o tumor, que es un término
general para describir un crecimiento anormal de
células. Si la neoplasia permanece confinada dentro de
los limites del tejido donde se origind y no invade ni

se extiende a tejidos circundantes, se le Illama
carcinoma in situ.

Finalmente, si los cambios genéticos y epigenéticos lo
permiten, el tumor empezara a invadir el tejido
adyacente e ingresara al torrente sanguineo; las células
que logren escapar tendran la capacidad de establecer
nuevos tumores en otras partes del cuerpo, ya que han
adquirido la capacidad de volverse malignas y generar
metastasis [3].

Los tumores pueden ser benignos o malignos. Los
tumores benignos son aquellos que permanecen en su
localizacion primaria, no son cancerosos y no se
propagan a otras partes del cuerpo. Los tumores
malignos, invaden otras zonas del cuerpo y se
extienden a lugares distantes a través del torrente
sanguineo o del sistema linfatico. Los tumores
malignos pueden diseminarse rapidamente y requieren
tratamiento para evitar su propagacion [4].

El crecimiento de células cancerosas en oOrganos
distantes del lugar de origen, es la metastasis. La
metastasis es un proceso que implica la adquisicion
progresiva de capacidades invasivas por parte de las
células de un tumor. Estas células pueden invadir
tejidos, diseminarse a través de los vasos sanguineos
y linfaticos, y colonizar 6rganos distantes reiniciando
la proliferacion y formando otro tumor. Cabe
mencionar que la mayoria de los pacientes de cancer
mueren como consecuencia de una enfermedad
metastasica [5].

Microambiente tumoral

A medida que las células tumorales siguen
proliferando, el tumor aumenta de tamafio y el
microambiente tumoral sufre una remodelacion. Esta
remodelacion es inducida por la hipoxia, el estrés
oxidativo y la acidosis, que son causados por una
alteracion en el metabolismo de las células tumorales.
Esta alteracion da lugar a la displasia, que es la
aparicion de una poblacion heterogénea de células
tumorales con diferentes rasgos genéticos y
fenotipicos [6].

El microambiente tumoral esta formado por diversos
componentes, como la matriz extracelular, las células
estromales (como fibroblastos, células estromales
mesenquimales, pericitos), citocinas y quimiocinas,
redes vasculares sanguineas y linfaticas, y células
inmunitarias (como linfocitos T y B, células asesinas
naturales y macrofagos asociados al tumor [7, 8].

En el microambiente tumoral hay comunicaciones
autocrinas y paracrinas con las células estromales y el
sistema inmunitario adyacente al tumor, todo ésto
unido a un aumento de la presion del liquido
intersticial. La comunicacion entre las células de este
microambiente, induce la progresion tumoral y a un
cambio de este ambiente. Esto conduce a un aumento
en la rigidez de la matriz extracelular, la formacién de
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vasos sanguineos y linfaticos, y la posible aparicion de
regiones necrodticas y la metastasis [2].

Ademas de estudiar las alteraciones genéticas y
epigenéticas que acumulan las células cancerosas, es
necesario entender como cambia la composicion del
microambiente tumoral debido a que éste influye en el
pronostico y en la eficacia de la quimioterapia [9].

Resistencia a quimioterapia

La quimioterapia sigue siendo una de las principales
terapias contra el cancer y a menudo se combina con
cirugia y/o radioterapia dependiendo del tipo y estadio
del tumor. La resistencia a la quimioterapia se refiere
a la capacidad de las células cancerigenas para resistir
al tratamiento de farmacos citotoxicos, lo que
frecuentemente termina con la recaida del tumor y una
baja calidad de vida de los pacientes. Esta resistencia
puede surgir por los procesos que se alteran en las
células cancerosas, tales como la sobreexpresion de
proteinas de transporte de farmacos que bombean los
agentes quimioterapéuticos fuera de las células, por la
activacion de vias de sefalizacion que promuevan la
supervivencia celular y la reparacion del ADN, y por
la presencia de células madre tumorales que son
inherentemente resistentes a la quimioterapia [10, 11];
asi como también por el efecto del microambiente
tumoral.

Modelos para estudiar el cancer

La capacidad limitada de las células humanas para
replicarse en cultivo, puede ser un desafio en la
construcciéon de modelos para estudiar el cancer in
vitro. Por esta razon, las células inmortalizadas que
tienen la capacidad de superar estas barreras
replicativas son herramientas valiosas en la
investigacion del cancer.

Las células inmortalizadas, como las lineas celulares
establecidas a partir de tumores humanos, ofrecen una
fuente estable y reproducible de células para estudiar
los procesos de transformacion celular y la progresion
del cancer [12].

A lo largo del tiempo se han desarrollado varios
modelos para cultivar las lineas celulares de cancer en
el laboratorio:

Cultivo en monocapa, 2D: las células se cultivan en
placas de cultivo, como una placa Petri o un frasco de
cultivo celular. Las células adherentes crecen
formando una monocapa sobre la superficie, mientras
que las células no adherentes se mantienen en
suspension. Este método es el mas simple, pero no
refleja el entorno tridimensional de los tumores in
vivo.

Cultivo en esferoides, 3D: las lineas celulares se
cultivan en una suspension y son independientes de
anclaje, forman estructuras esféricas. Este cultivo se
asemeja a las condiciones in vivo de los tumores.

Xenoinjerto en modelos animales: Las células se
inyectan en animales para formar un tumor en un
ambiente in vivo. Este modelo nos permite estudiar la
progresion del tumor y la interaccion con el sistema
inmunoloégico del animal.

Modelos de organoides: las lineas celulares se
cultivan en matrices tridimensionales que imitan la
arquitectura tisular y la funciéon de los organos
humanos. Este modelo nos permite modelar la
vascularizacion tumoral.

Dispositivo de microfluidicos: las células se ponen en
un dispositivo de microfluidos que mimetiza la
microarquitectura y el microambiente de algunos
organos, como el pulmoén o algunos tejidos tumorales
[13].

En nuestro laboratorio tenemos varios proyectos
enfocados en estudiar los genes, las vias de
sefializacion y los procesos biologicos importantes
para distintos tipos de céancer, y utilizamos varios
modelos para este fin. De esta manera, tenemos
esferoides tumorales multicelulares y modelos en
donde ocupamos a seres vivos, como el pez cebra.

Esferoides tumorales multicelulares

Los esferoides tumorales multicelulares (MTS, por
sus siglas en inglés Multicellular Tumoral Spheroids),
son agrupaciones celulares esféricas a microescala
formadas por autoensamblaje, son uno de los métodos
mas comunes y usados de cultivo de células en tres
dimensiones.

Los esferoides son de especial interés para la
investigacion en el cancer debido a la heterogeneidad
de sus poblaciones celulares. Estas células muestran
un gradiente de actividad proliferativa, con células en
la superficie del esferoide que experimentan una
rapida proliferacion y células en el nucleo del
esferoide que muestran quiescencia. Este fenomeno se
atribuye al transporte limitado de oxigeno y nutrientes
dentro del esferoide [14]. Conforme avanza el tamafio
del esferoide (mas de 500 micras de diametro), se
encontraran células necrdticas en el centro, como
puede observarse en algunos canceres in vivo (Fig. 1)
[15].

Este tipo de cultivo posee caracteristicas que asemejan
a un tumor in vivo en sus etapas iniciales, como las
interacciones  célula-célula y  célula-matriz
extracelular, la tasa de proliferacion [16] y los perfiles
genémicos [17].

Los esferoides se han utilizado como modelos para
evaluar la sensibilidad y la resistencia a los farmacos,
y suelen ser mds resistentes a las quimioterapias y
radioterapias que las células cultivadas como
monocapas bidimensionales.
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Tumor in vivo

Células en
proliferaciéon

Células
quiescentes

Células
apoptoticas

Esferoide tumoral multicelular

Figura 1. Estructura de un esferoide tumoral multicelular. Panel izquierdo: tumor in vivo con su microambiente
tumoral. Panel derecho: esferoide tumoral multicelular avascular de aproximadamente 500 um, en donde se representan las
tres capas: la de células proliferativas, la de células quiescentes y el centro hipdxico con células apoptoticas y necréticas.

D. metabdlicos, desechos metabdlicos. Creado en BioRender

Xenoinjerto en los embriones del pez cebra.

Un xenoinjerto es la transferencia de células, tejidos u
organos de un animal de una especie a otro de una
especie diferente. Los xenoinjertos ortotopicos
implican el trasplante de células tumorales al mismo
tipo de 6rgano en el que se origind el cancer. Por el
contrario, los xenoinjertos heterotopicos implican el
trasplante de células tumorales a un tejido diferente
del que se originaron las células. Se ha demostrado
que la larva del pez cebra es un sistema optimo para
los estudios de xenoinjerto del cancer humano. El uso
de marcaje fluorescente permite la visualizacion
continua de las células trasplantadas, de la progresion
tumoral y de la metastasis [18] (Fig. 2).

El pez cebra es un modelo apropiado para investigar
la biologia del cancer humano y la metastasis debido
a varios atributos. Uno de los principales factores es la
conservacion de algunos procesos biologicos entre el
pez cebra y los humanos, como la progresion tumoral.
El genoma del pez cebra contiene 26,206 genes
codificadores de proteinas. Una comparacion de los
genomas humano y del pez cebra mostro que el 71,4%
de los genes humanos tenian al menos un ortélogo en
el pez cebra, mientras que el 82% de los genes
humanos relacionados con enfermedades tenian al
menos un ortdlogo en el pez cebra [19].

Ademas de ser un modelo de investigacion preciado
por su conservacion gendémica Yy transparencia
embrionaria, presenta caracteristicas biologicas que lo
hacen ain mas atractivo para la investigacion
cientifica.

El pez cebra es pequefio y relativamente facil de criar,
y se puede mantener en grandes cantidades a bajo
costo. Los peces cebra de laboratorio se alojan en un
sistema de peceras que asegura un entorno estable y
reproducible para los experimentos. El desarrollo
embrionario es rapido, en 24 horas el cigoto unicelular
se convierte en un embrién moévil y transparente con
la cléasica estructura corporal de los vertebrados [20].

Creando los tumores

Para entender y abordar el cancer de manera efectiva,
es importante conocer en detalle como funcionan las
células, qué sefiales regulan su crecimiento y division,
y cudles vias estan involucradas en la regulacion del
ciclo celular y en la apoptosis.

Al entender mejor a las células y a los procesos que se
encuentran en la carcinogénesis, podremos desarrollar
estrategias mas efectivas para prevenir, diagnosticar y
tratar al cancer.

Generalmente las técnicas que utilizamos en nuestro
laboratorio para obtener estos modelos son la técnica
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de “Liquid overlay” para los MTS y la técnica de
microinyeccion de embriones de pez cebra (Fig. 2).

La técnica de “Liquid overlay” [21], consiste en la
inhibicion de la adhesion celular a las superficies de
los materiales que suelen utilizarse para el cultivo
celular. Estas superficies tienen propiedades no
adherentes, que dan lugar a mas interacciones célula-
célula, que las que se dan en el cultivo en monocapa.
En consecuencia, las células se agregan, dando lugar
a la formacion de esferoides en un plazo de 1 a 3 dias
para la mayoria de las lineas celulares.
Posteriormente, estos agregados se colocan en una

incubadora con movimientos circulares para favorecer
la formacion de las esferas [22] (Fig. 2).

La microinyeccion en el pez cebra la realizamos en
embriones de dos dias post fertilizacion mantenidos a
28°C. Las células son microinyectadas en el centro de
la region del saco vitelino embrionario a una
concentracion final, que va desde las 75 hasta las 300
células por embriéon. Los embriones se monitorean a
las 24 horas después de la inyeccion, para analizar la
migracion celular y a los 4 dias para analizar la
tumorigenicidad (Fig. 2).

A
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— /.ﬁ\'
i | base de . »
células de cancer agarosa incubacion
con agitacién
B -
® e

48 hpf

Huevos
fertilizados

células de cancer

tumorigénesis

< o

migracién

metastasis

Figura 2. Modelos de tumores en el laboratorio. A) Modelo de “liquid overlay” para la formacion de esferoides tumorales
multicelulares. Las células son cultivadas en monocapa, posteriormente se cultivan en una superficie no adherente, la cual
se forma con agarosa. Para inducir la formacion de los esferoides las placas de cultivo son incubadas a 37°C con agitacion
constante. B) Xenoinjertos en pez cebra. Los huevos fertilizados son utilizados para los xenoinjertos 48 hpf. Las células
son inyectadas en los embriones de pez cebra en la parte del vitelo. Con este tipo de ensayos podemos medir la formacion
de tumores, la migracion de las células tumorales y la formacion de micrometastasis. Creado en BioRender.

En el laboratorio estandarizamos el cultivo de MTS
con varias lineas celulares. En la Fig. 3 podemos
observar la caracterizacion de los MTS de la linea
celular Hela de cancer cérvicouterino (Fig. 3A). Los
esferoides de células HeLa crecieron con facilidad y
alcanzaron las 550 micras tras 16 dias de cultivo (Fig.
3B). Para caracterizar ain mas los cambios
proliferativos durante el crecimiento, realizamos

cortes de los MTS de células HeLa embebidos en
parafina y también realizamos la inmunotincion para
el marcador de proliferacion Ki-67. Encontramos que
el porcentaje de células Ki-67 positivas disminuye a
medida que aumenta el tamafio de los esferoides
(85,5%, 65,3%, 60,2% y 60%). Las células de las
capas mas externas de los esferoides eran
comunmente Ki-67 positivas (Fig. 3C).
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Ademas, realizamos un ensayo de TUNEL para
identificar las células apoptdticas en el esferoide. En
la apoptosis, el ADN se fragmenta, primero se
producen grandes fragmentos de 300 kb y 50 kb por
degradacion endonucleolitica de la organizacion
estructural de la cromatina de orden superior. Las
roturas de la cadena de ADN se detectan marcando
enzimaticamente los extremos libres 3'-OH con

91 % 84 %

51.6 %

nucleotidos modificados. Estos nuevos extremos de
ADN que se generan tras su fragmentacion suelen
localizarse en nucleos y en cuerpos apoptoticos
morfologicamente identificables [23]. En la figura 3D,
podemos observar la tincion positiva en la zona central
del esferoide, que concuerda con lo reportado en este
tamafio de MTS [24].
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Figura 3. Crecimiento y caracterizacion de esferoides tumorales multicelulares. Las células HeLa se cultivaron como
esferoides con la técnica de “Liquid overlay”. A) Caracteristicas morfologicas de los MTS. La barra representa 100 um,
HE: hematoxilina y eosina. B) Curva de crecimiento de los MTS de la linea celular HeLa. A los tiempos indicados se
midieron 30 esferoides con una regla microscopica. Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar (DE)
de tres experimentos independientes. C) Inmunocitoquimica de los MTS representativos que muestran la expresion de
Ki67. Se muestran las secciones del porcentaje de células positivas a esta proteina. La barra representa 100 um D) Ensayo

TUNEL para revelar la presencia de células apoptoticas [31].

Esferoides Tumorales Multicelulares en el
laboratorio

En uno de nuestros proyectos utilizamos este modelo
MTS para analizar la expresion de las isoformas de la
survivina. La survivina es una proteina multifuncional
con un doble papel, como inhibidora de la apoptosis y
reguladora del ciclo celular [25]. La survivina se
expresa en seis isoformas que se generan por splicing
alternativo  (survivina tipo, survivina 2[Jalfa,
survivina 3 alfa, survivina 2B, survivina Delta Ex3, y
survivina 3B) [26]. El splicing alternativo permite
obtener diferentes ARN mensajeros a partir de un
mismo transcrito, lo cual amplia el repertorio de
posibles proteinas a partir de un solo gen [27]. Se ha
demostrado que la survivina tipo y la survivina Delta
Ex3 son proteinas antiapoptdticas [28]. También se
han reportado estudios clinicos de muestras de cancer
que han mostrado una correlacion entre la

proliferacion del cancer y los niveles de expresion de
la survivina tipo y de la survivina Delta Ex3 [29, 30].
Para averiguar si la survivina Delta Ex3 es realmente
importante para la formacion de MTS,
sobreexpresamos a esta isoforma en las células HeLa.
Analizamos la expresion de las isoformas de la
survivina mediante PCR  semicuantitativa y
observamos que solamente se sobreexpresé la
survivina Delta Ex3 (Fig. 4A). Como se muestra en la
Fig. 4B, las células que sobreexpresaban a la survivina
Delta Ex3 no formaron esferoides. Por el contrario,
solo fueron capaces de agregarse en pequefias
cantidades. Queriamos investigar las posibles razones
de esta agregacion y descubrimos que la
sobreexpresion de la survivina Delta Ex3 inhibe el
crecimiento celular (Fig. 4C). Dado que la formacion
de los esferoides no solo depende de la capacidad de
las células para proliferar, sino también de su
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capacidad para sobrevivir como clon, decidimos
realizar ensayos de clonogenicidad. Como se muestra
en la Fig. 4D, las células que sobreexpresan a la
survivina Delta Ex3 son menos clonogénicas que las
células de control. Aunado a ésto, realizamos el
ensayo de clonogenicidad con la linea celular HeLa
con la inhibicion de la survivina Delta Ex3 por RNA

pcSurDelta

i 22
gurvlvln DeltaEx3
Survivin 2B

Survivin 3B

GAPDH

e S )
o o
T T T T

Absorbance 490 nm

o
ur

Time (Days)

de interferencia y observamos que la clonogenicidad
aumentaba en esta linea (Fig. 4E). Por lo que pudimos
concluir que la sobreexpresion de la survivina Delta
Ex3, al inhibir el crecimiento celular y Ia
clonogenicidad, afecta la formacion de los esferoides
tumorales [31].

pcSurDelta

Absorbance 570 nm
a 2 8

PQCXIP pQRNAIiSurDelta

Figura 4. Efecto de la sobreexpresion de la survivina Delta Ex3 en el crecimiento de los esferoides tumorales, la
proliferacién y la clonogenicidad. A) Las células HeLa se transfectaron de forma estable con un vector control (pcGFP)
o con survivina Delta Ex3 (pcSurDelta). La especificidad de la sobreexpresion de la survivina Delta Ex3 (aumento de 3,68
veces) se verificd analizando los niveles de expresion de las isoformas de survivina mediante RT-PCR. La expresion de
GAPDH se utilizdo como control de carga. B) Los esferoides de las células transfectadas de forma estable se cultivaron
durante 3 dias y se observaron al microscopio optico. C) Proliferacion celular en las células pcGFP (cuadrados negros) y
pcSurDelta (cuadrados vacios) durante 8 dias. Las barras de error representan la DE del triplicado de los experimentos. D)
Ensayos de clonogenicidad en las lineas pcGFP y pcSurDelta, durante mas de 12 dias. (E) Ensayos de clonogenicidad en
la linea HeLa inhibiendo a la survivina Delta Ex3 (pQRNAiSurDelta) y en la linea control (pQCXIP), durante mas de 14
dias. En este caso, las células de la dilucion 1:64 se tifieron con cristal violeta y se midi6 la absorbancia a 570 nm[31].

Xenoinjerto en el pez cebra para estudiar
tumorigénesis

En el laboratorio también hemos investigamos sobre
los mecanismos que regulan la expresion de la
survivina Delta Ex3, la cual se caracteriza por la
ausencia del exén 3. Este nuevo transcrito posee
caracteristicas estructurales y funcionales distintas a
las de la survivina tipo [31]. Se ha reportado que la
survivina Delta Ex3 se expresa en mayores niveles en

etapas avanzadas de tumores de mama y de cérvix.
Por esta razéon estudiamos los mecanismos que
conducen a la pérdida del exo6n 3 en la survivina [32].
A través de wuna combinacion de analisis
bioinformaticos y experimentos in vitro encontramos
que los primeros 22 nucledtidos del exén 3 de la
survivina contienen secuencias importantes que
determinan la presencia o ausencia de este exon en el
transcrito final. Por lo que parte de esta secuencia de
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22 nucledtidos fue mutada con la técnica de
CRISPR/Cas9 (Fig. 5A) en una linea celular HeLa,
con el objetivo de reducir la expresion de la survivina
Delta Ex3 (Fig. 5B). Para demostrar si este
mecanismo  era  fisiologicamente  relevante,
realizamos xenotransplantes en el pez cebra con las

células HeLa mutadas. Como esperabamos, las
células con la mutacion formaron mas tumores que
las células control (Fig. 5C). Gracias a este modelo
pudimos determinar que la alteracion en la expresion
de las isoformas de la survivina puede afectar la
formacion de tumores in vivo [32].
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Figura 5. Analisis del splicing alternativo de la survivina DEx3 y su efecto en la formacion de tumores en el pez
cebra. A) Esquema de la region del exon 3 que fue mutada con la técnica de CRISPR/Cas9. B) Analisis de la expresion de
la survivina DEx3 por medio de qRT-PCR. Esquema inferior, analisis de la expresion de la proteina de Survivina DEx3 por
Western blot. C) Ensayos de xenotransplante en el pez cebra. Panel izquierdo: se inyectaron diferentes cantidades de las dos
lineas celulares de HeLa, la linea control (Ctrl) y la linea con la mutacion (CrisprRH), y se cuantificé la presencia de tumores.
Panel derecho: imagen representativa de los tumores desarrollados en los peces [32].

En otro trabajo también utilizamos el modelo de
xenoinjerto en el pez cebra para estudiar la funcion de
la metaloproteasa de matriz MT4-MMP en el cancer
de mama. La MT4-MMP degrada pocos sustratos de
la matriz extracelular, se sabe que unicamente
degrada a la gelatina, el fibrinogeno y la fibrina [33];
pero a pesar de procesar pocos componentes de la
matriz extracelular se ha reportado que promueve la
metastasis del cancer de mama por mecanismos aun
no descritos completamente [34]. En nuestro grupo de
trabajo creamos una linea celular de cancer de mama
con altos niveles de expresion de la MT4-MMP, la
cual inyectamos en los peces cebra y encontramos
que incrementa la formacién de tumores en este

modelo. Adicionalmente, encontramos que la MT4-
MMP puede regular la expresion de microRNAs
relacionados con el desarrollo y la progresion
tumoral, agregando un posible mecanismo que
pudiera explicar, en parte, su participacion en estos
procesos [35].

En otro de nuestros articulos, analizamos el
transcriptoma de las células madre de cancer de
mama (BCSC, por sus siglas en inglés Breast Cancer
Stem Cells), derivadas de la linea celular de cancer de
mama basal MDA-MB-468 y descubrimos un
enriquecimiento en redes génicas asociadas a varias
cascadas de  seflalizacion  relacionadas  al
mantenimiento del fenotipo troncal, incluidas las vias

© 2024 Mensaje Bioquimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.



141

Espinosa Castilla, Magali y Ceballos Cancino, Gisela, Mens. Bioquim. 48 (2024): 133-144

activadas por interferon y TGFB. También,
identificamos un nuevo médulo formado por genes
que codifican proteinas que participan en la
segregacion de los cromosmas durante el ciclo
celular, como la survivina, INCENP y AURKB [36].
Las células madre del cancer (CSC, por sus siglas en
inglés Cancer Stem Cells), se aislaron mediante
citometria a partir de la linea celular de cancer de
mama triple negativo MDA-MB-468, empleando una

combinacion de marcadores (CD44, CD24 y EpCam)
(Fig. 6A). Para validar la eficacia de estos marcadores
de superficie en la identificacion de las CSC,
realizamos analisis de xenotrasplante en el pez cebra.
Como habiamos previsto, observamos que las células
MDA-MB-468 CD44+/CD24"/EpCAM+ mostraron
una mayor capacidad de iniciacion tumoral en este
modelo (Fig. 6B).
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Figura 6. Aislamiento de células madre de cincer de mama. A) Paneles izquierdos: analisis de citometria de flujo de las células MDA-
MB-468 antes de la separacion. El panel superior muestra un grafico de puntos con la intensidad de la fluorescencia de CD44 frente a
CD24 y los campos seleccionados para la clasificacion (CD44 alto y CD24 bajo). El panel inferior muestra el tercer marcador utilizado
(EpCam). Paneles derechos: los graficos muestran la poblacion purificada obtenida. (B) Ensayos de tumorigenicidad utilizando un modelo
de xenotrasplante de pez cebra. Panel superior: Tumor desarrollado por MDA-MB-468 células madre no cancerosas (CSCs;
CD44+CD24+EpCAM-) y CSCs (CD44+CD24-/lowEpCAM+) a los 2, 3 y 4 dias después de la inyeccion (dpi). Para cada experimento
se utilizaron 30 embriones y solo se evaluaron los embriones informativos (es decir, los supervivientes). #: Numero de células trasplantadas
a los embriones. Panel inferior: Imagen representativa tomada a 2 dpi, que muestra tumores abdominales (flechas) en embriones de pez
cebra trasplantados con MDA-MB-468 no CSC y MDA-MB-468 CSC [36].

Xenoinjerto en el pez cebra para estudiar la
migracion celular

En el laboratorio, uno de los proyectos que estamos
realizando es el de analizar el papel de CBFJ (CBFp,
por sus siglas en inglés, Core-Binding Factor subunit
beta) como un gen supresor de tumores y cual es su
participacion conjunta con miembros de la familia
RUNX en el cancer mamario. En la actualidad se
desconocen las vias de sefializacion involucradas en
la regulacion de su expresion, asi como su papel
efector en los estimulos que desencadenan la
proliferacion celular desregulada, particularmente en
el cancer de mama.

CBFp se ha encontrado expresado en células de
cancer de mama metastasico y es esencial para la
invasion celular. Ademas, se ha visto, que varios
genes blanco de Runx2 (Regulador de la
diferenciacion osteoblastica) que estan involucrados
en la invasion celular, requieren a CBFp [37, 38].

Banerji 'y col, analizaron mutaciones y
translocaciones en 108 muestras de pacientes con
cancer de mama que no habian recibido tratamiento y
las parearon con ADN normal usando secuenciacion
del genoma completo. En su analisis, verificaron que
las mutaciones en los genes como TP53, PIK3CA y
MAP3K1 fueron comunes. Interesantemente,
encontraron mutaciones en el factor CBFf que fueron
significativas [39]. En el mismo afio, Ellis y su grupo,
realizaron un analisis en biopsias de cancer de mama,
en el que reportaron mutaciones en CBFf [40].

En nuestro grupo de trabajo, decidimos realizar la
caracterizacion de CBFp en el cancer de mama y uno
de nuestros objetivos fue analizar el efecto de la
inhibicion de este gen por la técnica de CRISPR-Cas
en la migracion de las células de cancer de mama en
el pez cebra. Lo que pudimos observar fue que las
células que tenian inhibido a CBFf poseian una
mayor capacidad migratoria en comparacion con las
células con el vector control, lo que refuerza la
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hipétesis de que este gen sea un supresor tumoral
(Fig. 7). Como se puede observar, la transparencia de
los embriones de pez cebra, combinada con el uso de
colorantes fluorescentes, permite que el pez cebra sea

A

un modelo ideal para obtener las imagenes de la
migracion de las células tumorales (Datos no
publicados).

.

Figura 7. Efecto de la inhibicién de CBFp en el modelo de pez cebra. Imagenes de embriones de pez cebra 3 dpf con
300 células. A) Linea MCF-7 CRISPR/Scr, como control. B) Linea MCF-7 CRISPR/CBFf, con CBFf inhibido. Se
muestran las imagenes de campo claro y las imagenes correspondientes en fluorescencia (Objetivo 10X).

Conclusiones

La combinacion del uso de modelos in vitro e in vivo
para el estudio del cancer es fundamental para
comprender mejor los mecanismos que dirigen el
crecimiento de los tumores. Los modelos in vitro, que
implican estudios en células cancerosas cultivadas en
laboratorio, y los modelos in vivo, que involucran
estudios en animales vivos, proporcionan
perspectivas complementarias sobre coémo se
desarrolla y progresa un tumor, cuales son las
proteinas y los mecanismos que interactiian.

Estos modelos nos proporcionan ventajas porque
recapitulan las interacciones célula-célula, célula-
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Resumen

Estudios recientes de tumores de cancer de mama
han revelado una amplia variacion genética y no
genética en diferentes regiones geograficas de un
tumor o en diferentes etapas de la progresion del
tumor, por ejemplo durante la generacion de
metastasis. Esta diversidad celular es lo que se
conoce como heterogeneidad intratumoral. Varias
causas contribuyen a este fenémeno, incluida la
inestabilidad genémica, alteraciones epigenéticas,
expresion génica aberrante, transduccion de sefiales
y las diferencias en el microambiente tumoral.

Estas variaciones de célula a célula se reconocen en
casi todos los tipos de cancer. Sin embargo, las
terapias actuales tratan el cancer como una
enfermedad homogénea. Se han desarrollado
farmacos dirigidos contra firmas moleculares
aberrantes tUnicas o multiples basandose en
poblaciones mixtas de células cancerosas, en la
mayoria de los casos de una sola biopsia. Por tanto,
no sorprende que la resistencia a los medicamentos,
tanto intrinseca como adaptativa, se produzca de
forma generalizada en todos los tipos de cancer.
Comprender el entorno molecular especifico detras
de los diferentes subtipos de heterogeneidad
intratumoral facilitara una mejor comprension de la

Abstract

Recent studies of breast cancer tumors have revealed
extensive genetic and non-genetic variation in
different geographic regions of a tumor or at
different stages of tumor progression, for example
during the generation of metastases. This cellular
diversity is what is known as intratumor
heterogeneity. Several causes contribute to this
phenomenon, including genomic instability,
epigenetic alterations, aberrant gene expression,
signal transduction, and differences in the tumor
microenvironment.

These cell-to-cell variations are recognized in almost
all types of cancer. However, current therapies treat
cancer as a homogeneous disease. Drugs targeting
single or multiple aberrant molecular signatures have
been developed based on mixed populations of
cancer cells, in most cases from a single biopsy. It is
therefore not surprising that drug resistance, both
intrinsic and adaptive, occurs widely across all
cancer types. Understanding the specific molecular
environment behind the different subtypes of
intratumor heterogeneity will facilitate a better
understanding of the nature of cancer and provide
insights for developing more effective therapies.
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naturaleza del cancer y proporcionara informacion
para el desarrollo de terapias mas efectivas.

Palabras clave: Cancer de mama, cultivos
primarios, heterogeneidad tumoral, metastasis,
resistencia a quimioterapia

Keywords: Breast cancer, primary cultures, tumor
heterogeneity, metastasis, chemotherapy resistance

Introduccion

El cancer de mama es el mas comun entre las
mujeres en todo el mundo, con una incidencia cada
vez mayor. Debido a su heterogeneidad (1), también
es la segunda causa principal de muertes relacionadas
a cancer en mujeres (2). La heterogeneidad del cancer
de mama se atribuye a la inestabilidad genética, y
también a diferencias epigenéticas, transcriptomicas y

Heterogeneidad Intertumoral

Subclona 2

protedmicas de las células cancerosas. Estos factores
afectan las capacidades del tumor como proliferacion,
apoptosis, metastasis y resistencia a farmacos. Esta
heterogeneidad también se observa en tejidos
tumorales de diferentes pacientes o diferentes
metastasis (heterogeneidad intertumoral) y dentro del
tumor individual del mismo paciente (heterogeneidad
intratumoral) (Figura 1) (3).

Subclona 1

Heterogeneidad Intratumoral

Heterogeneidad Intercelular
Genética y No Genética

Figura 1. Heterogeneidad intertumoral e intratumoral. La heterogeneidad intertumoral se observa como variacion
genética y fenotipica entre tumores de diferentes tejidos y tipos de células, asi como entre individuos con el mismo tipo de
tumor. En la heterogeneidad intratumoral se puede observar diversidad subclonal dentro de un tumor. Las subclonas pueden
entremezclarse como las subclonas 1y 2 o estar separados espacialmente como lo muestra la subclona 3. La seccion tumoral
con la sonda fluorescente para los centromeros de dos cromosomas muestra la variacion genética y no genética intercelular,
por ejemplo, en el nlimero de copias de cromosomas, mutaciones puntuales somaticas o modificaciones epigenéticas que
dan lugar a diversidad fenotipica. Modificado de Burrell, R. et.al. Nature 501, 338-345 (2013).

La heterogeneidad también es espaciotemporal.
Esto se refiere al constante recambio en la expresion
de diferentes moléculas de las células cancerosas
durante la progresion del tumor (4). Por otro lado, la
heterogeneidad espacial se refiere a la distribucion e
interacciones de diferentes poblaciones celulares en
estructuras tumorales complejas. Varios estudios
sugieren que el cancer de mama es el cancer mas
heterogéneo en mujeres en todo el mundo (5). Lo
anterior aumenta la dificultad del diagnostico precoz,
la eleccion del tratamiento y por tanto la prediccion
del pronéstico. Por ejemplo, la recurrencia in situ, la
metastasis a distancia y muchos problemas clinicos en
el tratamiento del cancer de mama surgen debido a la

heterogeneidad (6). En esta revision analizamos
algunos de los factores que contribuyen a los
diferentes niveles de heterogeneidad, su influencia en
la progresion del cancer de mama, y los mecanismos
subyacentes que la favorecen. Por otro lado,
analizaremos la heterogeneidad tumoral del cancer de
mama desde el punto de vista de la expresion de
receptores celulares y como estos patrones de
expresion contribuyen a la generacion de resistencia a
farmacos de quimioterapia.

Diferentes Niveles de Heterogeneidad
Las causas esenciales de la heterogeneidad del
cancer de mama son las alteraciones gendmicas,
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epigendmicas, transcriptomicas 'y protedmicas
expresadas en tiempo y espacio. A nivel gendmico, la
heterogeneidad se compone de mutaciones (7) y
aberraciones en el numero de copias (8). En lo que
refiere al nivel epigendémico, puede generarse por
varias causas que involucran a la cromatina accesible
a la transposasa (8), sitios hipersensibles a DNasa (9),
la frecuencia de ocupacion de nucleosomas (10), el
metiloma (10), etc. A nivel transcriptdmico, se refiere
a la expresion genética al azar (7). En cuanto al nivel
protedbmico, se compone de modificaciones de
proteinas y la transduccion de sefiales (11, 12). La
heterogeneidad intertumoral e intratumoral también
puede incluir variaciones temporales y espaciales, las
cuales se han visto reflejadas en los analisis
unicelulares de tumores y en varias bases de datos (13-
15). La heterogeneidad pueden reflejarse en diversos
aspectos, como biomarcadores, alteracion del
metabolismo, modificaciones del ciclo celular,
interacciones con el microambiente tumoral (TME),
transicion epitelio-mesenquima (TEM), aparicion de
células tumorales circulantes (CTC), que se ven
reflejados en la generacion de resistencia a
tratamientos junto con patologias clinicas.

Biomarcadores

En cuanto a la heterogeneidad de los
biomarcadores, la Sociedad Americana de Oncologia
Clinica y el Colegio Americano de Patdlogos
recomienda determinar los niveles de expresion del
receptor de estrogeno (ER), del receptor de
progesterona (PR) y el receptor tipo 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2) en todos los
carcinomas de mama invasivos por
inmunohistoquimica (16, 17). A menudo se hace
referencia a ER y PR en conjunto como receptores
hormonales (HR). ER es producido por tres genes,
denominados ERa, ERP y del receptor de membrana
acoplado a proteina G 30 (GPR30) (18). PR es
producido por dos genes, PRA y PRB (19). HER2 es
producido por ERBB2 (20). Segun estos
biomarcadores, los canceres de mama suelen ser
clasificados en cuatro subtipos: luminal A (RE+,
PR+,y HER2-), luminal B ( RE+, PR+,y HER2+),
HER2-enriquecido ( ER—, PR—, y HER2+), y cancer
de mama triple negativo (TNBC) (ER—, PR—, y
HER2-) (21-23). Segun el criterio de clasificacion del
Centro Oncologico de Shanghai de la Universidad
Fudan, TNBC se puede dividir ain mas en varios
subtipos: inmunomodulador (IM), receptor andrégeno
luminal (LAR), de tipo mesenquimatoso (MES), y de
tipo  basal inmunosuprimido (BLIS) (24).
Recientemente, el subtipo Claudin-low se ha definido
como mesenquimatoso, similar a una célula madre y
tiene alta expresion de genes de respuesta inmune
(25). Se ha demostrado que el subtipo Claudin-low es

un fenotipo adicional complejo que puede inundar a
los tumores de mama de diferentes subtipos (26).
Ademas, los tumores HR+/ HER2+ se comportan de
manera diferente, y algunos se parecen mas a un
subtipo luminal, y otros que se asemejan al subtipo
HER?2 enriquecido (27). El tratamiento del cancer de
mama se basa en el estado de ER, PR y HER2 en
cancer primario. Sin embargo, cada vez hay mas datos
que demuestran discordancia sustancial entre los sitios
primarios o los perfiles de receptores de los canceres
de mama primarios y sus metastasis a distancia (28-
31). Esta discordancia también puede observarse entre
diferentes sitios metastasicos (32). Por lo tanto, es
importante considerar la heterogeneidad tumoral y los
biomarcadores en el cancer de mama al tomar
decisiones sobre el plan de tratamiento de cada
paciente, especialmente cuando se ha generado
metastasis.

Transicion Epitelio Mesénquima (TEM), Células
Madre Cancerosas (CMC) y las Células Tumorales
Circulantes (CTC)

Generalmente, la TEM se considera el primer paso
y el mas importante en el inicio de la metastasis del
cancer (33, 34). Se considera un fenémeno
heterogéneo (35) que se asemeja al que ocurre durante
el desarrollo embrionario y la cicatrizacion de heridas.
La TEM se correlaciona con la plasticidad de las
células madre cancerosas (CMC) y resistencia
terapéutica (36). Cada vez hay mas evidencia que
sefiala a la TEM como promotora de la metastasis del
cancer de mama (37). Esta serie de eventos es un
proceso en el que las células epiteliales sufren cambios
bioquimicos  para transformarse a  células
mesenquimatosas, se pierden las  uniones
intercelulares y por lo tanto se vuelven alargadas y no
polarizadas, lo que les permite moverse a través de la
matriz extracelular, con lo cual generan un nuevo
tejido con una polaridad diferente al epitelio que le dio
origen. La TEM se encuentra implicada en la
tumorigénesis, explicando la progresion de un
carcinoma in situ a uno invasor (38). También se ha
asociado con la resistencia a la apoptosis y a farmacos
de quimioterapia (39). El papel de la TEM en cancer
ya esta bien establecido, y se asume es un componente
indispensable para la metastasis. Una vez que las
células tumorales alcanzaron el sitio de metastasis
distante, retoman el fenotipo del tumor primario a
través de un proceso llamado transicion mesénquima-
epitelio (TME). Por lo tanto, los pasos de la TEM
parecen ser reversibles, indicando la existencia de
componentes dinamicos en la progresion tumoral (37).

Por otro lado, las CTC representan la etapa
intermedia de la metastasis. Estas se encuentran en la
sangre periférica de pacientes con cancer de la mama
con lesiones metastasicas, y pueden derivarse tanto de
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sitios primarios como de sitios metastasicos (40). Las
CTC exhiben una alta heterogeneidad intrapaciente
como interpaciente en comparacion con las células del
tumor primario (41). Las CTC resultan utiles para
monitorear los cambios moleculares a medida que la
enfermedad progresa y, la generacion de resistencia al
tratamiento (42). Por lo tanto, las CTC son una util
herramienta para comprender la heterogeneidad
tumoral entre las células del sitio primario y del sitio
metastasico
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El Microambiente Tumoral y la Heterogeneidad
Tumoral

La tumorigénesis no s6lo depende de alteraciones
genéticas o modificaciones epigenéticas en las células
cancerosas, sino que también estd regulada por el
microambiente tumoral (MAT) (43). El MAT esta
compuesto por fibroblastos, adipocitos, células del
sistema inmune, células epiteliales, pericitos, y
endoteliocitos; cada uno de ellos capaz de
comunicarse con las células cancerosas de forma
dinamica.
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Figura 2. Expresion de receptores de tirosina cinasa y receptores hormonales en subpoblaciones de subclonas
aisladas de un tumor primario. La expresion de todos los receptores se analiz6 mediante Western blot. La subclona B2 y
D5 se incluyeron en su grupo opuesto como controles. La linea celular de cancer de mama SKBR3 se utiliz6 como control
de la expresion de HER2. Se muestra la expresion diferencial de HER1, HER2, HER3, HER4, PDGFR, c-Kit, c-Met, IGF1-
Ry VEGFR2 en los 2 grupos de subclonas aisladas. Se utilizo actina y tubulina como control de carga.

Por lo general, el impacto orquestado por los
componentes del microambiente sobre las células
cancerosas se caracteriza por las diferentes regiones,
la tumorigénesis esta modulada por la heterogeneidad
regional creada por la hipoxia, la acidez y las citocinas
en el entorno tumoral (44, 45). Ademas, los
fibroblastos asociados al cancer (FAC) se encuentran
entre los componentes mas abundantes del MAT y
contribuyen al fenotipo maligno en todos los niveles

(46, 47). Los FAC comprenden grupos heterogéneos
con funciones distintas, como favorecer el crecimiento
tumoral, participar en el proceso angiogénico y la
remodelacion del estroma, la resistencia a los
medicamentos y la metéstasis tumoral (48). Los
grupos de FAC tienen efectos supresores de tumores o
efectos promotores de tumores (49). Esta
heterogeneidad podria deberse a numerosas causas,
como la interaccion dindmica entre las células
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tumorales y las células estromales, la matriz
extracelular, las citocinas y factores de crecimiento
secretados en el MAT (50).

Heterogeneidad y Metabolismo

Estudios recientes han demostrado que los niveles
metabolicos difieren entre las células de una masa
tumoral, como resultado de divergencias en diversas
vias metabolicas (51). El grado de la positividad del
biomarcador utilizado para el diagndstico correlaciona
negativamente con la intensidad del metabolismo y un
comportamiento clinico mas agresivo (52). Por
ejemplo, un tumor TNBC con un curso clinico mas
agresivo, mostr6 una mayor demanda de
nicotinamida, 1-ribosil-nicotinamida y NAD" que
otros tipos de cancer de mama. En comparacion con
las células del tumor primario, las células metastasicas
cambian sus niveles metabolicos a un consumo de baja
de glucosa. Las células metastasicas tienen un mayor
nivel de fumarato, malato y succinil-carnitina.
Ademas, las células metastasicas tienen mayor
cantidad de 4cidos grasos y metabolismo de
aminoacidos que las células cancerosas primarias
(53).

Receptores de Tirosina Cinasas (RTK) y cancer

El cancer de mama es una enfermedad
multifactorial que se ve impulsada por una regulacion
aberrante de las vias de sefializacion celular por la
adquisicion de cambios genéticos y epigenéticos. Una
serie de factores de crecimiento y sus receptores estan
involucrados en el desarrollo del cancer y Ila
metastasis. Los receptores de tirosina cinasa (RTK)
constituyen una clase de receptores que desempefian
un papel importante en la progresion del cancer. Los
RTK son receptores de superficie celular con
caracteristicas biologicas y estructurales
especializadas que responden a sefiales ambientales
iniciando cascadas de sefalizacion diversas en las
células tumorales. Se sabe que los RTK regulan varias
vias de sefializacion descendentes, como son la via de
MAPK, PI3K/Akt y JAK/STAT. Estas vias tienen un
papel fundamental en la regulacion de la
pluripotencialidad del cancer, la angiogénesis y la
metastasis. Estas vias también son imperativas para
una interaccion reciproca entre las células tumorales y
microambiente tumoral. El papel multifacético de los
RTK los hace susceptibles de terapia en el cancer de
mama. Sin embargo, las mutaciones estructurales, la
amplificaciéon genética y la activacion de vias
alternativas plantean desafios para la terapia anti-
RTK. Otro papel importante de los RTK es que
contribuyen a la heterogeneidad tumoral del cancer de
mama, la cual se ha analizado poco.

Diferencias en el Patrén de Expresion de RTK
Contribuyen a la Heterogeneidad Intratumoral.

La heterogeneidad intratumoral del cancer de
mama afecta a varios procesos bioldgicos, como la
proliferacion, la migracion y la muerte celular, y
también podria contribuir a la resistencia a la
quimioterapia. La expresion de RTK no se ha
analizado en el contexto de la heterogeneidad
intratumoral en cultivos primarios de cancer de mama.
Los tumores de cancer de mama presentan diferentes
subpoblaciones que pueden surgir de cambios
genéticos o  epigenéticos que resultan en
heterogeneidad intratumoral (54). Los avances en la
comprension de la progresion tumoral han sido
esenciales para encontrar biomarcadores que han sido
utiles para determinar el prondstico, asi como los
objetivos para el desarrollo de farmacos. Las cinasas
de tirosina asociadas a receptor y las no receptoras se
han destacado como posibles biomarcadores, como es
el caso de HER2 que se ha descrito como un marcador
prondstico y predictivo del cancer de mama. El gen
HER?2 se amplifica en el 15-20 % de los tumores de
mama con sobreexpresion concomitante de HER2
(55). Para tratar el cancer de mama, asociado a HER2,
se desarrollaron terapias utilizando Trastuzumab,
Pertuzumab y Lapatinib , que inhiben la actividad de
HER?2, lo que permite detener el crecimiento tumoral
(56). Otros RTK se han asociado con un mal
prondstico en carcinomas mamarios invasivos. El
EGFR/HER1 se expresa altamente en el triple
negativo en comparacion con otros subtipos y se ha
asociado con resistencia a la terapia endocrina (57). c-
Met es otro RTK que se sobre expresa en el 20-30%
de los tumores de cancer de mama (58,59). La
asociacion entre HER2 y c-Met contribuye a la
resistencia a la terapia dirigida a HER2 (60). Los
receptores del factor derivado de plaquetas (PDGFR)
también se han asociado con cancer de mama agresivo
en etapas avanzadas (61). La expresion de PDGFR ya
sea en el tumor o en el estroma se correlaciona con un
fenotipo agresivo y un mal pronostico (62-64).

A pesar de la importancia de RTK, su expresion no
se ha analizado en el contexto de la heterogeneidad
intratumoral en el cancer de mama. Por lo que en
nuestro laboratorio, hemos aislado subpoblaciones de
un cultivo de células de cancer de mama primario.
Analizamos el patron de expresion de RTK y luego lo
correlacionamos con procesos biologicos como la
proliferacion, la migracion y el crecimiento celular
independiente del anclaje, asi como la respuesta a la
quimioterapia citotoxica y los inhibidores de tirosina
cinasa.

Al momento de analizar las clonas aisladas
observamos que las subpoblaciones se podian dividir
en dos grupos segun su morfologia y su patron de
RTK. Los grupos tienen un patréon de expresion de
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RTK excluyente, donde el grupo 1 expresa HERI,
HER3, c-Met y el receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular 2 (VEGFR2), pero no expresa
PDGFR, y el grupo 2 expresa PDGFR, pero HERI,
HER3, c-Mety VEGFR2 no estaban presentes. HER2,
HERA4, c-Kit y el receptor del factor 1 de crecimiento
similar a la insulina (IGF1-R) estan presentes en todas
las subpoblaciones en cantidades variables (Figura 2).
Las subpoblaciones PDGFR positivas tienen la tasa
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mas alta de proliferacion celular, migracion vy
crecimiento celular independiente del anclaje, y son
altamente sensibles a Imatinib y Paclitaxel. Otros
medicamentos de quimioterapia como Doxorubicina y
Capecitabina, asi como Lapatinib y Crizotinib tienen
efectos similares sobre la viabilidad celular en todas
las subpoblaciones analizadas (Figura 3).
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Figura 3. (A). Efecto de la Doxorrubicina, la Capecitabina y el Paclitaxel sobre la viabilidad celular de subpoblaciones B2,
C9 y F3 (grupo 2), B3, B6, C1, D5 (grupo 1). Se sembraron 10,000 células/cm? y se utilizé doxorrubicina a 0, 0.005, 0.01,
0.05, 0.1, 0.5, 1 y 5 pg/mL. Se afadi6 capecitabina a 0, 25, 50, 100, 200, 400, 600 y 800 pg/mL. Se afadio paclitaxel a 0,
0.5, 1,5y 10 ug/mL. (B). Efecto de Crizotinib, Lapatinib, ¢ Imatinib en la viabilidad celular de subpoblaciones B2, F3, C9
(Grupo 2), B3, D5, C1, B6 (Grupo 1). Se utilizoé Lapatinib en las siguientes concentraciones: 0, 0.001, 0.01,0.1,0.5y 1 uM.
Se afiadié Crizotinib en 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5y 10 uM. Se utilizaron las siguientes concentraciones para Imatinib: 0,
0.01, 0.05,0.1,0.5, 1, 5y 10 uM. La viabilidad se evalud 48 h después de la adicion de los fairmacos mediante el ensayo de
Cristal Violeta. Los datos representan la media £ SEM de tres experimentos independientes sembrados por triplicado. **P

< 0,001

Estos resultados sugieren que los RTK se expresan
de manera excluyente en subpoblaciones de un cultivo
de células primarias de cancer de mama heterogéneo
donde la presencia de PDGFR confiere un fenotipo
mas agresivo. En conjunto, estos datos ratifican que la
heterogeneidad intratumoral del cancer de mama
puede contribuir a la invasion, metastasis y resistencia
a la terapia debido a diferentes caracteristicas
bioldgicas de las subpoblaciones (65).

Conclusiones

El céncer de mama es una enfermedad
heterogénea. Existe un alto grado de diversidad entre
los tumores y dentro de ellos, asi como entre los
individuos que padecen cancer, y todos estos factores
juntos determinan el riesgo de progresion de la

enfermedad y la resistencia terapéutica. El cancer de
mama es uno de los pocos tipos de tumores en los que
se ha utilizado con éxito la clasificacion molecular
para el disefio de terapias individualizadas, lo que ha
dado lugar a mejoras significativas en la supervivencia
especifica de la enfermedad. Sin embargo, debido a su
heterogeneidad definir la “célula de origen” y la via
evolutiva del tumor es una tarea casi imposible, ya que
rara vez podemos diagnosticar tumores en sus etapas
mas tempranas y seguir su evolucion molecular. Es
por ello que los analisis a nivel molecular (como por
ejemplo el patroén de expresion de RTK) podrian ser
relevantes s6lo en la prediccion del riesgo y los
estudios de quimio prevencion. Sin embargo, si la
“célula de origen” tiene una influencia importante en
la trayectoria evolutiva de un tumor en lo que se
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relaciona con la identidad y frecuencia de los eventos
transformadores adquiridos, entonces su
caracterizacion también seria importante para
comprender mejor los subtipos de tumores de mama.
A pesar de los avances en el tratamiento del cancer de
mama, la mortalidad de esta enfermedad sigue siendo
alta, debido al desarrollo de resistencia a la terapia
citotoxica o a la terapia dirigida. Los tumores
heterogéneos pueden contener subclones con
resistencia intrinseca o adquirida. Ademads, las
subpoblaciones bajo presion selectiva por el
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Resumen

La glicosilacion es una modificacion postraduccional
de proteinas, lipidos o acidos nucleicos, que puede
modular las funciones bioldgicas de estas
biomoléculas y su interaccidbn con receptores
especificos presentes en grupos celulares. La
respuesta inmune depende de la interaccion de
moléculas de superficie entre linfocitos T y las
células presentadoras de antigeno. También
participan diversas moléculas coestimuladoras,
muchas de las cuales son glicoproteinas que
modifican en su porcion glicosidica, conforme al
cambio en el fenotipo y funcion celular. En este
sentido, las moléculas glicosiladas codifican
informacion determinante en la maduracion,
activacion y muerte celular que son procesos criticos
en la respuesta inmunologica. En este estudio
pretendemos  identificar la  participacion e
importancia de los glicanos en las principales
moléculas que forman parte de las interacciones de
células de la respuesta inmune y algunas de las

Abstract

Glycosylation is a post-translational modification of
proteins, lipids or nucleic acids, which can modulate
the biological functions of these biomolecules and
their interaction with specific receptors present in
cell groups. The immune response depends on the
interaction of surface molecules between T
lymphocytes and antigen-presenting cells. Various
costimulatory molecules also participate, many of
which are glycoproteins that modify their glycosidic
portion, according to the change in cell phenotype
and function. In this sense, glycosylated molecules
encode information that determines cell maturation,
activation and death, which are critical processes in
the immune response. In this article we aim to
identify the participation and importance of glycans
in the main molecules that are part of the cell
interactions of the immune response and some of the
biological consequences in the absence of glycans.
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consecuencias biologicas en ausencia de dichos
azlcares.

Palabras claves: Respuesta Inmune, glicosilacion,
inmunodeficiencias, inflamacion.

Keywords:  Immune  response,  glycosylation,

immunodeficiencies, inflammation.

Introduccion

La superficie de todas las células esta cubierta por
estructuras sacaridicas (glicanos) unidas a lipidos,
proteinas o  acidos  nucleicos,  formando
glicoconjugados. La  relevancia de  estos
glicoconjugados en algunos procesos celulares se ha
reconocido recientemente, pues se ha determinado su
participacion en la estabilizacion de la conformacion
tridimensional de proteinas y en la proteccion de los
polipéptidos contra los efectos de diversas proteasas.

Los glicanos celulares también han sido
identificados como receptores de diversos patdogenos
como los virus, bacterias y hongos, donde Ila
composicién y organizacion de estas estructuras
oligosacaridicas se modifica de manera importante
durante el ciclo celular o el estado de maduracion del
patdégeno. En el caso de los virus al utilizar la
maquinaria sintética del huésped puede modular la
naturaleza de los sitios antigénicos de la envoltura
viral, encriptando los sitios inmunogénicos. En
general los oligosacaridos poseen baja antigenicidad y
reactividad ante anticuerpos, favoreciendo el
desarrollo de anticuerpos de tipo M (IgM) y sin
posibilidad de generar memoria inmunologica, pero
participan activamente en funciones reguladoras de la
respuesta inmune. Para lograr esta multifuncionalidad,
la maquinaria de la glicosilacion requiere una amplia
robustez con el fin de sintetizar estructuras diversas y
complejas en respuesta a los contextos celulares. Esto

Asn Asn

Oligomanosa

B N-acetilglucosamina
@ Manosa
O Galactosa

Fucosa

Acido Sialico

%

Complejo

hace de la glicosilacion un mecanismo de codificacion
de informacion que regula y direcciona los procesos
bioldgicos.

La glicosilacion

La glicosilacion de proteinas es un proceso
compartamentalizado y puede ocurrir en el citosol, la
membrana del sarcolema, el reticulo endoplasmatico
(RE) y el Aparato de Golgi (AG). La glicosilacion es
un proceso co- y postraduccional en donde los
carbohidratos son unidos por enlaces covalentes a
polipéptidos, lipidos, polinucledtidos, mediante
glicosiltransferasas. La  glicosilacion de las
glicoproteinas se clasifica segun el tipo de enlace con
los aminoacidos en N-, O- glicosilacion y la O-
GlcNAcilacion. La N-glicosilacion inicia en el RE,
por adicion de la N-acetilglucosamina (GlcNAc) unida
al NH; de asparagina (GlcNAcf1-Asn); en este tipo de
glicosilacion se requiere una secuencia consenso Asn-
X-Ser o Asn-X-Thr, donde X es cualquier aminoacido
excepto Pro. Después inicia el proceso de elongacion
mediado por transferasas que favorecen la generacion
de diferentes estructuras del tipo oligomanosas o
estructuras de tipo complejo o hibridas que contienen
otros carbohidratos transferidos en el AG incluidos
galactosa (Gal), fucosa (Fuc) y acido sidlico (Sia)
(Figura 1); cada tipo de estructura posee un codigo
estructural con un potencial quimico de informacion
biologica (1).

a
B

Asn
Hibrido

Figura 1. N- glicosilacién. Los N-glicanos tienen un nucleo basico constituido por dos residuos de GlcNAc y por lo menos 3 residuos de
manosa (Man) en enlaces a-glicosidicos.
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Los O-glicanos, también llamados del tipo mucina son
caracterizados porque contienen una estructura de
base GalNAcal, O-Ser/Thr, esta glicosilacion es un
evento postraduccional que se realiza en diferentes
dominios o regiones del AG. En el dominio Cis, la
transferasa de N-acetil-galactosamina (GalNAcT)
cataliza el enlace con el hidroxilo (-OH) de la Ser/Thr
del polipéptido. No existen secuencias peptidicas
consenso, sin embargo, se ha identificado que es
relevante la cercania de una prolina. Otros residuos,
como la galactosa (Gal) o el acido sialico (Sia), se
agregan en las cisternas intermedias y en el dominio
trans, respectivamente, por Gal-transferasas (GalT) o

Estructura

(Bj,

Galp1-3GIcNAcB1-3

: Nucleo 1

Tipo 1

o
Galp1-4GIlcNACB1-3
Tipo 2

: Nucleo 2

Nucleo 3

Otm s
O
OHs

GalB1-4GIcNACB1-6
Gal

Gal1-4GIcNAcg1-3

: Nucleo 4

3,6Gal-ramificacion

Figura 2. O-glicosilacion de tipo mucinico. Estas glicanos poseen

Sialil-transferasas (ST). Se les denomina de tipo
mucina porque son tipicas de esta glicoproteina y
pueden desarrollar multiples sustituciones con otros
carbohidratos, en algunos casos, como en la mucina
gastrica, la glicosilacion representa mas del 80% de la
masa de esta glicoproteina o en algunos marcadores de
linfocitos T, como CD43 casi el 40% de su peso (2).
Las mucinas se clasifican en secretadas y
transmembrana y el componente mas importante de la
capa mucosa es la mucina 2 secretada como el
antigeno denominado Muc?2 (Figura 2).

O/fgj
oF
b
.

Nucleo 8
(j a

GalNAc

4?? . GleNAC

2 O Galactosa

un nicleo comin GalNAcal, O-Ser/Thr que puede ser sustituido en

6

los carbonos 2,3,4 o 6 de esta hexosamina y favorecer la adicion de alguna de las estructuras indicadas y que formaran secuencias complejas.

La O-GlcNAcilacion

La O-GlcNAcilacion (N-acetil-glucosaminilacion) es
una modificacion postraduccional generada por la
adicién de GlcNAc a residuos de Ser o Thr a nivel
nuclear, citoplasmatico o mitocondrial. A diferencia
de otras glicosilaciones, en este tipo la GIcNAc no se
prolonga en estructuras complejas. La O-
GlcNAcilacion altera las propiedades funcionales de
las proteinas modificadas, incluidos los factores de
transcripcion y los reguladores epigenéticos. Debido a
que esta modificacion depende de la concentracion de
glucosa (Glc), constituye un mecanismo para regular
las actividades de las proteinas segun la disponibilidad
de Glc. Este proceso es reversible, altamente

dinamico, no requiere de secuencias consenso y
frecuentemente, en el caso de la Ser, existe un
equilibrio entre la adicion de la O-GlcNAcilacion y la
fosforilacion sobre el grupo -OH del aminoacido. La
O-GlcNAcilacion es regulada por la O-GlcNAc-
transferasa (OGT) y por la  O-GlcNAc-
hexosaminidasa (OGA) que escinde al carbohidrato,
La O-GlcNAcilaciéon puede considerarse un
mecanismo regulador de las vias de transduccion de
sefales, a través de diferentes vias dependientes del
estado nutricional de la célula (3). La actividad de la
OGT es dependiente de la concentracion de UDP-
GlcNAc, que se produce por la via biosintética de la
hexosamina (figura 3).
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Via Biosintetica de las Hexosaminas

Glucosa Glutamina Glucosamina
Via biosintetica de las hexosaminas “‘
OGT ,’J OGA
UDP-GlcN GIcNAC ..--oe- s 117

/

O-glicosilacion )

N-glicosilacion

( O-glcNAcilacion )

Figura 3. Via de las hexosaminas y la O-GlcNAcilacién. La via biosintética de las hexosaminas es la responsable de la produccion
de UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GlcNAc), el sustrato para la O-GlcNAcilacion de proteinas.

Relevancia de la glicosilacion en el sistema inmune

Se ha identificado que las inmunoglobulinas (Igs)
sintetizadas por las células B y por las células
plasmaticas, son moléculas glicosidasas; la funcion de
la glicosilacion en las Igs estda relacionada con
mecanismos de control de calidad durante la
biosintesis y su secrecion, como estabilizador de la
estructura proteica y como mediador en la interaccion
antigeno-anticuerpo. Errores en la activacion de
linfocitos B provoca deficiencias en la glicosilacion de
Igs y las calnexinas inhiben el transito de las Igs fuera
del RE (control calidad de la biosintesis), provocando
la inmunodeficiencia denominada
Agammaglobulinemia de Bruton (4).

Otro ejemplo es la glicosilacion del correceptor
CD4, necesaria para que sea expresado en la superficie
de los linfocitos T cooperadores. Ademas, se conoce
que residuos de acido sialico en la membrana del
linfocito T son reconocidos por moléculas
denominadas Siglecs (proteinas de la superficie
celular que se unen al 4cido sidlico), que son lectinas
de la superfamilia de las inmunoglobulinas en los
linfocitos B, como el marcador fenotipico CD22, lo
que favorece la interaccion y cooperacion entre estas
dos estirpes de linfocitos (5)

Las estructuras de los carbohidratos tienen
cambios caracteristicos durante la maduracion y en los
procesos de  activacion  celular. Existen

modificaciones en la glicosilacion de marcadores
especificos entre linfocitos T en reposo y activados
como se ha demostrado en el CD43, conocido como
leucosialina o sialoforina. CD43, una importante
sialoglicoproteina en la superficie de los linfocitos
T humanos, monocitos, granulocitos y linfocitos B.
En los linfocitos T humanos se ha identificado que
CD43 es una proteina integral de membrana que
contiene un enlace N-glicano y 90 sitios de O-
glicosilacion en la porcion extracelular de esta
molécula. El peso molecular oscila entre los 115 a 140
kDa, utilizando anticuerpos y lectinas se ha
identificado que la diferencia de peso se debe a
cambio estructurales de las porciones glicosidicas
durante la activacion, exclusivamente en los linfocitos
T y no en los linfocitos B humanos. Como se aprecia
en la figura 4, las modificaciones en la estructura y
organizacion de los glicanos estd relacionada
intimamente con la participacion de diversas
transferasas, lo que sugiere que la expresion de estas
enzimas esta ligada a los mecanismos de transduccion
de sefales, en los que participan diversos receptores
en la membrana de los linfocitos (6). CD43 regula de
manera importante el trafico de los linfocitos T CD4+
(7). En el caso de los linfocitos T CD8+ se
identificado que la sialiltransferasa ST3Gal-I controla
la homeostasis de estos linfocitos por la modulacion
biosintesis de los O-glicanos en CD43 (8). Los

© 2024 Mensaje Bioquimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.



159

Gomez-Henao, Wilton et al., Mens. Bioquim. 48 (2024): 155-164

defectos en CD43 estan asociados con el desarrollo
del sindrome de Wiskott-Aldrich (9).

Ser/Thr
aGalNAc transferasa
$1.3Gal transferasa

| Galfs 1,3GalNAca-Ser/Thr |

a2,6NeuAc-transferasa /

NeuAca2
|

6
Galp1,3GalNAca-Ser/Thr

a2,.3NeuAc-transferasa l

\ /11,6GIcNAc-transferasa

GlcNACH 1
|

6
Gal}1,3GalNAca-SerThr

I f1.4Gaktransferasa

NeuAca2
|}

6
NeuAca2 3Galp1,3GalNAca-Ser/Thr

Galp1,4GIcNACp1
|

6
Galp1,3GalNAca-Ser/Thr
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140KDa

LINFOCITOS T EN REPOSO

l «2,3NeuAc-transferasa

NeuAca2 3Galp1 .4GIcNAq$I1
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NeuAca2, 3Galp1,3GalNAca-Ser/Thr

LINFOCITOS T ACTIVADOS

Figura 4. Perfil de glicosilacion de CD43 en linfocitos en reposo y activados. El incremento de la glicosilacion en los linfocitos activados
se debe principalmente a la activacion en la expresion de enzimas como la 1,6 GIcNAc-transferasa y la 1,4 Gal-transferasa. La actividad
de la aGalNAc-transferasa y la NeuNAc(Sia)a2,3/2,6-transferasa se mantienen constantes (Modificado de 6).

La relevancia de la glicosilacion en el TCR

Los linfocitos T son fundamentales en la
regulacion de la respuesta inmune y para generar
respuesta especifica contra patogenos o células
cancerigenas. Los linfocitos T poseen un receptor
(TCR) que reconoce al antigeno peptidico presentado
por las moléculas de histocompatibilidad (MHC) de
las células presentadoras de antigeno. La interaccion
TCR-pMHC  favorece la  remodelacion y
reorganizacion de las moléculas asociadas a la
membrana celular, aumenta la fluidez de la membrana
celular y la formacion de la sinapsis inmunolégica. La
convergencia molecular se caracteriza por la
formacion de un complejo supramolecular de
activacion celular (SMAC) que promueve la
sefalizacion que desencadena la respuesta de los
mecanismos efectores del linfocito T.

El 95% de los linfocitos T en circulacion poseen
un heterodimero ,TCR. En los humanos la cadena a
es una glicoproteina de 49 kDa que posee 4 sitios N-
glicosilados y la cadena f es de 43 kDa con 1 N-
glicano. La formacion del complejo TCR-pMHC

estimula también la convergencia co-receptores como
el CD28 en la membrana, que mantienen el equilibrio
en el umbral de activacion de los linfocitos T y es
necesario para desencadenar las respuestas efectoras.
En modelos experimentales que carecen de la enzima
p1,6 N-acetilglucosaminotrasferasa V, que participa
en la via de sintesis de N-Glicanos, se aprecia que se
inhibe la fluidez y la convergencia de este y otros co-
receptores en la membrana durante la activacion
inmunologica, generando mayor susceptibilidad para
enfermedades  autoinmunes  (10).  Deleciones
puntuales de sitios potencialmente N-glicosilables;
por mutagénesis dirigida en la cadena a y £, favorecen
un aumento de la avidez en la interaccion del TCR con
el complejo pMHC en comparacion con el control
TCR, fisiologicamente esto provocaria la seleccion
negativa y eliminacion de estas estirpes celulares. Esto
sugiere que el control de la N-glicosilacion sobre TCR
es una estrategia en el reconocimiento de manera
especifica y por la avidez por péptidos antigénicos
especificos podria ser de utilidad en inmunoterapia
contra algunos tipos de cancer (11).
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Analisis estructurales han permitido sugerir que la
glicosilacion en las cadenas constantes del TCR
favorecen su orientacion de manera perpendicular a la
membrana celular, lo cual facilita la formacién del
complejo TCR-MHC vy restringe la interaccion no
especifica del TCR con las proteinas adyacentes y las
propias del linfocito T (12). Los N-glicanos del TCR
son del tipo complejo con lactosamina (Gal f1.,4
GlcNAc), se ha demostrado que la adicion de fucosa
(Fuc) al nicleo GIcNAc de los N-Glicanos favorece la
produccion de citocinas proinflamatorias en los
linfocitos T, como se ha demostrado en la progresion
de enfermedades como colitis (13).

La uniéon TCR-MHC inicia el proceso de
activacion del linfocito T, sin embargo, el TCR posee
dominios citosélicos muy cortos y limita su capacidad
de transducir la sefializacioén de activacion al interior
del linfocito T, por lo tanto el receptor esta asociado
intimamente a otras proteinas de membrana que
favorecen la activacion de las cascadas de
sefializacion intracelulares que desencadenan en la
respuesta efectora de la célula T (14). El TCR forma
un complejo multiprotéico con los heterodimeros
CD3ye, CD36¢ y un homodimero ¢ denominados
colectivamente como CD3 y por el ,4TCR (15), la
cadena { es un polipéptido no glicosilado de 17 kDa y
posee 3 dominios ITAM (16); la cadena ¢, un
polipéptido de 20 kDa no esta glicosilada (17). Las

cadenas y, 0 de 25 kDa y 20 kDa los heterodimeros
CD3ye, CD3de son glicoproteinas con un dominio
citosolico con motivos ITAM, poseen un domino
transmembranal y un dominio extracelular que es de
la familia de las Igs, que expresa N-Glicanos tabla
1(18).

Se han desarrollado anticuerpos monoclonales
anti-CD3 que inducen la activacioén del linfocito T
dependientes de la glicosilacion del CD3 (20). Se ha
propuesto que la glicosilacion del CD3 estd implicada
en la propagacion de la sefalizacion del linfocito T
inducida por la interaccion TCR-pMHC. Ensayos in
vitro han demostrado que la lectina Concanavalina A
especifica por estructuras de tipo oligomanosidico, es
mitogénica, favorece el flujo de calcio intracelular y la
activacion de las vias de sefalizacion propias de la
respuesta del linfocito T, ya que reconoce a los N-
glicanos en CD3 (21). Estos hallazgos sugieren que si
bien CD3 es complejo molecular descrito desde hace
tiempo, aun falta mucho por elucidar acerca de la
relacion estructura/actividad no solo de la estructura
proteica sino ademas de las modificaciones
postraduccionales asociadas a ellas, y mas aun cuando
se ha pensado en el CD3 como un posible blanco
terapéutico en el diseio y desarrollo de
inmunoterapias que permitan la manipulacion de la
activacion del linfocito T de forma controlada.

Tabla 1. Glicosilaciones asociadas a las cadenas CD3y, CD3 de linfocitos humanos. Las N-glicosilaciones en la cadena 6 del CD3
tienen un papel importante en la formacion del complejo TCR y para el ensamblaje del CD3d¢, sin embargo la glicosilacion de las cadenas
8 y v no son necesarias para este ensamblaje y su interaccién con CD3ye (19).

Cadena N-Glicanos O-glicanos
Total Posicion Tipe Total
Asn®® . 0
Delta (CD30) 2 Asn® No caracterizado 0
Asn®
Gamma (CD3 y) 2 Asn’? Mans.sGleNAc: XXXX

La glicosilacion en la presentacion antigénica en el
contexto MHC-TCR

Las moléculas de histocompatibilidad I (MHC I)
son expresadas por todas las células nucleadas e
interactian con los TCR de las células T CD8", esto
implica una relacion regulada genéticamente. El
MHC II es expresado por células presentadoras de
antigenos denominadas profesionales, que incluyen
células dendriticas, macrofagos y células B entre
otras. Los péptidos presentados en contexto MHC 11
son reconocidos por las células T CD4". El MHC I es
una cadena con tres dominios de la superfamilia de
las Igs y posee sitios de N-glicosilacion. Se ha
demostrado que alteracion de la glicosilacion por
mutaciones puntuales alteran tanto el plegamiento
como su expresion en la membrana celular. E1 MHC
IT estd formado por cadenas glicosiladas o y f; la

cadena a posee N-glicanos complejos y de tipo
oligomanosidico, mientras que la cadena £ solo esta
constituida por N-glicanos complejos (22). Se ha
sugerido que la glicosilacion del MHC 1I tiene un
impacto particular en la presentacion del péptido
antigénico, lo que en consecuencia influye en las
respuestas de las células T (12). Esto se demostr6 por
la delecion del gen Mgat2 que codifica a la N-
acetilglucosaminiltransferasa II, esta enzima es
critica en el procesamiento de la oligomanosa para la
sintesis de estructuras de N-glicanos tipo complejo,
que compromete la ramificacion de N-glicano,
disminuyendo la presentacion de antigenos por el
MHC clase II. Esto provoca deficiente activacion de
los linfocitos T, posterior a la presentacion del
péptido antigénico (23).

En los correceptores CD4 y CD8 la glicosilacion
de tipo N-glicosidico estd presentes en ambas
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estructuras, el papel de estas modificaciones co-
traduccionales estan relacionadas aparentemente con
los procesos de migracion desde el RE hasta la
membrana (24). Diversos ensayos de mutagénesis o
de inhibicion de la glicosilacion con diversos agentes,
inhiben la expresion de estas proteinas en la
membrana (Figura 5). En el CDS8 la cadena f posee
un sitio de O-glicosilacion y se ha identificado que es
de relevancia estructural en la funcion de correceptor,
asi como su interaccion con el dominio invariante del
MHC-I (25). La participaciéon funcional de la O-
glicosilacion en CD4 ha sido controversial debido a

pMHC-I

que la unién de CD4 al MHC de clase II es inhibida
por la gpl120 del VIH. Este mecanismo sugiere la
especificidad de este virus por CD4 y se considera
como un posible mecanismo de inmunosupresion en
pacientes con SIDA. Diversos ensayos revelan que el
VIH se une preferentemente a GIcNAc y Man. De
manera interesante la lectina Jacalina, especifica, por
O-glicanos y por CD4, bloquea también la infeccion
por VIH-1 a células CD4" (26), sugiriendo la
relevancia de la glicosilacion del CD4 como blanco
especifico del virus.

Figura 5. Estructuras N-glicosidicas de tipo oligo-manosidicas y complejas se identifican en el MHC y en el TCR, asi como en los
correceptores CD4 y CDS8. La presencia de O-glicanos en CD4 y CDS8 de los linfocitos T poseen diversas posibilidades de participar
activamente en los mecanismos de reconocimiento de TCR y en la regulacion funcional de estas estirpes celulares. Modificado (24).

CD28, una molécula coestimuladora

CD28 es una glicoproteina que ayuda a superar el
umbral de estimulacion, amplificando la sefal
inducida por el TCR, esto favorece que se lleve a cabo
la funcién efectora del linfocito T (27). CD28 es un
homodimero de la superfamilia de superfamilia de las
inmunoglobulinas, que se recluta en el SMAC durante
la sinapsis inmunoldgica donde interactia con
CD80/86 expresado en la célula presentadora de
antigeno)). El 50% del peso molecular de CD28
corresponde exclusivamente a N-glicanos (28). La
avidez del CD28 con su ligando es baja, debido a la
rigidez que en parte le otorga los multiples sitios de N-
glicosilados en la proteina (29). Algunas mutaciones
en los sitios potenciales de N-glicosilacion de CD28 o
la inhibicion de las enzimas que participan en el
proceso de glicosilacion la N-glicosilacion, como
tunicamicina, provocan un incremento significativo
en la avidez entre el CD28 y su ligando, también
induce una sobre-estimulacion celular provocando un
aumento en la produccion de citocinas como la IL-2.

Esta informacion sugiere que los N-glicanos en CD28
tienen funciones reguladoras negativas en la
interaccion de CD28 con su ligando (30), lo cual
contrasta con trabajos en los que se demuestra que la
glicosilacion sobre CD80/86 de la APC modula la
avidez con el CD28 y por ende la intensidad en la
sefalizacion (31).

La O-GlcNAcilacion en la respuesta inmune

La O-GlcNAcilacion es fundamental para
mantener la funcion celular normal, pero su funcion es
dependiente de nutrientes, del metabolismo, de la
transcripcion y del crecimiento y desarrollo de la
célula. Actualmente se ha identificado que este tipo de
glicosilacion participa en el crecimiento/proliferacion
de células u otras respuestas inmunitarias. Multiples
estudios han respaldado la idea de que el ciclo
dindmico de O-GlcNAc juega un papel importante en
la activacion y regulacion de las células T, la
activacion de los linfocitos en el desarrollo timico
provoca aumento de los niveles de O-GIcNAc en
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proteinas nucleares, lo que sugiere un papel regulador
en el desarrollo temprano de las células T. Cuando se
inhibe la expresion de OGT por un RNA pequeiio de
interferencia (RNAip) hay disminucion IL-2 y se
afecta la respuesta proliferativa de las células T. La
activacion a través del TCR incrementa la expresion
de OGT vy los niveles de O-GlcNAcilacion. Se
identifica que la expresion de OGA se inhibe, lo que
sugiere que la adicion de O-GIcNAc, pero no su
eliminacion es importante para la activaciéon de las
células T. Algunas cinasas como ZAP-70, SHIP1 y
LCK, y algunas como AKT (32) que participan
directamente en la sefializacion de las células
inmunitarias mediante la estimulacion antigénica del
TCR son blanco de la OGT. Estos hallazgos
demuestran la importancia de O-GIcNAc en las
primeras etapas de la via TCR y su papel posterior en
la regulacion de la activacion de las células T (33).

Conclusiones y Perspectivas

La glicosilacion en proteinas esenciales que
participan en la comunicacion de las células inmunes
depende de codigos de reconocimiento @y
comunicacion, como el del TCR con funciones
estructurales que permiten el correcto plegamiento del
heterodimero, pero también regulan la avidez con el
que el TCR reconoce el complejo pMHC, permitiendo
dar inicio al proceso de sefializacion celular y
formacion de la sinapsis inmunologica. Estos
hallazgos sugieren que el proceso de activacion de la
respuesta inmune requiere la organizacion de
complejos moleculares que involucran a los procesos
de glicosilacion; atn falta mucho por elucidar acerca
de la relacion estructura/actividad no solo de la
estructura proteica sino ademas de las modificaciones
postraduccionales asociadas a ellas, y mas aun cuando
se ha pensado en el CD3 como un posible blanco
terapéutico en el disefio y desarrollo de
inmunoterapias que permitan la manipulacion de la
activacion del linfocito T de forma controlada
En los ultimos afos, el estudio de la glicosilacion y de
su funcién en los procesos bioldgicos ha tomado gran
relevancia en la investigacion basica y aplicada, pues
se ha determinado que estos patrones glicosidicos
codifican  informacion esencial que pueden
direccionar los procesos biologicos hacia un estado de
homeostasis o actividad biologica. Se ha avanzado en
la modificacion in vitro de los patrones de
glicosilacion de algunas cé€lulas como las
cancerigenas, como una estrategia clinica en el
desarrollo de anticuerpos especificos contra este tipo

de células. Este principio ha sido también planteado
en un contexto de activacion y respuesta del linfocito
T, donde se ha propuesto el desarrollo de estrategias
que permitan modificar los patrones de glicosilacion
de moléculas como TCR, CD3, CD4 entre otras, como
herramienta que permitan direccionar la respuesta
respuestas efectoras de la célula, modular la activacion
celular o restringir procesos infecciosos.

Es necesario investigar el papel que tienen las
citocinas sobre el perfil de glicosilacion en los
receptores que participan en la respuesta inmune
especifica, debido a que podrian afectar la eficiencia
en el proceso de activacion del Linfocito, en este
mismo sentido, es importante considerar el
microambiente de citocinas en el cual estan inmersos
los linfocitos durante el proceso de activacion en cada
una de las enfermedades, y por lo tanto, de ser
necesario, se podria modificar el ambiente a través de
un inmunomoduladores como una estrategia
terapéutica. Por ejemplo, el Factor de Necrosis
Tumoral (TNF) es una citocina proinflamatoria que
aumenta la expresion y la actividad de la sialil, la
fucosil y de sulfotransferasas en cultivos de mucosa
bronquial humana, especificamente aumenta la
actividad de la 02,3-sialiltransferasa, la expresion de
los genes ST3GAL3 y ST3GAL4, la actividad de la
GlcNAc-6-O-sulfotransferasa y de la Gal-3-O-
sulfotransferasa. Se ha demostrado que en explantes
bronquiales estimulados con IL-6 e IL-8 se induce
mayor expresion de los genes de «al,3/4-
fucosiltransferasas, asi como de los genes de 02,3-
sialiltransferasas (ST3GAL4 y ST3GAL6 ) (34). LalL-
6 y la IL-4 disminuyen la galactosilacion de O-
glicanos por disminucion en la expresion de
galactosiltransferasa GalT1, y por el aumento de la
sialiltransferasa ST6GalNAc-II que previene la
galactosilacion en la IgA1 de pacientes con nefropatia
por IgA (35). Finalmente, es necesario continuar
avanzando en la comprension de la glicosilacion y de
sus mecanismos de expresion en un contexto
determinado (analisis de glicomicos), con el fin de
disefar estrategias clinicas que permitan manipular la
respuesta inmunoldgica basada en la descodificacion
de la informacién quimica de la glicosilacion.
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Resumen

El acido lisofosfatidico es un lipido simple, de bajo
peso molecular, con una muy amplia distribucion en
diversos organos, tejidos y fluidos. En condiciones
normales se encuentra en concentraciones en el
rango nanomolar, mientras que en condiciones
patoloégicas  puede alcanzar  concentraciones
micromolares. Ademas de su papel en el
metabolismo intermedio ejerce una gran gama de
acciones participando en la homeostasis y en la
fisiopatologia de diversas enfermedades. En dichos
efectos participan receptores acoplados a proteinas G
conformando la familia de los receptores del acido
lisofosfatidico con ocho miembros, que se agrupan
en dos subfamilias: los pertenecientes a los
receptores para lisofosfolipidos (subtipos LPA;3) y
los relacionados a los receptores purinérgicos
(subtipos LPA43). En este trabajo nos enfocaremos
principalmente a describir nuevos hallazgos sobre la
regulacion del receptor LPA3; involucrado en la
fertilidad masculina y la implantacion embrionaria;
asi como en la fisiopatologia del cancer en etapas
avanzadas, debido a que favorece procesos de
migracion, proliferacion e invasion celular. El
receptor para LPAj se fosforila al ser estimulado por

Abstract

Lysophosphatidic acid is a simple, low-molecular-
weight lipid widely distributed among distinct
organs, tissues, and fluids. Under normal conditions,
it is found in the nanomolar range, whereas under
pathological conditions, it can reach micromolar
concentrations. In addition to participating in lipid
metabolism, lysophosphatidic acid plays a role in
maintaining homeostasis and the physiopathology of
distinct diseases. Such actions are mediated by eight
G protein-coupled receptors that constitute the
lysophosphatidic acid receptor family. Such
receptors are classified into two subfamilies: those
belonging to the lysophospholipid receptors (LPA 3
subtypes) and those related to the purinergic receptor
subfamily (LPA4s). In this work, we will mainly
focus on new findings about the signaling and
regulation of the LPAj3 receptor, which is involved in
fertility and embryo implantation, as well as in the
pathogenesis of some types of cancer likely related
to its ability to induce proliferation, migration, and
tissue invasion. LPAj3 is phosphorylated in response
to agonist activation and the activity of distinct
protein kinases. Such phosphorylation is associated
with  receptor interaction with B-arrestins,
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su ligando enddgeno y la activacion de proteinas
cinasas moduladas por segundos mensajeros. Dicha
fosforilacion es seguida por la interaccion con las f3-
arrestinas 'y la consecuente desensibilizacion e
internalizacion del receptor. Recientemente se pudo
determinar que, en contraste con el receptor LPA;,
sus acciones son mediadas por proteinas G
insensibles a la toxina pertussis (probablemente
Gg11). Ademas, definimos los principales sitios
especificos donde se fosforila. Consideramos que
estos hallazgos tienen relevancia pues ayudaran a
entender el funcionamiento molecular y la
regulacion del receptor, ademas de ayudar a la

desensitization, and internalization. Recent data
indicate that, in contrast to the LPA, receptor, some
of the actions of the LPA; receptor involve pertussis
toxin-insensitive G proteins (likely, Gg11), and we
were able to define some of the specific sites
phosphorylated (located in the intracellular loop 3
and the carboxyl terminus). These data are relevant
because they will allow a better understanding of
LPA; function and regulation and define possible
therapeutic intervention targets.

busqueda de dianas farmacoldgicas para el
tratamiento de algunas patologias.
Keywords: Lysophosphatidic acid receptors; LPA;
Palabras  clave:  Receptores  para  dcido receptor; signaling; receptor phosphorylation;
lisofosfatidico;  receptor LPAs;  sefalizacion; receptor internalization.
fosforilacion de receptores; internalizacion de
receptores.
Introduccion El LPA es muy heterogéneo dado que puede estar

El acido lisofosfatidico (forma mas comun, 1-acil-
2-liso-sn-glicerol-3-fosfato) (LPA, por sus siglas en
inglés), es un glicerofosfolipido simple, de bajo peso
molecular y con cierta solubilidad en agua. Esta
constituido quimicamente por una columna de
glicerol, esterificado con un &cido graso en las
posiciones sn-1 o sn-2 y ademas con un grupo fosfato,
quedando un grupo hidroxilo del glicerol libre (Figura

).

Figura 1. Estructura quimica del 4cido lisofosfatidico.
Los atomos estan indicados con colores: carbono (gris),
hidrégeno (blanco), oxigeno (rojo), foésforo (amarillo).
Tomado de https://molview.org/

Se ha demostrado que el LPA se encuentra
presente tanto intracelular como extracelularmente,
participando en diversas funciones. Se considera
como una hormona local, debido a que, ademas de su
participacion como un intermediario en el
metabolismo de diversos fosfolipidos, regula procesos
celulares mediante la activacion de receptores (1-3).

esterificado por acidos grasos de variada longitud de
cadena, con o sin dobles ligaduras. Esta presente en
diversos fluidos bioldgicos (saliva, suero, plasma,
lagrimas, fluido folicular, y fluido cerebroespinal
entre otros) y en la gran mayoria de los tejidos (4). Es
una hormona local o “lipido bioactivo” (denominacion
imprecisa pero muy utilizada), debido a su naturaleza
lipidica y a que regula una amplia gama de respuestas
bioldgicas entre las que se incluyen: la proliferacion
celular, inhibicion de la apoptosis, migracion celular,
liberacion de citocinas y quimiocinas, agregacion
plaquetaria, contraccion de la musculatura lisa,
retraccion de neuritas, cierre de uniones tipo GAP,
entre muchas otras. El LPA es un factor de
crecimiento presente en el suero, que participa en el
mantenimiento de la viabilidad celular y evita la
apoptosis. En condiciones normales la concentracion
de este lipido en el plasma oscila ampliamente (entre
0.7 y 80 nM), mientras que en el suero tiene una
concentracion promedio de 10 uM (1,5,6).

Biosintesis y degradacion del LPA

El acido lisofosfatidico es un lipido que se sintetiza
tanto extracelularmente como intracelularmente. En la
via extracelular el LPA se forma a partir de
fosfolipidos de la cara externa de la membrana
plasmatica, como son la fosfatidilcolina, Ia
fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina, los cuales
por medio de la accion de las enzimas fosfolipasa Al
o fosfolipasa A2, que escinden una cadena de acidos
grasos, generan los lisofosfolipidos correspondientes;
éstos finalmente por accion de la enzima autotaxina
(ATX), una fosfolipasa D, generan al LPA. Se ha
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demostrado que la ATX es una enzima clave en la
sintesis de LPA extracelular a partir de los lipidos de
la membrana, responsable de mantener las
concentraciones fisiologicas de LPA; razon por la cual
esta enzima es considerada como un posible blanco
terapéutico (1,7,8). Es importante mencionar que en
la via extracelular el LPA se puede sintetizar tanto a
partir de la fosfatidilcolina que se encuentra en el
exterior de las membranas, pero que también puede
participar la fosfatidilcolina de particulas presentes en
el suero, con la participacion de la lecitina-colesterol
aciltransferasa. Por otro lado, durante la agregacion
plaquetaria el LPA se sintetiza a partir de
fosfatidilserina, especificamente por la actividad de
las serina fosfolipasas secretoras, tipos Al o A2, en
ambos casos finalmente la enzima ATX sintetiza el

LPA (Figura 2) (5,7,8).
®
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Figura 2. Vias de sintesis intracelular y extracelular del

acido lisofosfatidico. PC, fosfatidilcolina;  PS,
fosfatidilserina; PE, fosfatidiletanolamina; LPC,
lisofosfatidil colina, LPS, lisofosfatidilserina; LPE,

lisofosfatidiletanolamina, ATX, autotaxina; PLA1 o PLA2,
fosfolipasas Al o A2; PLD 1 o 2, fosfolipasas D 1 o 2;
MAG, monoacilglicerol; MAGK, monoacilglicerol cinasa;
G3P, glicerol 3-fosfato; GPAT, glicerol 3-fosfato
aciltransferasa.

En la sintesis intracelular del LPA se han
involucrado diferentes procesos metabolicos, en los
cuales participan la monoacilglicerol cinasa, las
lisofosfolipasas Al o A2, y la glicerolfosfato
aciltransferasa (7,9,10). Algunos de estos procesos se
ilustran en la Figura 2.

La degradacion del LPA involucra tres vias
principales. La primera de ellas catalizada por la
enzima lipido fosfato (lisofosfolipido) fosfatasa que
remueve el grupo fosfato del LPA para formar el
monoacilglicerol. La segunda es realizada por la dcido
lisofosfatidico ~ aciltransferasa que cataliza la
transferencia de un grupo acilo proveniente de la acil-
CoA al LPA para formar el acido fosfatidico. La
tercera via involucra a una lisofosfolipasa que
hidroliza el éster con el grupo acilo generando glicerol
3-fosfato (Figura 3). Existen otras vias que permiten
el reciclaje de los metabolitos participantes.

Acido
lisofosfatidico

-
)
-

“

Monoacilglicerol

Acido
Fosfatidico

Figura 3. Vias de degradacion del LPA. LPP,
lisofosfatidico fosfatasa o lipido fosfato fosfatasa; LPL,
lisofosfolipasa.

Receptores para el LPA

Los receptores para el LPA pueden clasificarse en
dos subgrupos en funciéon al grado de similitud
presente en su estructura quimica (11-13). En el
primer subgrupo, que se denomina frecuentemente
para lisofosfolipidos, pertenecen a los receptores
LPA,, LPA; y LPA; (llamados anteriormente como
familia EDG por su descubrimiento como Genes de
Diferenciacion Endotelial), este grupo incluye ademas
a otros receptores como los de la esfingosina 1-
fosfato. Estos ultimos comparten un =~ 50% de los
aminos acidos que conforman su estructura quimica
con los receptores para LPA (11-15). El segundo
grupo corresponde a la familia de los relacionados con
los receptores purinérgicos (del grupo P2Y) entre los
que se encuentran LPA4, LPAs, LPAy, y recientemente
se han propuesto GPR87 y P2Y10, los cuales
comparten entre si =~ 35% de identidad. Todos estos
receptores pertenecen a los receptores acoplados a
proteinas G y comparten en su estructura 7 dominios
transmembranales (11-15). Se acoplan a diversas
proteinas G (Gi213, Gg11, Gi, y Gs) las cuales inician
una variedad de cascadas de sefializacion intracelular
que regulan procesos como: la inhibicion de la adenilil
ciclasa, la liberacion de calcio intracelular, la
activacion de proteinas como la Rho-GTPasa, o la
activacion de la cascada de sefalizacion de las
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proteinas cinasas activadas por mitogenos (o
"MAPK", mitogen activated protein kinases), ademas

de la transcripcion de genes, entre muchas otras (11-
15) (Figura 4).

Receptores del acido lisofosfatidico

LPA,

LPA;

o

LPA,4

LPAs LPA,

I~

GPR87

~

P2Y10

~

Figura 4. Familia de los receptores de los acidos lisofosfatidicos y las vias de sefializacion en las que estan implicados.
Se indica el acoplamiento a diferentes proteinas G y su sefializacion en forma general. PLC, fosfolipasa C; IP3, inositol
trifosfato; DAG, diacilglicerol; PKC, proteina cinasa C; Rho, GTPasa pequefia, ROCK, cinasa de Rho; SRE, elemento de
respuesta a suero; Ras, GTPasa pequeiia; PI3K, fosfoinositido 3-cinasa; MAPK, cinasas de las proteinas activadas por
mitégenos, AKT, llamada también proteina cinasa B; Rac, GTPasa pequeiia; AC, adenilil ciclasa; cAMP, AMP ciclico.

Como puede apreciarse en la figura 4, los
receptores no tienen una selectividad total para
interaccionar con diferentes proteinas G, es decir
presentan cierto grado de promiscuidad, que depende
en buena medida del contexto celular, lo que ha
complicado su estudio (Tabla I). Ademas el LPA es
capaz de activar algunos receptores intranucleares y
canales i6nicos.

Este trabajo centra su interés en los avances
recientes de nuestro grupo sobre el receptor LPA3;. A
continuacion se seflalan brevemene algunas de las
caracteristicas de los receptores LPA;| y LPA, y en una
seccion posterior sobre LPA3;. No se incluyen los
receptores para LPA relacionados el grupo similar a
los purinérgicos.

Receptor LPA;

El receptor para acido lisofosfatidico tipo 1
(previamente conocido como EDG2) se encuentra

codificado en el cromosoma 9q31.3 en humanos. La
proteina estd constituida de 364 amino 4acidos,
teniendo un peso molecular de aproximadamente 41
kDa (presenta glicosilacion) (16,17). Se acopla a
multiples proteinas G del tipo Gai, Gog y Gays. Este
receptor tiene una amplia expresion en diversos
organos incluyendo: cerebro, tutero, testiculos,
pulmén, intestino delgado, corazon, estomago, rifion,
bazo, timo, placenta y musculo esquelético (16,17). Su
principal ligando es el LPA, aunque se ha mostrado
que el LPA; es capaz de unir la forma fosforilada del
2-araquidonil glicerol y la 2-araquidonil etanolamina
(ambos ligandos de los receptores para canabinoides).
Estructuralmente el receptor LPA; contiene una
secuencia de uniéon a dominios PDZ en el carboxilo
terminal (PSD95/DIg/Z0-1), motivo que permite su
interaccion con la proteina RhoGEF, modulando vias
de sefializacion intracelular (18,19).

La activacion del receptor para LPA; por su
ligando ha mostrado una gran cantidad de efectos
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celulares como: cambios en la concentracion
intracelular de calcio, proliferacion, migracion,
sobrevivencia, el contacto célula-célula, cambios en la
estructura del citoesqueleto, retraccidn neuritica,
formacion de fibras de estrés, mielinizacion de células
de Schwann, entre otras (20-22). Ademas, también
tiene un lado “obscuro” pues se ha relacionado con
diversas patologias entre las que se encuentran la
fibrosis pulmonar, la fibrosis renal, dérmica y
peritoneal, ya que regula la migracion de fibroblastos,
su proliferacion y la acumulacion de matriz
extracelular (23,24). Procesos que se propone estan
mediados por la activacion de la proteina Ggi3, que
activa la via de Rho/ROCK. En el sistema nervioso
central, este receptor participa en el desensamble ciliar
de células progenitoras neurales, el cual es necesario
para la division celular y desarrollo cortical. El
bloqueo de la expresion del receptor LPA; promueve
alteraciones en la estructura de los cartilagos,
deformidades craneales y alteracion de la fusion de las
costillas con el esterndn, entre otras anormalidades
(25).

La sobre-expresion del receptor LPA; se ha
relacionado con diversos procesos carcinogénicos,
como en el caso del neuroblastoma, donde el receptor
para LPA| promueve la translocacion de la proteina
cinasa Ca al nticleo incrementando la proliferacion en
este tipo de cancer. En el caso del cancer de pulmon
este receptor activa a la proteina G; facilitando la
activacion de las vias de las cinasas activadas por
mitégenos (MAPK) y al factor transcripcional, NF-
kB. En estos tipos de céancer el receptor para LPA,
incrementa su expresion promoviendo procesos de
proliferacion, invasion y migracion celular (26).

Receptor LPA;

Este receptor esta codificado en el cromosoma
19p12; se conforma por 351 amino acidos y su peso
molecular de = 39 kDa. Presenta una similitud con el
receptor LPA; del 55%, es un receptor acoplado a las
proteinas Goi, Gagir y Gaizns. La pérdida de la
funcion de este receptor no presenta un fenotipo
marcado ya que el receptor LPA; puede suplirlo en
muchas de sus funciones (14,15). Al igual que el
receptor LPA; tiene un dominio PDZ en el carboxilo
terminal, el cual interacciona con el intercambiador
del factor regulador 2 de Na'/H" y RhoGEF
favoreciendo la sefializacion intracelular
(14,15,27,28). La expresion de LPA, también es
amplia, incluyendo pulmoén, higado, testiculos, bazo,
utero, timo, estdbmago, corazon, leucocitos, asi como
en el cerebro de embriones (11,13,14). Este receptor
transduce también la sefial mediante la activacion de

GTPasas Ras, proteinas cinasas activadas por
mitégenos, PI3K, Rac, fosfolipasa C, diacilglicerol y
Rho; ademas participa en procesos de proliferacion y
sobrevivencia celulares principalmente (27,29,30).

Receptor LPA;

El receptor para el acido lisofosfatidico tipo 3 o
LPAs (3,11,17,31,32) fue descubierto en el afio 2000
y su informacién esta codificada en el cromosoma
1p22.3-31.1. Es una proteina de 353 amino acidos con
un peso molecular de = 40 kDa (Figura 5) con una
similitud del 53% con el receptor LPA; y del 49% con
el LPAz.

‘voooeecssns?

HOOC—EPERPELEROTOCEDVACEDOEOESY

Figura 5. Modelo del receptor LPA3. Tomado de la
referencia 3. Secuencia de amino 4cidos del grupo NH2-
(extracelular) al COOH (intracelular). Las barras azules
delimitan la membrana plasmatica y las "Y" indican zonas
de glicosilacion.

El receptor LPA3 se acopla a las proteinas G
heterotriméricas como Gog1, cuya activacion inicia
cascadas de sefializacion a través de la hidrolisis de
fosfatidilinositol ~ 4,5-bifosfato, generacion  de
diacilglicerol e inositol trifosfato, con un consecuente
incremento en el calcio intracelular (Figura 6);
también se acopla a las proteinas Gai, lo que conduce
a una inhibicion de la adenilil ciclasa y a la activacion
de la cascada de las cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK), entre otros efectos (Figura 6). Su expresion
es muy amplia, al igual que la de los otros receptores
de la familia de los lisofosfolipidos, pues se detecta en
corazon, testiculos, prostata, pancreas, pulmoén, ovario
y cerebro (3,31-33). Es un receptor que también
participa en muchos procesos, como la implantacion
embrionaria, el desarrollo de la placenta, en la
espermatogénesis, la  sobrevivencia de los
cardiomiocitos durante la hipoxia, la ramificacion de
las neuritas en el hipocampo y en la corteza cerebral
después del nacimiento, asi como la maduracion de las
células dendriticas (3,31-34).
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Proliferacion celular, sobrevivencia, migracion,
inflamacion, interaccion célula-célula

Figura 6. Las vias de sefializacion que pueden estar activando el LPA3 por el reclutamiento y activacion de las
proteina G. AC, adenilil ciclasa; IP3, inositol trifosfato; PLC, fosfolipasa CB, PIP2, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; DAG,
diacilglicerol; PKC, proteina cinasa C; RAS-GTP, forma activa de la GTPasa Ras, Raf, MEK, ERK, fosfotransferasas de la
cascada de las MAP cinasas; PI3K, fosfoinositido 3-cinasa; PDK1, proteina cinasa dependiente de fosfoinositidos; AKT
(PKB) proteina cinasa B; NFkB, factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, es un
complejo proteico que controla la transcripcion del ADN; NFAT, factor de transcripcion.

En procesos patologicos el receptor LPA3 se ha
relacionado con el dolor neuropatico; promueve la
produccion de interleucinas IL6, IL16 y IL8 e induce
la sintesis de prostaglandinas E, en pacientes con
artritis reumatoide (35). En las neoplasias el receptor
LPA; se ha asociado con procesos de proliferacion,
migracion, sobrevivencia y metastasicos, por lo que se
considera un marcador de mal pronostico para los
canceres de ovario, mama, higado, y pancreas (36-39).
Este "lado obscuro" de las acciones del receptor LPA3,
son areas de oportunidad para conocer los
mecanismos que participan en la generacion,
evolucion y mantenimiento de dichas patologias y un
poderoso estimulo para el desarrollo de agentes con
posible utilidad terapéutica.

El bloqueo de la expresion del receptor LPA3 no
afecta la viabilidad en ratones, pero los animales
muestran defectos en el funcionamiento del sistema
inmune, indicando un rol en la quimiotaxis de las
células dendriticas inmaduras; también se han
observado problemas en la reproduccion del raton
hembra, asi como en la implantacion embrionaria
(34).

Se conoce poco acerca de los mecanismos de
accion y del funcionamiento del receptor LPA3. Un
analisis estructural in silico de este receptor realizado
en el laboratorio, mostré que diversos dominios son
importantes para la funcion de los receptores LPA; y

LPA,, pero no se encuentran presentes en la secuencia
del LPA;3, por lo que, a pesar de la alta similitud,
pensamos que su regulacion pudiera diferir.

Para conocer un poco mas del receptor LPAs3,
empleamos un modelo celular que permite sobre-
expresar al receptor LPAs. Se usaron células
embrionarias humanas de riidn (células HEK293),
mediante un sistema de transfeccion estable e
inducible (no se da cita para estos estudios pues estan
en evaluacion). Comprobamos, que el receptor es
funcional determinando los efectos sobre los niveles
calcio intracelular durante su activacion con su
agonista.  Previamente = habiamos  mostrado,
empleando células C9 (provenientes de higado de
rata), que el receptor LPA3; presenta cierta
desensibilizacion homologa, es decir pérdida de
respuesta de un receptor por estimulaciéon previa por
su propio ligando, asi como desensibilizacion
heterdloga activando directamente a las proteinas
cinasa C con forbol-miristato-acetato (Figura 7).
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Desensibilizacién Homéloga

Desensibilizacion Heteréloga

Figura 7. Procesos de desensibilizacion del receptor
LPA;. GRK, cinasas de los receptores acoplados a proteinas
G (G protein-coupled receptor kinases), PKC, proteina
cinasa C. Se presenta sobre el receptor la estructura del LPA
y en la parte inferior la del forbol miristato acetato.

En el caso del receptor LPA3, expresado en el
sistema celular HEK293 inducible, no se disminuye la
respuesta después de la estimulacién previa con su
ligando enddégeno (desensibilizacion homologa),
evento que si observamos cuando se expresa el
receptor LPA,. Ello mostraba diferencias segun el
subtipo de receptor, apoyando la idea de que tenian
una regulacion diferente. Sin embargo, dado que en
las células C9 si se observo cierta desensibilizacion
del receptor LPA; existia la posibilidad de que el
contexto celular empleado fuera la causa de las
diferencias (es decir, que el repertorio y la abundancia
de las proteinas expresadas en cada tipo celular
jugaran un papel fundamental). Consideramos que
evitando la sobreexpresion del receptor, o bien
aumentando la presencia de algunas cinasas, se
pudiera restaurar la posibilidad de desensibilizacion
homologa. Sin embargo, ni la reduccion de receptores
LPA3;, ni la sobreexpresion de cinasas de los
receptores acoplados a proteinas G, fueron capaces
restablecer la capacidad de desensibilizacion
homodloga en el sistema inducible. Este es un aspecto
importante cuya base molecular debera explorarse en
el futuro. Es interesante que la desensibilizacion
heterdloga, inducida por ésteres de forbol si se
presenta claramente (disminucion de mas del 80 % del
efecto del agonista). Otra diferencia importante entre
las acciones de los receptores LPA; y LPA3, incluye
que los efectos estudiados del primero de ellos son
sensibles a toxina pertussis, es decir involucran a la
proteina G, mientras que las acciones estudiadas del
receptor LPA3; son insensibles, sugiriendo una
participan de otras proteinas G, como Gag1.

Estudiamos la fosforilacion del receptor LPA3 y
observamos que tanto el ligando natural, el LPA,
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como el forbol miristato acetato inducen una clara
fosforilacion en forma dependiente de la
concentracion. Es ahora bien conocido que no es
solamente importante el que se fosforile el receptor,
sino que los sitios especificos juegan un papel
fundamental, tanto en la desensibilizacidon, como en la
internalizacion e incluso en los efectos finales de los
receptores. A ello se le denomina codigo de
fosforilacion (o cédigo de barras de la fosforilacion)
(40-43). Por ello, como siguiente etapa se estudiaron
los sitios especificos que se fosforilan en el receptor
LPA;, en diversas condiciones, es decir, el patron de
fosforilacion. Mediante estudios de
inmunopurificacion del receptor seguidos de analisis
por espectrometria de masas, pudimos determinar los
sitios que se fosforilan en el asa intracelular 3 y el
carboxilo terminal.

Aprovechando que los receptores transfectados
estaban etiquetados con la proteina verde fluorescente,
se estudid su localizacion. Cuando las células fueron
estimuladas con LPA se observd que el receptor se
internalizaba con un méaximo a los 5 minutos. Se sabe
que los procesos de internalizacion de los receptores
acoplados a proteinas G, pueden realizarse por
mecanismos dependientes ¢ independientes de la
proteina reguladora B-arrestina. En el caso del receptor
para LPA3, pudimos demostrar mediante estudios
realizados  empleando =~ FRET  (Fluorescence
Resonance Energy Transfer), la participacion de la 3-
arrestina. En estos estudios se emplean dos
fluor6foros, el donante que es excitado por una fuente
de luz (en nuestro caso el receptor LPA3 unido a la
proteina verde fluorescente) y que transfiere su
energia (luz) a un fluor6foro aceptor cercano (siempre
y cuando exista una distancia menor a 10 nm) y se
cuantifica la fluorescencia emitida por este segundo
fluoréforo; es decir, es un indice de cercania o
interaccion. En nuestros estudios el aceptor fue la
proteina P-arrestina unida a la proteina roja
(mCherry). La proteina B-arrestina interacciona con el
receptor LPA3 rapidamente, presentando su maxima
transferencia de energia a los 2 minutos de
estimulacion, la cual paulatinamente disminuye, pero
no llega a los niveles basales.

Cuando las células fueron estimuladas con ésteres
de forbol se observo una internalizacion de los
receptores desde los 2 minutos, la cual se mantenia
hasta los 60 minutos de estimulo. Estudios con forbol
miristato acetato también mostraron interaccion con la
[B-arrestina e internalizacion del receptor.

Es interesante mencionar que se observaron
diferencia en la internalizacion de receptores inducida
por el agonista y por el éster de forbol. Estudios
realizados con el compuesto Pitstop 2, que se une a la
cadena pesada de clatrina e impide que se asocie con
la proteina AP2 y con ello la formacion del complejo
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de internalizacion dependientes de la B-arrestina,
mostraron que la internalizacion del receptor inducida
por el LPA se disminuye en forma muy importante. En
contraste el tratamiento con forbol miristato-acetato
afectd mucho menos dicha internalizacion. Los datos
sugieren que el receptor LPA3 se internaliza bajo la
accion del LPA predominantemente por vesiculas
recubiertas por clatrina, mientras que Ia
internalizaciéon inducida por el éster de forbol
involucra también a procesos independientes de la
dicha proteina. Una posibilidad es la participacion de
caveolas, pero esto requiere una exploracion
experimental cuidadosa, que atin no se ha realizado.
En resumen, podemos decir que el estudio de los
receptores para LPA es fundamental para comprender
los procesos fisiologicos en que participan. Dado que
juegan diversos papeles en un amplio numero de
enfermedades, su estudio abre posibilidades
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Resumen

Una herramienta basica en los laboratorios de
investigacion es la micropipeta de desplazamiento de
aire, que nos da la posibilidad de medir de manera
exacta y repetible volimenes muy pequefios de
liquidos que generalmente son criticos para obtener
los resultados deseados, de tal manera que mantener
esta herramienta en las mejores condiciones de
funcionamiento nos permite eliminar elementos que
pudieran introducir errores y desviarnos de la
respuesta correcta. Conservar nuestras micropipetas
en buenas condiciones requiere tan solo de dedicarles
un poco de tiempo a la semana que nos va a ayudar a
alargar su vida util. Econdmicamente vamos a tener
un ahorro porque las refacciones y los servicios de
mantenimiento generan gastos y tiempos muertos
para la realizacion de los experimentos, hay que
tomar en cuenta que, como cualquier equipo,
requiere de cuidados que incluyen un mantenimiento
donde el uso adecuado y otros factores como la
limpieza, la proteccion contra ambientes que
pudieran dafiarlas y cuando no estén en uso
mantenerlas en un lugar donde puedan almacenarse
correctamente, son esenciales. Existen en el mercado
varias marcas de micropipetas, Gilson, Rainin,
Eppendorf, Biohit, Labsystems, entre muchas otras,
todas estas marcas manejan modelos para diferentes
volumenes y sus mecanismos de funcionamiento
para el pipeteo son muy parecidos sino es que

Abstract

A Dbasic tool in research laboratories is the air
displacement micropipette, which gives us the
possibility of accurately and repeatably measuring
very small volumes of liquids that are generally
critical to obtain the desired results, in such a way
that keeping this tool in the best operating conditions
it allows us to eliminate elements that could
introduce errors and deviate from the correct answer.
Keeping our micropipettes in good condition only
requires dedicating a little time to them each week,
which will help us extend their useful life.
Economically we will have savings because spare
parts and maintenance services generate expenses
and downtime to carry out the experiments. We must
consider that, like any equipment, it requires care
that includes maintenance where proper use and
other factors such as cleaning, protection from
environments that could damage them, and when not
in use, keeping them in a place where they can be
stored correctly, are essential. There are several
brands of micropipettes on the market, Gilson,
Rainin, Eppendorf, Biohit, Finnpipete, Labsystems,
among many others. All these brands have models
for different volumes and their operating
mechanisms for pipetting are very similar, if not the
same, all of them. They are excellent brands, and all
require constant care and maintenance.
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iguales, todas son excelentes marcas, y todas
requieren cuidado y mantenimiento constante.

Palabras claves: micropipeta,
volumen, ahorro, resultados.

mantenimiento,

Keywords: micropipette, maintenance, volume,

savings, results.

Un poco de Historia.

Cuando se trata de presentar las maravillas de la
investigacion bioldgica moderna la imagen que
siempre aparece es la de una persona en un laboratorio
utilizando una micropipeta, este dispositivo ha
evolucionado hasta convertirse en parte esencial de la
investigacion cientifica, podemos decir que es el
instrumento mas ampliamente utilizado en este ambito
y que nos permite el comodo y preciso manejo de
volumenes pequenos de liquidos, lo que la convierte
en una herramienta de suma importancia para la
mayoria del trabajo del laboratorio.

Pero ;a quién le debemos la invenciéon de la
micropipeta? Esta singular hazafia fue lograda a
finales de los afios cincuenta por Heinrich Schnitger,
un cientifico e inventor aleman del Instituto de
Fisiologia Quimica en la Universidad de Marburg,
Alemania.

En un principio las pipetas eran construidas
calentando un tubo de vidrio sobre un mechero
Bunsen y tirando de un extremo para crear un capilar,
la punta del capilar se calentaba un poco mas para
permitir el flujo de aire, pero restringian el flujo de
liquido para definir el volumen. Se succionaba por la
boca el volumen requerido hasta la restriccion de la

pipeta, entonces el pipeteo preciso dependia de la
experiencia del usuario y de la construccion de la
pipeta y era por supuesto peligroso.

En 1957 Heinrich Schnitger se uni6 a un grupo de
investigacion en la Universidad de Marburg para
realizar estudios de posdoctorado. Para Heinrich
Schnitger pipetear con la boca no era lo mas agradable
y seguro, asi que desaparecio de su laboratorio por un
par de dias y regreso con una herramienta de disefio
propio que permitia pipetear volimenes de
microlitros. Su disefio ya incluia los rasgos esenciales
de las micropipetas modernas. Incluyé materiales
como el polietileno (PE) para la punta, afiadié un
resorte para el piston, una camara de aire se formaba
entre el liquido a pipetear y el piston lo cual evitaba el
contacto entre ellos, después afiadi6 un segundo
resorte que le permitia eliminar residuos que se
hubieran podido quedar en la punta. Llego a utilizar
puntas fabricadas de teflon, material que repele el
agua si la superficie se mantiene suave y limpia, pero
resultaban muy caras y ademds requerian un
cuidadoso mantenimiento. Tenia Heinrich Schnitger
una idea muy peculiar en cuanto a la forma de trabajo,
¢l pensaba que una sola persona era
fundamentalmente mas creativa que un equipo.

Figura 1. Primeras micropipetas que se fabricaron en 1957-1960 (1).

A partir de los prototipos de Schnitger, los técnicos
del taller de la Universidad de Marburg produjeron
copias para su uso en el laboratorio (Figura 1).

Seis meses después de que desarrollo su primer
prototipo de pipeta Schnitger aplicod para una patente
en Alemania. Su solicitud, de 3 de mayo de 1957,
titulado “Vorrichtung zum schnellen und exakten
pipettieren kleiner Fliissigkeitsmengen” (Dispositivo
para pipeteo rapido y exacto de pequefios volimenes

de liquido), fue finalmente concedida casi cuatro afios
después, el 24 de abril de 1961.

La empresa de suministros médicos Eppendorf
(Hamburgo, Alemania), compro6 la exclusiva licencia
para fabricacion y comercializacion de la micropipeta.
Modifico algunos detalles, como el disefio de la forma
del cuerpo de la pipeta para su mejor manejo, también
modifico el material utilizado para fabricar las puntas,
utilizo el polipropileno que es econdmico, translucido
y rigido, se modificé de igual manera la forma del
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extremo de la pipeta para garantizar un ajuste perfecto
con las puntas.

La revolucionaria micropipeta gan6é amplia aceptacion
en Alemania y en toda Europa, pero pasaron varios
afios antes de que se convirtiera en equipo estandar en
los EE. UU. Eppendorf no logré conquistar este gran

EVOLUCION

PIPETMAN® Classic

1972

2007
PIPETMAN® Neo

mercado centrandose en la perfeccion técnica mas que
en marketing. Eventualmente, Gilson Inc. (Middleton,
WI, EE. UU.) credé su propia marca con ajuste de
volumen variable y tuvo éxito en comercializar sus
modelos de micropipetas en los EE. UU (1).

20m
PIPETMAN® G

Figura 2. Evolucion de pipetas Gilson (3).

.Qué es una micropipeta?

Una micropipeta es un instrumento de laboratorio

disenado especificamente para la medicion y
transferencia precisas y exactas de pequefios
volimenes de muestras liquidas, tipicamente en el
rango de microlitros (ul).
El objetivo principal del pipeteo es garantizar la
manipulacion precisa y exacta de pequefios volimenes
de liquido, lo cual es esencial en diversas aplicaciones
de laboratorio, como biologia molecular, bioquimica
y genética (2).

Evolucion.

Una de las marcas que tomo el liderato en la
fabricacion de dispositivos en el campo de Ia
investigacion cientifica es sin duda alguna la
compailia Gilson, fundada desde 1957 por el Dr.
Warren Gilson, la sede de Gilson esta ubicada en
Middleton, WI, EE. UU. Para ampliar la cartera de
productos, la empresa abrid6 nuevos Centros de
Excelencia en varias regiones, incluida una planta de
fabricacion al noreste de Paris, Francia, que se
inauguré en 1963. Gilson cuenta con equipos de
ventas y servicio locales que incluyen una red de
distribucion integral en paises de América del Norte y

del Sur, Europa, Medio Oriente, Africa (EMEA) y
Asia Pacifico (APAC) (4).

En Meéxico existen representantes de la compaiiia
Gilson que se dedican a la venta y mantenimiento de
este producto, donde también se pueden conseguir
refacciones para los diferentes modelos que tienen en
el mercado, también es posible adquirir refacciones de
esta marca a través de internet.

En la mayoria de los laboratorios de investigacion
dentro de la UNAM se utiliza la marca Gilson, y
hablando especificamente de micropipetas, podemos
decir que de cada diez micropipetas ocho son de esta
marca, de tal manera que el mantenimiento, con el
paso del tiempo, puede llegar a resultar muy caro, si
es que hay que sustituir piezas.

La compaifiia Gilson ha ido realizando
modificaciones a sus modelos, de tal manera que
ahora ofrecen diferentes lineas del producto donde han
mejorado la ergonomia, incluyen menor esfuerzo para
el pipeteo, mayor precision, exactitud y flexibilidad.

Partes que componen una micropipeta.

Existen en el mercado pipetas electronicas que
trabajan con un pequeilo motor y pipetas manuales, sin
embargo, los dos tipos trabajan bajo el mismo
principio: el sistema de pipeteo por camara de aire.
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Aunque podemos encontrar formatos diferentes segin
la marca del fabricante, en general, estas micropipetas
de desplazamiento de aire con accionamiento manual
constan de las siguientes partes (Figura 3):

En general las micropipetas tienen la siguiente
configuracion:

1. Empuiiadura o cuerpo principal de la micropipeta
(Body).

Gison Pipetteman-style
ppette

present in PS000

Poly seal

Ventana indicadora
de volumen

Pton assembly
(fixed n P1000O
and over)
Fiter
(dsposable,

and P1OML only) []
E——

2. Embolo o botén de accionamiento usado para el
llenado y dispensado de los liquidos. Presenta dos
topes que indican la presion que debemos ejercer
para absorber (ler tope) y descargar (2° tope) el
liquido. (Plunger Button).

3. Rueda o tornillo de ajuste del volumen con el que
establecemos el volumen exacto que queremos
dispensar.  (Volume adjustment knob or
thumbwheel).

Tip epector button

Seral number

g

£ Large spring poskioner
[[] smat spring poskioner
§ Small spring
Seal
assembly

holder
(P20 and under only)

Tip epector collar

Note: Tip ejector and tip epector buttom
are absent in PS000 and P1OML

Figura 3. Diagrama funcional de una micropipeta (5).

4. Ventana indicadora del volumen que muestra el
volumen seleccionado. (Volumeter Display or
counter).

5. Botoén de eyeccion o boton expulsor de la punta
para desechar las puntas usadas. (Tip eyector
buton).

6. Eje de la micropipeta, que une la empufiadura o
cuerpo, a través de la tuerca de acople, con el
soporte de la punta. (Shaft).

7. Eyector de puntas, que se acciona al activar el
boton de eyeccion. (Tip ejector arm).

8. Tuerca de acople que une la parte inferior de la
pipeta con el cuerpo de esta. (Shaft coupling or
connecting nut).

9. Tornillo Micrométrico que nos permite avances
muy finos. (Micrometer).

10. Anillo de friccion, que nos permite que la Rueda
tenga un ajuste adecuado al girar para seleccionar
el volumen deseado. (Friction ring) (6).

Existen variaciones entre los modelos y las marcas
de estas herramientas. Por ejemplo, en cuanto a
modelos el diametro del piston y el portapuntas va a
variar de acuerdo con la capacidad volumétrica de la
pipeta, o hablando de marcas, podemos encontrar que
el piston sea de un material diferente, las pipetas
Gilson tienen su piston fabricado de metal y otras
marcas utilizan cerdmica no corrosiva o material
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termoplastico.  (Eppendorf Innovador principio
redisefiado de pipetas de piston: piston fabricado en
polimero organico Fortron® con una gran resistencia
quimica, térmica y mecanica).

Entre los datos importantes que se pueden
encontrar en el cuerpo de las pipetas son: el nombre
del fabricante, el nimero de serie, que particularmente
en las pipetas Gilson nos proporciona el afio y mes de
fabricacion del producto, nos informa también el
modelo de cada pipeta, es decir para que cantidad de
volumen fueron disefiadas, este dato lo podemos ver
en el botoén de accionamiento (GILSON, RAININ) o
en el cuerpo de la pipeta en otras marcas. (Figura 4).
Para mejor identificacion también varian los colores
de los émbolos o botones de accionamiento, por
ejemplo, en las micropipetas Gilson el modelo de 1ml
es de color azul, el modelo de 200 ul es de color
amarillo, el modelo de 10 ul es de color rojo.

© STEP 1 Check the Records

P> Use the sertal number
to Identify the pipette
and to determine Its age

P Check laboratory
rocords for tho last
sorvico date

[ wore e
o

Letter Yoar

1984 /2006
85 /2007
1986 / 2008
1987/ 2009
%68 /2000
1969 /200
%00 /202
1991/2013
1992/ 20
1903 /2015
904/ 20%
1995 / 207
1996 / 2018
1997 /200
1998 / 2020
1999 /2021
2000 /2022
2001/2023
2002 / 2024,
2003 / 2025,
2004 /2026,
2005 /2027,

NXXECHWDODOZIFXCIOMOOD>

Figura 4. Numero de serie, afio y mes de fabricacion (7).

Principio de funcionamiento

Micropipetas de desplazamiento de aire

Al desplazar hacia arriba y abajo el émbolo en el
vastago de pipeta, se produce un vacio parcial o bien
una sobrepresion en el vastago. De esta manera se
aspira el liquido hacia la punta o bien se expulsa. El
liquido queda separado del émbolo y el vastago
mediante un cojin de aire, hay que considerar que la
camara de aire se expande o se encoje cuando la
humedad o la temperatura cambian (Figura 5).

Dentro de este grupo se encuentran dos subdivisiones
principales, micropipetas de un solo canal
(monocanal) o de varios canales (multicanal).

Empleo adecuado de una micropipeta

El trabajo de pipetear generalmente consume una
buena parte de nuestro tiempo de trabajo, y que nos

obliga a permanecer en una posicion, ya sea sentados
o de pie, lo cual puede ocasionar dolor o molestias de
tipo muscular, por lo que es necesario adoptar una
postura lo mas comoda y relajada posible para evitar
problemas con esta situacion. Lo mas recomendable
es tratar de mantener una posicion donde la espalda
permanezca lo mas recta posible, es decir no
encorvarnos, mantener el brazo relajado con el codo
formando un angulo de 90° y la cabeza ligeramente
agachada. Si vamos a permanecer de pie tratar de
utilizar calzado y ropa lo mas comoda posible. Si
vamos a trabajar sentados, tratar de que nuestra silla
tenga un respaldo firme y un asiento cémodo.

vastago de pipeta

——— punta desechable

——— colchén de aire

reactivo

Figura 5. Principio de funcionamiento (8).

1. Seleccionar la pipeta segiin el volumen que
queremos tomar. El rango de trabajo 6ptimo de las
micropipetas esta entre el 35% y el 100% del volumen
nominal indicado y nunca debemos trabajar por
debajo del 10% de su volumen maximo.

2. Seleccionar el volumen a pipetear. Hay que tener en
cuenta que cuando pasamos de un volumen mayor a
un volumen mas pequefio, basta con ir bajando el dial
para alcanzar el volumen deseado. Sin embargo,
cuando queremos pasar de un volumen mas pequefio
a otro mayor, debemos girar primero la rueda del
selector aproximadamente 1/3 de vuelta por encima
del volumen que queremos medir para luego ir
bajando lentamente. Lo anterior evitara el juego
mecanico entre las piezas y contribuird una mejora en
la precision (Holgura mecénica) (Figura 6).

3. Seleccionar la punta adecuada y acoplarla
correctamente a la pipeta. Las micropipetas requieren
del uso de puntas desechables que son accesorios de
plastico, ajustables, que recogen el liquido a dispensar.
Cada micropipeta requiere un tipo de punta especifica,
que depende del volumen nominal de la pipeta y del
modelo y marca del fabricante. Hay que tomar en
cuenta la viscosidad de la muestra ya que esto afecta
directamente al volumen dispensado. En el caso de las
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muestras densas tienden a adherirse a la superficie de
la punta, y al contrario muestras menos viscosas como
el etanol tenderan a evaporarse.

4-SETTING THEVOLUME

Thevglumegfllquldtobeaspl- o p20 )
ratedis setusingthevolumeter. 1) (o 1)
The dials are colored either : z §
black or red to indicate the by iyt
position of the decimal point, pat el il
depending on the model (see P100  P200  P1000
examples). o) [1 0
7 2 7
5 5 5
75uL  125pL 0.75mL
P5000 P10mI
1 0 )
2 7
5 5
\ 125mL 7.5mL )

Figura 6. Ajuste de volumen (9).

4. Mantener la pipeta vertical y presionar el émbolo.
Para llevar a cabo una correcta aspiracion del liquido
es muy importante mantener la micropipeta siempre
en posicion vertical (Figura 7). Manteniendo esta
posicion, deberemos presionar el émbolo o piston con
el pulgar hasta el primer tope antes de introducirlo en
el liquido.

Figura 7. Angulo de inmersion de la micropipeta en el liquido (6).

5. Sumergir la punta en el liquido a una profundidad
adecuada y aspirar. A continuacion, con el émbolo
presionado, introduciremos la punta en el liquido,
formando un angulo de 90° con este, y soltaremos el
émbolo suavemente. La profundidad de inmersion
depende del volumen de la punta que estemos
utilizando. Mantener una profundidad de inmersion
adecuada nos permitira mejorar la precision de nuestro

pipeteo mas de un 5%. En la Figura 8 podemos
observar la profundidad y el tiempo de inmersion del
pipeteo recomendada segun el volumen a pipetear.

Guidelines for Good Pipetting

e e
P2 1 1
P10 1 1
P20 2-3 1
P100 2-4 1
P200 2-4 1
P1000 2-4 2-3
P5000 3-6 4-5
P10mL 5-7 4-5

Figura 8. Profundidad y tiempos de inmersion (9).

6. Se recomienda tomar y dispensar el liquido 2-3
veces antes de aspirar el volumen definitivo. Esta
accion favorece la formacion de una pelicula de
liquido en la punta, lo que mejora la precision del
pipeteo. Cuando la temperatura del liquido es
diferente de la temperatura ambiente, enjuague
previamente la punta varias veces antes de su uso. Con
el constante manejo de la micropipeta, es decir
mantenerla durante mucho tiempo en nuestras manos,
corremos el riesgo de aumentar la temperatura del aire
en el interior de esta y esto se traducira en variaciones
de las mediciones del volumen, por lo que es
recomendable dejar descansar cada cierto tiempo en
su soporte o en un lugar adecuado.

7. Dispensar el liquido. La mejor técnica para
dispensar el liquido es dejarlo caer por la pared lateral
del recipiente donde queremos llevar la alicuota. Para
ello, tocaremos ligeramente la pared del recipiente con
la punta y presionaremos el piston lentamente hasta
llegar al segundo tope.

8. Algunos fabricantes nos mencionan que se puede
limpiar la pared de la punta de la micropipeta para
eliminar residuos del liquido, si se hace esto hay que
tener cuidado de no tocar el orificio por donde se
succiona el liquido para no variar las mediciones.

9. Si ya no vamos a utilizar la punta de la pipeta
entonces la podemos desechar oprimiendo el boton
eyector para depositarla en un lugar o recipiente
exclusivo para esta accion.

10. Una vez que hayamos terminado nuestra jornada
de trabajo hay que asegurarnos de que nuestras pipetas
descansen en un lugar, una posiciébn y en unas
condiciones de posicion mecanica adecuadas.
Nuestras pipetas deben descansar de manera vertical,
con la punta hacia abajo, de preferencia en los
llamados portapipetas, para que no exista la
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posibilidad de que regrese algiin sobrante que haya
podido quedar en la punta.

11. También es importante que, si ya no vamos a
seguir trabajando con la micropipeta, llevar el
contador de volumen al maximo, sin pasarnos de este
limite, para mantener los resortes internos que
contiene la micropipeta libre de presion, ya que con el
tiempo pueden llegar a perder su capacidad de
recuperacion y con esto las mediciones no seran
confiables.

X

da \
‘;RCC Mf/r Selecciona la micropipetay la punta en "
funcion de su volumen nominal

Py

I Selecciona el volumen a pipetear

§ 17 109 (obnercie

Presionael émbolo hasta elprimertope /. r

Introduce la punta de la micropipetaen
el liquido en posicion vertical

o T e

- —
Suelta el émbolo suavemente para

absorber el liquido

) 21109 (Gescarga)
o -

Dispensa el liquido apretando hasta el

2 r segundo tope

Desechala punta presionando el boton o~
eyector |

Figura 9. Reglas basicas del pipeteo (6).
Mantenimiento basico

Limpieza Exterior:

Se puede utilizar un pafio limpio y suave
humedecido con un poco de alcohol isopropilico al
60%, o con solucion de detergente disefiado para
limpiar material de laboratorio.

En muchos casos los usuarios utilizan cintas
adhesivas de colores para marcar o personalizar sus
pipetas y con el paso del tiempo y el uso constante, la
pipeta va quedando pegajosa ademas de ensuciarse
mas facilmente. Para limpiarla, quitar la suciedad y
quitar las cintas o las marcas de estas, podemos
ayudarnos de un cepillo de dientes de cerdas suaves
ademas del detergente antes mencionado.

Ya para terminar de limpiar el exterior de nuestra
pipeta podemos utilizar un pafio limpio y suave
humedecido con un poco de agua destilada o también
agua corriente.

El tornillo micrométrico, con el paso del tiempo
también va recolectando impurezas y basuras que
después nos pueden ocasionar algun desperfecto en
los engranes del medidor volumétrico, en primera
instancia no le permiten girar con la suavidad
requerida. Podemos eliminar las impurezas utilizando
un cepillo de dientes con un poco de alcohol
isopropilico al 60% de tal manera que barramos la
parte que este a la vista del micrometro.

Es conveniente retirar el expulsor de puntas para
limpiarlo de manera independiente, ya que después de
algun tiempo si esta parte de la pipeta ha sido
contaminada con algun liquido puede presentar cierto
deterioro empezando con signos de corrosion, lo que
si dejamos que avance puede dafiar el portapuntas, en
la mayoria de los casos se nota por el cambio de color
que se puede apreciar a simple vista.

Una vez que hayamos limpiado la pipeta podemos
entonces revisar de manera general, es decir podemos
checar cada uno de los componentes externos que la
componen, iniciamos con el émbolo o botéon de
accionamiento, nos aseguramos de que se encuentre
bien ajustado, giramos el tornillo de ajuste del
volumen para comprobar que gira libremente,
observamos la ventana del volumen para asegurarnos
que los nimeros avancen o retrocedan normalmente,
nos damos cuenta si el portapuntas presenta dafios a
simple vista. Después de esta revision preliminar,
podemos hacer algunas pruebas para comprobar el
funcionamiento de la pipeta, tomamos una cantidad de
volumen determinada varias veces y a simple vista
comprobamos si es repetible o tiene variaciones
importantes, también nos podemos dar cuenta con esta
prueba si se forman gotas en la punta, esto nos indicara
que existe una pérdida de presion lo que ocasiona una
fuga del liquido a pipetear.

Componentes internos de una micropipeta Gilson:

- Lo primero que tenemos que hacer es elegir un
lugar adecuado y despejado en una mesa de
trabajo, utilizar un pafio limpio que nos va a servir
de base para desarmar nuestra micropipeta. Es
preferible que este pafio sea de un color que haga
contraste sobre todo con el sello de teflon, ya que
esta parte es blanca o casi transparente, de tal
manera que si la colocamos en un pafio blanco se
puede perder a la vista facilmente.

- Primero quitamos el eyector o expulsor de puntas,
en las pipetas de modelo clasico basta con extraer
el expulsor jalandolo hacia abajo, es decir hacia la
parte mas delgada del portapuntas. En otros
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modelos hay que oprimir el boton del expulsor y
realizar un pequeflo giro en sentido de las
manecillas del reloj para poder desengancharlo.
Desenroscamos la tuerca de conexion también en
el sentido de las manecillas del reloj.

Separamos el portapuntas de tal manera que
queden al descubierto las partes internas de la zona
inferior de nuestra pipeta, podemos notar entonces
el piston que es de una apariencia plateado
brillante, resortes de metal, generalmente dos,
soportes de los resortes, de un sello de teflon,
blanco o casi transparente y un sello o empaque de
goma de color negro.

Es posible separar cada una de las piezas que

componen esta parte de la micropipeta para poder
realizar una inspeccion adecuada de cada una de ellas
y esto nos va a permitir también que podamos efectuar
una buena limpieza de cada parte. Es conveniente
anotar o llevar un seguimiento grafico para saber
como armar nuevamente todas las partes.

En modelos P2, P10 las piezas que componen el
Kit Piston son muy pequefias y la probabilidad de
perderlas es grande, por lo que se recomienda no
desarmarlas. Hay que tomar en cuenta que los
pistones de estos modelos tienen un didmetro
inferior a 1 mm (0.4 mm para P2 y 0.8 mm para
P10) y que si decidimos desarmar las pipetas
corremos el riesgo de doblar accidentalmente los
pistones los que los dafaria permanentemente.
Desarmar las diferentes partes que componen el
Kit piston es posible, pero puede resultar un poco
complicado, sin embargo, hay que decir que la
base del piston estda muy bien adherida; se puede
retirar tirando del mismo hacia afuera, pero es
preferible mejor no hacerlo, ya que corremos el
riesgo de dafiar el eje del piston. Lo que si
podemos hacer es retirar el resorte largo, de tal
manera que el piston pueda quedar casi al
descubierto. Una vez hecho esto la limpieza sera
mas sencilla.

Una vez que el piston este libre podemos limpiarlo
ayudandonos de un pafio limpio y suave, alcohol
isopropilico al 60% o jabon de uso de laboratorio.
Ya que el pistdon este limpio podemos revisarlo
detenidamente y si es posible nos podemos ayudar
de una lupa o un microscopio. El piston debe de
tener una superficie lisa y sin escoriaciones o
rayaduras para garantizar un recorrido adecuado
de los sellos de tal manera que se genere el vacio
adecuado para tener mediciones volumétricas lo
mas precisa y exactas posibles. En los modelos
clasicos de Gilson recomiendan no lubricar el
piston. En otros modelos si utilizan lubricante,
pero tiene que ser el que ellos te indican.

Las demas piezas se pueden limpiar también con
alcohol isopropilico al 60% o jabon de laboratorio
utilizando un bastoncillo recubierto de algodon en
sus puntas, teniendo cuidado de no maltratarlas,
sobre todo el sello de teflon que es delicado, ya que
se puede deformar facilmente.

Cuando se utilizan las pipetas durante mucho
tiempo, cuando no se tienen las precauciones o
cuidados adecuados y, ademas, no se les realiza un
mantenimiento basico lo que generalmente sucede
es que el pistdbn se contamina y empiezan a
aparecer escoriaciones en su superficie que
provocan fugas de presion y por supuesto esto
conlleva que las mediciones volumétricas de
nuestras pipetas no sean confiables. Uno de los
sintomas es que en la punta de la micropipeta
aparecen gotas que nos indican que hay fugas
debido a la perdida de presion.

Figura 10. Pistones y portapuntas daflados de diferentes modelos
de micropipetas Gilson.

Ahora tenemos que revisar el portapuntas, para
estar seguros de que este libre de algtn residuo o
contaminante que este bloqueando parcial o
totalmente esta parte de la micropipeta. Con el
tiempo y el uso constante se empiezan a formar
estos residuos y no nos damos cuenta de ello hasta
que notamos que la micropipeta ya no toma la
misma cantidad a la que estamos acostumbrados.
Utilizando un bastoncillo con algodéon podemos
limpiar internamente el portapuntas, también
podemos utilizar alcohol isopropilico al 60% o
jabdn de laboratorio, después enjuagarlo con agua
destilada o agua corriente. Hay que tener mucho
cuidado de no introducir herramientas con puntas
afiladas para realizar la limpieza, porque podemos
rayar internamente la superficie del portapuntas lo
cual lo dafiaria de forma irreversible. Una vez
limpio y libre de impurezas podemos dejar que se
seque por un rato.

En ocasiones y por el uso constante de la
micropipeta es probable que el anillo de friccion se
encuentre agrietado o roto, lo primero ocasiona
que la rueda del ajuste de volumen no gire
libremente, es decir se atora cuando la giramos, o
lo segundo hace que el anillo de volumen gire muy
libremente por la falta de esta pieza. Hay que hacer
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notar que el anillo de friccion puede estar
fabricado de un material plastico blando o un
material mas rigido y resistente (poliacetal).

- Ya que seguimos todos los pasos anteriores
podemos volver a armar nuestra pipeta,
procediendo de forma inversa a su desarmado, y
entonces es posible comprobar su funcionamiento.

- Si después de este mantenimiento bdasico y
realizando las pruebas que anteriormente se
mencionaron, notamos que la micropipeta tiene
problemas de repetibilidad o fugas de liquido
entonces es necesario un mantenimiento mayor, es
decir seguramente hay que cambiar sellos,
portapuntas y en el peor de los casos el piston. Para
esto entonces hay que acudir con nuestro prestador
de servicios que realice este trabajo.

.Y después de pipetear que sigue?

Ya para terminar y después de una jornada larga de
trabajo, y aunque hayamos estado en una posicion
comoda, también es muy conveniente que tomemos un
tiempo para relajarnos y permitir que nuestro cuerpo
se recupere y libere cualquier tension muscular
acumulada. Es conveniente tomar un periodo de
descanso, para esto podemos realizar estiramientos y
flexiones de brazos, manos, mufiecas, codos, cintura,
espalda, hombros y cabeza, o simplemente podemos ir
a dar un pequefio paseo, una caminata que nos permita
despejarnos de nuestras labores cotidianas.

El estiramiento reduce el estrés, disminuye el
riesgo de lesiones, mejora su rango de movimiento y
postura, reduce el dolor, mejora los niveles de energia,
aumenta la resistencia y promueve la circulacion
sanguinea saludable.

Sin embargo, hay que tomar en cuenta que estos
ejercicios deben de realizarse de manera gentil y
suave, para que no exista la posibilidad de que nos
vayamos a lesionar. Todo esto nos va a ayudar a tener
un mejor descanso y una mejor disposicion para
regresar al trabajo al dia siguiente.

Conclusiones.

Existen otras situaciones que ponen en riesgo y
deterioran esta herramienta, las caidas que pueden
ocasionar rupturas de alguna parte de la micropipeta o
pueden ocasionar que se doble el eje del boton de
accionamiento, utilizarlas cerca de un mechero o de un
equipo que genere mucho calor como una parrilla,
almacenarlas en un cajon sin tomar en cuenta su
posicion de descanso, dejarlas con puntas que tengan
residuos de lo que se pipeteo, jugar con ellas,
marcarlas con un objeto filoso o con cintas adhesivas,

sumergirlas en agua o en algln liquido, exponerlas al
sol durante mucho tiempo, etc.

Hay que calibrar las pipetas por lo menos una vez
al aflo para asegurar que las mediciones que se
realicen con ellas sean precisas.

A la hora de pipetear:

- Hay que utilizar las puntas adecuadas.

- No hay que dispensar distintas muestras con la
misma punta puesto que esto induce una
contaminacion de las muestras.

- Hay que pipetear con un angulo correcto, 90° para
aspirar y 45° para dispensar ya sea sobre una pared
lateral o directamente sobre el liquido.

- No aspirar aire ni sumergir demasiado la punta en
la muestra.

- Hay que humedecer previamente las puntas de esta
manera se minimiza la evaporacion de la solucion.

- Realizar el pipeteo de manera calmada es decir
despacio y con suavidad.

- No dejar la pipeta en posicion horizontal cuando
no se esté usando.

- Hay que hacer notar que la calibracion de una
pipeta debe de realizarse a temperatura ambiente,
si se trabaja a temperaturas inferiores o superiores
la medicion no sera precisa.
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Resumen

La acumulacion de células senescentes con la edad
se ha reconocido como uno de los marcadores
celulares del envejecimiento. Actualmente existen
principalmente dos enfoques senoterapéuticos para
contender con la acumulacion de células
senescentes: los senoliticos, que promueven su
muerte, y los senomoérficos, que modifican el perfil
de secrecion de estas células para reducir su impacto
negativo. Moléculas como el Dasatinib y la
Quercetina (D+Q) han sido reposicionadas como
senoliticos y han mostrado resultados prometedores
en modelos animales y estudios piloto en humanos.
Entre los senomorficos destaca el sulforafano (SFN),
que es extraido de vegetales cruciferos.

En nuestro laboratorio se encontr6 que el tratamiento
de cultivos primarios de astrocitos senescentes con

Abstract

Senescent cells accumulation with age has been
recognized as one of the cellular hallmarks of aging.
Currently, there are mainly two senotherapeutic
approaches to contend with the accumulation of
senescent cells: senolytics, which promote their
death, and senomorphics, which modify the
secretory profile of these cells to reduce their
negative impact. Molecules such as Quercetin and
Dasatinib (D+Q) have been repositioned as
senolytics and have shown promising results in
animal models and pilot studies in humans. Among
the senomorphics, sulforaphane (SFN), which is
extracted from cruciferous vegetables, stands out.

In our laboratory we found that treatment of primary
cultures of senescent astrocytes with SFN modifies
their secretory profile towards a less inflammatory
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SFN modifica su perfil secretor hacia uno menos
inflamatorio, apoyando su potencial para mejorar el
microambiente celular en el cerebro. Esto se
comprob6 al tratar a ratas Wistar de ambos sexos y
diferentes edades con SFN, encontrando una
proteccion del rendimiento cognitivo y una
disminuciéon de los marcadores inflamatorios,
oxidantes y de senescencia, pero solo en ratas de
mediana edad (15 meses). E1 SFN no revirti6 el dafio
en ratas viejas (21 meses).

Al estudiar el impacto de una dieta hipercaldrica en
ratas Wistar hembras de mediana edad, encontramos
que la  obesidad inducida aumenta la
neuroinflamaciéon y la senescencia en areas
cerebrales clave, lo que lleva a un deterioro
cognitivo. Al tratar a esas ratas con los
senoterapeuticos (D+Q o SFN) por dos meses (de los
12 a los 14) encontramos que D+Q no evitaron dicho
deterioro cognitivo, pero SFN si lo previno, ademas
disminuy6 la inflamacién. Interesantemente, D+Q
incrementaron la neuroinflamacién en ratas
alimentadas con diecta estandar, lo que indica
potenciales  efectos  adversos.  Actualmente,
continuamos evaluando los efectos de ambos
tratamientos en la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica y la eliminacion de células
senescentes en el cerebro.

Palabras claves: envejecimiento, estrés oxidante,

one, supporting its potential to improve the cellular
microenvironment in the brain. This was proven by
treating Wistar rats of both sexes and different ages
with SFN, finding a protection in cognitive
performance and a decrease in inflammatory,
oxidative and senescence markers, but only in
middle-aged rats (15 months). SFN did not reverse
the damage in old rats (21 months).

When we studied the impact of a hypercaloric diet in
middle-aged female Wistar rats, we found that the
induced obesity increased neuroinflammation and
senescence in key brain areas, leading to cognitive
impairment. When we treated these rats with the
senotherapeutic (D+Q or SFN) for two months (from
age 12 to 14), we found that D+Q did not prevent
cognitive decline, but SFN did prevent it and also
decreased inflammation. Interestingly, D+Q
increased neuroinflammation in rats fed with
standard diet, indicating potential adverse effects.
Currently, we continue to evaluate the effects of both
treatments on blood-brain barrier permeability and
senescent cell clearance in the brain.

Keywords: aging, oxidative stress, inflammation,

inflamacion,  obesidad,  senescencia  celular, obesity, cellular senescence, senotherapies.
senoterapias.
Introduccion menoscabo de roles familiares y sociales, el retiro del

Los avances cientificos y tecnologicos en el
ambito de la prevencion y el tratamiento de las
enfermedades han tenido un impacto significativo en
el aumento de la esperanza de vida a nivel mundial.
México no ha sido la excepcion, los datos del censo
poblacional del Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) del 2020 revelaron que la
poblacién de 60 afios y mas en México paso de 9.1%
en 2010 a 12.0% en 2020, mientras que la poblacion
de 0 a 17 anos disminuy6 de 35.4% a 30.4% en ese
mismo periodo (1). Ademads, se ha estimado que una
persona que nazca hoy en dia en nuestro pais tendra
una esperanza de vida que supera en mas del doble a
la que tenia una persona nacida en 1930.

Estos avances, debidos al poder transformador de
la ciencia y la tecnologia, han tenido amplias
repercusiones en el ambito de la salud y el bienestar.
Sin embargo, aun existen multiples dificultades que
enfrentan las personas adultas mayores en nuestro
pais. Estas incluyen la pérdida de las capacidades
fisicas y mentales, la disminucion de la autonomia, el

ambito laboral, la pérdida de la capacidad econdmica,
y lamentablemente un deterioro progresivo en la salud
con consecuencias en ocasiones irreversibles (2).

En particular, los ultimos 6 a 10 afios de vida de
una persona adulta mayor suelen verse afectados por
discapacidades y enfermedades cronicas, lo que ha
puesto en jaque al precario sistema de salud mexicano
(3,4). Esta realidad pone de manifiesto la necesidad
imperante de abordar de manera integral los desafios
que enfrenta dicha poblacién vulnerable en términos
de salud y bienestar.

Envejecimiento

El envejecimiento se ha definido como un proceso
natural e irreversible que se caracteriza por la
disminucion de las  funciones fisiologicas,
bioquimicas y estructurales de los individuos, lo que
se ha relacionado con una mayor susceptibilidad a la
adquisicion de enfermedades que conllevan a la
morbilidad y a la muerte de los individuos. Las
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diferentes teorias que se han propuesto para explicar
el envejecimiento se basan en la interaccion que tienen
los individuos con el ambiente, la acumulacion de
dafio a biomoléculas, la existencia de gerontogenes, la
regulacion de la expresion génica y la epigenética.
Actualmente, se considera al envejecimiento como un
proceso multifactorial y es por ello que se han
propuesto  sellos o marcas distintivas del
envejecimiento (en inglés hallmarks).

En los ultimos afios, un grupo de cientificos
encabezado por Lodpez-Otin, propusieron doce
procesos fisiologicos que contribuyen al proceso del
envejecimiento y se les conoce como marcadores
moleculares o “hallmarks” del envejecimiento. Se ha
planteado que cuando estos procesos se alteran,
fomentan un envejecimiento acelerado, mientras que
cuando se logran suprimir, se incrementa la
longevidad y las condiciones de salud de los
individuos (5,6). Esta propuesta divide a los hallmarks
en tres ejes: marcas primarias, marcas antagonicas y
marcas integrativas. El eje primario se refiere aquellos
hallmarks cuyos procesos estan relacionados al dafio
celular a las biomoléculas, entre los que se encuentran
los siguientes: inestabilidad gendmica, alteracion
telomérica, alteraciones epigenéticas, pérdida de
proteostasis y macroautofagia disfuncional. Los
factores antagdénicos son aquellos que en alguna etapa
de la vida resultan benéficos y en otra dafiinos, como:
desregulacion en la deteccion de nutrientes,
disfuncion mitocondrial y senescencia celular.
Finalmente, los factores integrativos se han
relacionado con procesos fisiologicos del organismo
entre los que se incluyen: agotamiento de las células
madre, comunicacion intercelular alterada,
inflamacion cronica y disbiosis.

Envejecimiento y su relacion con el estado redox

El estado redox esta dado por el balance de las
especies quimicas oxidantes y antioxidantes en la
célula; este balance puede definirse como un
equilibrio dindmico entre las moléculas oxidantes,
como las especies reactivas de oxigeno (ERO) o las
especies reactivas de nitrogeno (ERN) y por las
especies antioxidantes, ya sean enzimaticas (ej.
superéxido  dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa) o no enzimaticas (ej. GSH, vitaminas C,
DyE) (7).

Cuando las moléculas prooxidantes incrementan
hasta el punto en que las especies antioxidantes
existentes no son suficientes para contender con ellas
y mantener la homeostasis, la célula entra a un estado
llamado estrés oxidante, el cual promueve Ila
oxidacion de biomoléculas al alcance de las especies
oxidantes (8).

La teoria del envejecimiento por radicales libres,
propuesta por Harman (1956), sugeria que el
envejecimiento podria estar dado por la acumulacion
de biomoléculas oxidadas durante la vida de un
organismo, incrementando la probabilidad de
desarrollar alguna enfermedad o la muerte (9). Sin
embargo, se ha asumido que el estrés oxidante no
cumple con los criterios estipulados para los
hallmarks del envejecimiento que son: 1) manifestarse
a lo largo del proceso de envejecimiento, 2) al
manipularse experimentalmente, deben de ser capaces
de acelerar el envejecimiento, y 3) las intervenciones
terapéuticas sobre ellos deben de desacelerar o revertir
el envejecimiento. Debido a que existen reportes en
donde al manipularlo (sobreexpresando o eliminando
enzimas antioxidantes) no se observo efecto sobre la
longevidad de los animales (10, 11), el estrés oxidante
o incluso el estado redox no se incorporaron dentro de
los hallmarks. No obstante, se sabe que la homeostasis
redox puede modificarse por una gran cantidad de
factores, tanto intrinsecos y extrinsecos, como la
alimentacion, el medio ambiente y el estrés
psicoldgico, y que su regulacion se pierde durante el
envejecimiento, lo cual tiene un papel fundamental en
el desarrollo de diversas patologias; de manera que se
ha sugerido que los cambios en el estado redox pueden
ser un eje que regule a las otras caracteristicas o
hallmarks (12).

Envejecimiento y su relacion con la inflamacién

Al incremento en la inflamacién que se presenta
durante el envejecimiento se le conoce como
“inflamm-aging” por inflamacion y envejecimiento en
inglés. Este concepto fue propuesto hace algunos afios
por Claudio Franceschi y se refiere a la inflamacion
estéril, no resolutiva e improductiva, que aumenta con
la edad y contribuye a la fragilidad (13,14). Durante el
inflamm-aging no solo se pierde la capacidad de
respuesta frente a los patogenos, haciendo que las
personas sean mas susceptibles a las enfermedades
infecciosas, sino que se genera una respuesta inmune
alterada durante la vacunacibn y una mayor
susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes (15).

Por otro lado, el término inmunosenescencia se ha
empleado para describir la degeneracion del sistema
inmune, tanto del innato como del adaptativo, que se
caracteriza por una inflamacion créonica de bajo grado
(16). Esto se refiere a que los niveles de citocinas
séricas se encuentran mas arriba de lo normal, pero
muy por debajo de lo que se reporta para un estado de
inflamacion ~ frente a un  patégeno. La
inmunosenescencia se asocia con el inflamm-aging
debido al deterioro que sufre el sistema inmune con la
edad. Puesto que estos procesos suelen ocurrir
simultdneamente, se genera un microambiente
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estresante en los tejidos durante el envejecimiento, por
lo que las células pueden activar vias de respuesta
celular, como la senescencia celular (de la cual se
hablara mas adelante), para evitar la transformacion a
células malignas o dafadas que puedan proliferar. Sin
embargo, la acumulacion de células senescentes con
la edad deteriora mas el tejido, contribuyendo al
aumento de la inflamacion.

Senescencia Celular

La senescencia celular es un estado de detencion
irreversible del ciclo celular al cual llegan las células
en respuesta al estrés y dafio, o debido a un exceso de
divisiones celulares y acortamiento de telomeros (17).
Actualmente se acepta que la senescencia puede ser
inducida de manera prematura, es decir, antes de que
las células alcancen su limite proliferativo, mediante
una gran variedad de estimulos como la hiperoxia, el
estrés oxidante, la inhibicion del proteosoma, o la
desregulacion del proceso de autofagia (18,19), entre
otros; y el mecanismo por el cual se lleva a cabo es
principalmente  por dos vias: p53/p21 vy
pl6INK4a/pRB (20). La senescencia celular se
caracteriza por una expresion genética alterada, la
carencia de respuesta ante estimulos apoptoticos o
mitogénicos, alteraciones epigenéticas y la
producciéon de un secretoma llamado Fenotipo
Secretor Asociado a la Senescencia (SASP, por sus
siglas en inglés) (21). E1 SASP incluye una variedad
de moléculas, como citocinas proinflamatorias,
quimiocinas y metaloproteasas, que alteran el
microambiente celular y genera inflamacion crénica
de bajo grado, asociandose al desarrollo de
enfermedades relacionadas al envejecimiento (21,22).

Obesidad

Entre los principales factores de riesgo para
desarrollar enfermedades cronicas, ademas del
envejecimiento, se encuentra la obesidad (23) que
incrementa la morbilidad y la mortalidad a través de
su contribuciébn con el desarrollo de diferentes
enfermedades cronicas como las cardiovasculares, la
diabetes, el cancer, las enfermedades hepaticas y
renales, la apnea del suefio y la depresion (24).
Estudios recientes han demostrado que al mismo
tiempo que se desarrollan cambios patologicos y
enfermedades metabolicas asociadas con la obesidad,
también existe una relacion con el deterioro cognitivo
y el desarrollo de demencias (25).

El sobrepeso y la obesidad son condiciones de
origen multifactorial con interacciones complejas
entre  factores  fisiologicos, ambientales y
socioculturales (26), y han sido definidos por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) como una

acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede
ser perjudicial para la salud; ademas, se ha reportado
que la prevalencia de la obesidad a nivel mundial es
mayor en mujeres (15%) que en hombres (11%) (27).
En Meéxico, este problema de salud publica ha sido
declarado emergencia sanitaria ya que desde 2016 el
72.5 % de los adultos tenian sobrepeso u obesidad, y
también se ha reportado que la prevalencia es mayor
en mujeres (28).

Actualmente existe evidencia de que la obesidad
esta relacionada con un estado de inflamacion cronica
de bajo grado. Las personas obesas y con sobrepeso
tienen niveles séricos alterados de citocinas
inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a, por sus siglas en inglés), la proteina C
reactiva (PCR), diversas interleucinas (IL-6, IL-18),
resistina y visfatina, entre otras, pues la cantidad de
grasa corporal estd fuertemente correlacionada con
dichos marcadores inflamatorios (29).

El tejido adiposo blanco tiene la capacidad de
adaptarse rapidamente tanto a la privacion como al
exceso de nutrientes. En este contexto, los
preadipocitos se diferencian a adipocitos y aumentan
de tamafo, lo que lleva a una mayor capacidad de
almacenamiento de lipidos en su interior (hipertrofia).
La expansion del tejido blanco adiposo esta
acompafiada de cambios en la secrecion de citocinas y
quimiocinas, hipoxia, muerte celular, asi como
infiltracion de células inmunitarias y desregulacion
del metabolismo. La hipertrofia de adipocitos modula
el secretoma adiposo (30), ya que los adipocitos
pueden secretar una variedad de moléculas como IL-
6, proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1,
por sus siglas en inglés), TNF-a, leptina y
adiponectina (31).

Neuroinflamacion, senescencia celular y deterioro
cognitivo

Las enfermedades neurodegenerativas son parte de
las enfermedades cronico-degenerativas mas criticas.
Como se mencioné arriba, se ha demostrado que
ademas de los cambios patologicos y las
enfermedades metabolicas asociadas con la obesidad,
también existe una relacidon con el deterioro cognitivo
y el desarrollo de demencias (32). Se ha reportado que
en México la prevalencia de demencias es superior al
7.3%, con mas del 27.3% en las personas adultas
mayores. Ademas, este tipo de enfermedades son mas
frecuentes en las mujeres (33), por lo que el problema
de deterioro cognitivo parece agravarse en la
poblacion femenina adulta mayor. La obesidad se
relaciona con diferentes cambios fisiopatologicos que
tienen el potencial de impactar negativamente en el
cerebro, ademas de asociarse con inflamacioén de bajo
grado que afecta tejidos periféricos, otros 6rganos y la
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circulacion (34); el consumo cronico de dietas con alto
contenido caldrico se ha relacionado con una funcién
cognitiva reducida tanto en humanos como en
modelos animales (35). Por ejemplo, la evidencia
clinica y experimental han demostrado que Ia
alimentacion rica en grasas saturadas se relaciona con
deficiencias en el aprendizaje, la memoria, el
funcionamiento ejecutivo, asi como atrofia cerebral
(34). También se ha reportado que el establecimiento
de la obesidad durante la mediana edad incrementa el
riesgo de desarrollar demencias como la enfermedad
de Alzheimer en etapas posteriores de la vida (36). Los
estudios realizados en 2018 por Cope y cols.
evidenciaron que la obesidad en ratas en etapa
temprana produce déficits cognitivos asociados a una
pérdida de las sinapsis acompafiado por cambios
morfologicos de la microglia en la corteza prefrontal
medial, una region del cerebro importante para la
flexibilidad cognitiva (37). Asi mismo, las células
gliales, particularmente la microglia y los astrocitos,
pueden ser activados directamente por mediadores
inflamatorios que se secretan durante la obesidad
como las citocinas (38), generando cambios
morfologicos y funcionales significativos. Este perfil
inicialmente puede ser protector y antiinflamatorio a
medida que se resuelve, sin embargo, si este estado se
mantiene de manera cronica, puede tener un impacto
significativo sobre la plasticidad sinaptica y neuronal.

Por otro lado, la inflamacién detectada en el
sistema nervioso central (SNC) inducida por la
obesidad se ha relacionado con cambios en la
integridad de la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (BHE), debido a alteraciones en la
microvasculatura cerebral y disfuncion endotelial. Las
alteraciones en la BHE generan una serie de cambios
como la extravasacion de células del sistema
inmunitario (leucocitos), que a su vez puede propiciar
la entrada potencial de patégenos y toxinas al SNC,
estimulando asi las respuestas inflamatorias y
generando un ciclo vicioso (39).

En respuesta a los cambios en los niveles de
mediadores periféricos (citocinas como IL-18, IL-6,
IFN-y, TNF-a, MCP-1, 4cidos grasos, insulina, etc.),
asi como la pérdida de la integridad de la BHE durante
la obesidad, varios tipos de células en el SNC
experimentan cambios fenotipicos que conducen a su
activacion (40), generando neuroinflamacion y
aumentando el estrés oxidante (41), en particular en

areas del cerebro que son cruciales para la cognicion
como el hipocampo y la corteza cerebral (42) (Figura
1).

Asimismo, la inflamacion y los cambios redox son
factores que fomentan la senescencia celular, y se ha
reportado que organismos alimentados con dietas altas
en grasas acumulan células senescentes en el cerebro,
condicion que se ha relacionado con la ansiedad y la
disminucién de la neurogénesis (43). Ademas de que
se ha encontrado acumulacion de células senescentes
en los tejidos de organismos envejecidos (44) y de
pacientes con enfermedades neurodegenerativas como
el Alzheimer (45). En 2018 se describié un vinculo
entre la acumulacion de la glia senescente con la
disminucién de la cognicion (46); sin embargo, casi
no hay estudios en los que la senescencia celular esté
relacionada con el deterioro cognitivo asociado con la
obesidad durante el envejecimiento.

Senoterapias

En 2011 se reportd por primera vez que la
eliminacion de células senescentes previene algunas
de las caracteristicas de las enfermedades relacionadas
con la edad (47). En ese articulo, las células positivas
a pl6"™* se eliminaron al administrar un farmaco al
raton transgénico INK-ATTAC. Su eliminacion
retras6 la disfuncion de varios tejidos relacionada al
envejecimiento, lo que confirmo la participacion de la
senescencia celular en patologias asociadas con la
edad. En el contexto del cerebro, las investigaciones
recientes también han demostrado que la eliminacion
de células senescentes mejora los fenotipos en
modelos animales con enfermedades
neurodegenerativas dependientes de la acumulacion
de la proteina tau (46). Ademas, la eliminacion de las
células senescentes en el cerebro restaurdo la
neurogénesis y disminuyé el comportamiento
relacionado con la ansiedad en ratones alimentados
con una dieta alta en grasa (43).

Puesto que in vivo no es factible eliminar a todas
las células que sobreexpresan pl6™*, se buscaron
otras moléculas como dianas terapéuticas.
Actualmente  se  utilizan  dos  estrategias
senoterapéuticas: 1) eliminacion de  células
senescentes mediante senoliticos y 2) modificacion de
moléculas secretadas en el SASP mediante
senomorficos.
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OBESIDAD NEUROINFLAMACION

Muerte neuron

NEURODEGENERACION

Figura 1. Efecto de la obesidad en el SNC. Durante la obesidad se establece un estado inflamatorio sistémico, el cual
puede inducir inflamacion en el SNC, conocida como “neuroinflamacién”. La neuroinflamacion se acompaiia de cambios
en la permeabilidad de la BHE, aumento de la extravasacion de leucocitos, liberacion de citocinas proinflamatorias y
activacion de la microglia. El ambiente inflamatorio que se genera dentro del SNC reduce la viabilidad neural. Figura

realizada con BioRender.

Senoliticos

El uso de estrategias bioinformaticas reveld que las
células senescentes sobreexpresan varias moléculas de
las vias antiapoptoticas llamadas SCAP, del inglés
Senescente Cell Anti-apoptotic  Pathways. Las
moléculas SCAP permiten la supervivencia de las
células senescentes al oponerse a las vias
proapoptoéticas (también aumentadas) (48,49). Por lo
que se han desarrollado moléculas denominadas
senoliticos que inhiben a las proteinas SCAP para
estimular la apoptosis. Esta terapia ya se ha utilizado
con éxito en animales y en estudios piloto con
humanos, para prevenir algunos sintomas de
patologias relacionadas con la edad (50-53). Los mas
estudiados son dos farmacos aprobados por la FDA y
la OMS, la Quercetina (Q) y el Dasatinib (D), y que
utilizados en conjunto se han reposicionado como
senoliticos (54). Q es un flavonol natural (55) cuyo
efecto senolitico se basa en la inhibicion de vias de
supervivencia como PI3K, AKT, Bcl-2, p53 y HIF1-
alfa, promoviendo asi la apoptosis de células
senescentes (55). Mientras que D se ha utilizado para
tratar la leucemia mieloide cronica y su efecto
senolitico se basa en la inhibicion de multiples tirosina
cinasas y la via FOXO-p53 (55,56). La combinacion
D+Q ha mostrado resultados positivos al inducir
apoptosis en células senescentes sin afectar a otras
células (54, 56, 57). Sin embargo, atin existen dudas

sobre su especificidad y efectos secundarios cuando se
usa durante periodos prolongados. Ademas, dado que
las células senescentes también tienen efectos
benéficos, como la cicatrizacion de heridas, se
desconoce qué pasaria si las células senescentes
fueran eliminadas por completo. Por tanto, su
administracion solo se ha estudiado a corto plazo y de
manera intermitente (49,58).

Senomorficos

El SASP es el mecanismo por el cual las células
senescentes fomentan diferentes procesos biologicos
en diversos estados de la vida del organismo. Puede
tener efectos benéficos, como remodelacion tisular
durante la embriogénesis (59), la cicatrizacion de
heridas (60), la supresion de tumores (61) y también
efectos deletéreos que contribuyen al deterioro
durante el envejecimiento, asi como la promocion de
tumores (21). Los componentes de SASP pueden
variar dependiendo del inductor de senescencia, del
tiempo y del tejido del cual se trate (62). Sin embargo,
el SASP siempre mantiene su perfil proinflamatorio,
debido a que varios de los factores se conservan (62).
Existen moléculas (llamadas senomorficos) que
pueden modificar el SASP disminuyendo y
modulando sus efectos oxidantes e inflamatorios,
como la rapamicina (63), la metformina (64), los
glucocorticoides (65) y el sulforafano (SFN) (66).
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El SFN (l-isothiocianato-(4R)-(metilsulfinil)
butano) es un compuesto organosulfurado que se
encuentra en los vegetales cruciferos, principalmente
en el brocoli, aunque también en menor concentracion
en la coliflor, la calabaza o las coles de Bruselas. Su
precursor, la glucorafanina, puede ser encontrado en
concentraciones relativamente altas en el brocoli (0.8-
21.7 pmol/g de peso seco) en comparacion con otros
cruciferos. Este precursor es hidrolizado por la enzima
mirosinasa cuando el vegetal sufre algin dafio
mecanico, depredacion o es atacado por patdgenos,
generando como resultado a la molécula activa de
SFN mas una molécula de D-glucosa (67, 68).

La administracion de SFN se ha relacionado con la
activacion de varios blancos moleculares, uno de los
mas estudiados ha sido el factor relacionado al
eritroide 2 (Nrf-2, por sus siglas en inglés), una
proteina reguladora maestra de la respuesta
antioxidante y de la detoxificacion celular, que
también puede promover vias de sefializacion
relacionadas con mecanismos de proteccion celular
(69). Ademas, se ha propuesto que el SFN puede
actuar adicionalmente por mecanismos
independientes de Nrf-2, como la inhibicion de la
activacion de la via de NF-kB, una via de regulacion
critica de la respuesta inflamatoria, por medio de la
inhibicion de la fosforilacion del inhibidor de kB (IkB)
o impidiendo directamente la traslocacion nuclear del
dimero de NF-«B (67-70).

Efecto de senomorficos en cultivos primarios de
astrocitos

Los astrocitos son el tipo de célula glial de mayor
abundancia en el SNC, forman parte de la BHE,
regulan el flujo sanguineo y transportan diferentes
compuestos incluidos los nutrientes. Ademas, tienen
una participacion activa en la sinapsis (mediante la
regulacion de la plasticidad y la funcion sinaptica),
protegen a las neuronas del estrés oxidante/nitrosante
debido al alto nivel de expresion y actividad de las
enzimas antioxidantes (71). Los astrocitos también
liberan citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias,
asi como factores troficos, por ejemplo, el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, por sus
siglas en inglés) (72). Asi mismo, regulan la
transmision  sinaptica, la  sinaptogénesis, la
diferenciacion y proliferacion neuronal, y modulan las
vias moleculares subyacentes a las funciones
cognitivas y el comportamiento (73).

Por todo ello, en nuestro laboratorio se estandarizo
el cultivo primario de astrocitos de corteza de ratas
Wistar neonatas, el cual posteriormente se indujo a
senescencia usando dos estimulos distintos: estrés
oxidante (con 75 uM de H,O, por 2 h) al cual se
denomina Senescencia Prematura Inducida por Estrés
(SIPS, por sus siglas en inglés), e inhibiendo el
proteosoma (con 5 nM de epoximicina cada cambio de
medio), al que llamamos Senescencia Prematura
Inducida por Inhibicion del Proteosoma (PIIPS, por
sus siglas en inglés). Ambos tipos de senescencia se
corroboraron evaluando cuatro marcadores cldsicos
como son: el aumento de la actividad de la enzima [3-
galactosidasa, el incremento del inhibidor del ciclo
celular p16, el marcador de dafio al ADN yH2AX y la
detencion de la proliferacion. Se evaluaron 14
citocinas y 8 quimiocinas por medio de un
inmunoensayo de Multiplex ProcartaPex® y se realizod
una matriz de correlacion entre los distintos grupos a
los 6 y 12 dias de la induccion para analizar los perfiles
de secrecion. En la Figura 2A se muestra un mapa de
calor (heat map) de los perfiles de las 22 citocinas y
quimiocinas evaluadas. Posteriormente, al comparar
los perfiles del SASP entre SIPS y PIIPS al dia 6, el
coeficiente de correlacion fue r =-0.21, indicando que
los perfiles de secrecion se encontraban alejados entre
si, pero al dia 12 el coeficiente de relacion obtenido
entre los 2 grupos de astrocitos senescentes fue de r =
0.37, lo cual implicd que los perfiles de secrecion al
dia 12 tienen algunos componentes compartidos.

Tomando estos datos en conjunto, nuestro analisis
sugirid6 que conforme pasa el tiempo el perfil del
SASP de las células senescentes se aleja
progresivamente del perfil de secrecion de las células
no senescentes, ademas, que el perfil de secrecion de
los 2 tipos de senescencia estudiados, SIPS y PIIPS,
convergen hacia un mismo perfil inflamatorio varios
dias después de inducir la senescencia. Posteriormente
los astrocitos senescentes se trataron con SFN, lo cual
disminuyo la expresion de moléculas del SASP con
actividad proinflamatoria, como la IL-la, e
incrementd la expresion de moléculas con actividad
antiinflamatoria, como la interleucina 10 (IL-10) y
MIP-1a al dia 12, modificando los perfiles secretorios
en células senescentes hacia un perfil preferentemente
antiinflamatorio (Figura 2B-D) (65).

© 2024 Mensaje Bioquimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.



192

Koénigsberg, Mina et al., Mens. Bioquim. 48 (2024): 185-200

=
s
oy
Eu_ =
M (7] L
A Eu 8o
6BEISILLD
Mon senescant
Day 8
SIPs
E Day 12
Dy B
FN
8 Day 12
B ATy C IL-10
i Dia 6 Dla 12 i
13 [ 100 Dig &
al
sl B0
- 6 |
- &0
LY i
Al 40
! of
0 o LN wm
5FN T a; 7 # SEN € +

GRO-alpha

Eotaxin
MCP-1
MCP-3
MIP-1a
MIP-2
e
Pa

2

MIP-1a

Dia 12 o Die & Dia 12
15
.E 10
g
5 | < -
] _-_A_._L Ll_
S sFN - 4 -

Figura 2. Efecto del tratamiento con SFN sobre el SASP de astrocitos primarios de corteza inducidos a senescencia
SIPS. A. Se muestra el mapa de calor de la concentracion de todo el panel de citocinas y quimiocinas evaluado en el SASP
de astrocitos no senescentes, senescentes-SIPS y senescentes-SIPS tratados con SNF a los dias 6 y 12 después de la
induccion. Concentraciones de IL-1a (B), IL-10 (C) y MIP-1a (D) (en pg/ml) a los dias 6 y 12 después de la induccion de
senescencia SIPS tratadas o no tratadas con SNF. Cada barra representa a la media + desviacion estandar de n=3; “p<0.05

usando la prueba de t de Student.

Efecto senomorfico del SFN en ratas Wistar
hembras y machos de distintas edades

Para corroborar los resultados in vitro, evaluamos
si el tratamiento cronico con SFN era capaz de
prevenir el dafio cognitivo relacionado al aumento de
la edad en ratas Wistar hembras y machos de distintas
edades. Para eso se trataron individuos adultos (12
meses) y viejos (18 meses) con SFN (LKT
Laboratories, no. de cat. 4478-93-7) a una dosis de 0.5
mg/Kg disuelto en 1% de DMSO y administrado por
via subcutanea por 5 dias a la semana durante 3 meses
(74), como se observa en la Figura 3. Se emplearon
ratas de 4 meses no tratadas como control joven, y se
evaluaron diversos parametros redox, inflamatorios y
de senescencia. Cabe mencionar que las ratas Wistar
en cautiverio tienen una esperanza de vida maxima de
aproximadamente 24 meses, por lo que las ratas de 4
meses se consideran adultas jovenes, las de 12-15
meses de mediana edad, y las mayores de 18 meses se
consideran viejas. Solo el 30% de las ratas alcanzan
los 24 meses de vida, por lo que serian equivalentes a
personas muy longevas.

La respuesta antioxidante se analizé determinando los
niveles relativos de las enzimas SOD, CAT y GPX, asi
como su actividad enzimatica (los resultados en
extenso se encuentran en la referencia 78). Se
determind el cociente GSH/GSSG para evaluar el

estado redox y el contenido de carbonilos para el dafio
oxidante. Todo ello en la corteza cerebral (Cx) y en el
hipocampo (Hc). Como se observa en la Figura 4,
nuestros resultados mostraron que el SFN restaurd el
estado redox (Figura 4A) y disminuyd el dafio
oxidante en las proteinas (Figura 4B) de la Cx de ratas
adultas, pero no en las viejas. Lo mismo se observo en
el He.

Modelo

Ratas de la cepa Wistar
(Rattus norvegicus)

3 meses de
tratamiento con
SFN
Figura 3. Grupos experimentales. El modelo de
envejecimiento in vivo se realizd utilizando ratas
hembra y macho de la cepa Wistar, las cuales fueron
tratadas por 3 meses con SFN.
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Figura 4. Determinacion del estado redox y dafio oxidante a proteinas. A. Cociente de GSH/GSSG correspondiente a
la Cx de grupos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN, y viejos Ctl y tratados con SFN de ambos sexos. B. Concentracion
de carbonilos correspondientes a la Cx de grupos jovenes, adultos Ctl y tratados con SFN, y viejos Ctl y tratados con SFN
de ambos sexos. Los simbolos indican las graficas de machos y las de hembras. La linea representa a la media + desviacion
estandar. Jovenes: n=5; Adultos Ctl: n=5; Adultos SFN: n=5; Viejos Ctl: n=3; Viejos SFN: n=3. Se realiz6 la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn. La significancia estadistica se
especificé como: *p<0.05 contra el grupo joven, ®p<0.05 contra el grupo adulto Ctl, °p<0.05 contra el grupo adulto SFN y

*p<0.05 contra el grupo no tratado de la misma edad.

De manera interesante, se encontraron diferencias
entre ambos sexos en todos los parametros redox
estudiados. Los machos adultos tratados con SFN
obtuvieron valores similares a los determinados en los
grupos jovenes, mientras que las hembras adultas
tratadas con SFN mostraron mejores resultados. Es
importante seflalar que se sabe que las hembras
jovenes tienen una mejor respuesta antioxidante y una
menor produccion de ERO (75), pero con el declive
hormonal asociado a la edad, esta proteccion
disminuye (76). Ademas, se ha reportado que las
hembras son capaces de responder mejor tras un
insulto oxidante que los machos (77).

En el caso de las ratas viejas no hubo diferencias
por sexo y aunque los animales tratados con SFN no
fueron capaces de recuperar su estado redox como lo
hicieron los animales adultos, ciertamente tuvieron
una mejoria en comparacién a las ratas viejas no
tratadas.

Con respecto a la inflamacién, también se
encontraron diferencias por sexo. La mayoria de las
citocinas proinflamatorias evaluadas en la Cx de las
ratas hembra adultas (IFN-y, IL-1a, IL-1f, IL-17A,
IL-2, IL-6, y TNF-0) aumentaron significativamente
respecto a los controles jovenes, pero el tratamiento
con SFN evitd este incremento en todos los casos,
excepto en la IL-2. En contraste, en los machos no se
encontrd aumento de estas citocinas al pasar a la etapa
adulta, por lo que el tratamiento con SFN tampoco
indujo cambios, excepto en la IL-1a que si aumentd
en la adultez y la IL-1B que disminuyd, pero el SFN
previno esos efectos. En el Hc de las ratas hembra y

machos se observo un comportamiento similar al de la
Cx. Al evaluar a las citocinas de los animales viejos,
independientemente del sexo, no se encontraron
variaciones ni efectos por el tratamiento.

En resumen, los paneles de citocinas y
quimiocinas en machos y hembras fueron diferentes.
Las citocinas proinflamatorias en la Cx y el He de las
hembras fueron superiores a las concentraciones
obtenidas en los machos, principalmente durante la
edad adulta, pero que pudieron disminuir con el SFN.
Es interesante que en las hembras se observaran
efectos muy variados en los niveles de estas moléculas
con la edad, pero no en los machos, que mostraron
niveles similares durante toda la vida. Este puede ser
otro factor relevante para explicar el dimorfismo
sexual durante el envejecimiento, que se complementa
con los cambios hormonales.

La regulacion de la homeostasis redox y de la
inflamacion por el SFN se relaciona con la
disminucién de los marcadores de senescencia (y
H2AX, p21, p38) encontrados en la Cx y el Hc de las
ratas adultas tanto en hembras como en machos y la
presencia de células positivas al marcador SAB-gal, lo
que no sucedi6 en los animales viejos.

Se realizo la prueba de reconocimiento de objeto
novedoso (NOR, por sus siglas en inglés) para evaluar
la memoria declarativa al discriminar entre el objeto
conocido y el objeto nuevo, evaluando el tiempo y el
numero de interacciones con cada uno de los objetos
mediante el indice de discriminaciéon (nimero de
interacciones entre el tiempo). El indice de
discriminacion aumento con la edad en ambos sexos,
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lo que sugiere un declive de la memoria descriptiva.
El tratamiento con SEN solo tuvo efecto en los grupos
adultos, en los que el indice de discriminacion fue
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similar al de las ratas jovenes, pero no en los viejos.
No se encontraron diferencias en cuanto al sexo
(Figura 5A).
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Figura 5. Prueba de reconocimiento de objeto novedoso y laberinto de Barnes. A. Cociente del nimero de interacciones
entre el tiempo de interaccion con el objeto conocido y el novedoso de hembras y machos seglin sefiala el simbolo. B.
Porcentaje de éxito para encontrar el tiinel de escape en el laberinto de Barnes en hembras y machos segtin

Ademas, se empled la prueba del laberinto de
Barnes para evaluar la memoria espacial y el
aprendizaje, registrando la latencia, es decir, el
tiempo que tardaron los individuos en encontrar el
tunel de escape y el numero de errores primarios que
cometieron antes de encontrarlo. En las hembras, las
latencias aumentaron con la edad una media de cuatro
veces mas que en los grupos jovenes, mientras que en
los machos las latencias aumentaron, pero no tanto
como en las hembras. En promedio, las latencias de
los grupos de machos adultos y viejos s6lo duplicaron
las latencias de los machos jovenes.

No se determinaron cambios significativos en la
memoria espacial después del tratamiento con SFN,
pero se encontraron latencias mas bajas en la tarea de
aprendizaje en las hembras adultas en comparacion
con las ratas adultas no tratadas. Por el contrario, los
machos adultos tratados mostraron diferencias
significativas en las tareas de memoria espacial, en las
que las latencias fueron menores en los machos
adultos tratados, pero no se encontraron diferencias
en las tareas de aprendizaje. Por ultimo, los grupos de
viejos de ambos sexos no mostraron diferencias tras
el tratamiento con SFN. Finalmente, se calculd el
porcentaje de éxito de cada grupo (Figura 5B), es
decir, el porcentaje de veces que los individuos

completaron la tarea a lo largo de toda la prueba. En
donde el SFN si tuvo efecto, pero solo en los animales
adultos. Nuestros resultados sugieren que el
tratamiento con SNF puede prevenir, mas no revertir
la homeostasis redox, inflamacion y senescencia en el
SNC, por lo que proponemos su uso para prevenir el
dafio y el deterioro cognitivo asociado al
envejecimiento en animales maduros (78).

Efecto de la obesidad en el deterioro cognitivo, la
neuroinflamaciéon y la senescencia en ratas
hembra Wistar de mediana edad

Para determinar si efectivamente la obesidad se
relaciona con el aumento en la neuroinflamacion, la
senescencia celular y el deterioro cognitivo, a ratas
hembra se les aliment6 con una dieta hipercaldrica e
hiperlipidica desde el destete (21 dias) hasta su
eutanasia a los 13 meses, que es considerado como
mediana edad. No fue posible tener ratas viejas, ya
que las ratas obesas no viven mas de 14-15 meses. La
dieta obesogénica constaba de: 23.5% de proteinas,
20% de manteca animal (con un 40% de grasas
saturadas), 5% de aceite vegetal (con 60.7% de grasas
poliinsaturadas, 24.3% de grasas monoinsaturadas y
15% de grasas saturadas), 20.2% de polisacaridos,
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20.2% de azhcares simples, 5% de fibra, 5% de
minerales y 1% de vitaminas. Con un aporte caldrico
de 4.9 kcal/g (79, 80). Las ratas control se alimentaron
con una dieta estandar comercial, ABENE BDL-
7100MR, que contenia 23% de proteinas, 4.5% de
grasas y 46.5% de carbohidratos, y un aporte calorico
de 3.2 kcal/g.

Nuestros resultados mostraron que la inflamacién
sistémica generada por la obesidad induce un estado
neuroinflamatorio en regiones cerebrales
involucradas en el aprendizaje y la memoria como la
Cxyel He. EnlaFigura 6A se muestran los resultados
obtenidos en la Cx donde se observa que la mayoria
de las citocinas inflamatorias aumentan desde los 6

A

meses de edad por efecto de la dieta, mientras que el
indice de reconocimiento en la prueba NOR
disminuye con la edad y la dieta (Figura 6B). Asi
mismo, el efecto se vio acompaiiado de un incremento
en la expresion de marcadores de senescencia como
los mencionados arriba. En la Figura 7 se muestra un
diagrama anatomico para ubicar las regiones de la
corteza e hipocampo en donde se analiz6 la presencia
de células positivas al ensayo de SA-B-gal para
evaluar senescencia celular, asi como algunas
imagenes  representativas.  Estos  resultados
corroboran que la senescencia fomenta las
consecuencias negativas de la obesidad en la
cognicion y enfermedades neurodegenerativas (81).
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Figura 6. Perfil inflamatorio en la corteza cerebral y deterioro cognitivo mediante la prueba de NOR. A. Los niveles de IL1p, IL6,
MCP-1, TNFa e IL10 se analizaron mediante ELISA. Los datos representan la media + desviacion estandar y se analizaron
mediante ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post hoc de Tukey. Las diferencias significativas entre grupos con
respecto a la DE se marcan con *p<0.05 (n = 6 DE, dieta estandar y n =6 DH, dieta hipercalérica). B. indice de
reconocimiento en la prueba de NOR determinados en ratas alimentadas con DE y DH a los 6 y 13 meses de edad. Cada
barra representa la media + desviacion estandar y se analizaron mediante ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post
hoc de Tukey. Las diferencias significativas entre grupos con respecto a la DE se marcan con *p<0.05 y las diferencias a

distintas edades se marcan con ¥p<0,05 (n = 12 DE y n =12 DH).

Efecto de los senoliticos (D+Q) o el senomorfico
(SFN) en el deterioro cognitivo y la inflamacién en
ratas hembra Wistar con obesidad

Finalmente, para conjuntar todo lo estudiado hasta
este momento, se compard el efecto de los senoliticos
(D+Q) frente al senomorfico (SFN) sobre la funcion
cognitiva en un modelo de ratas Wistar hembra de
mediana edad con obesidad. Para ello, las ratas fueron
alimentadas con la dieta obesogénica descrita
anteriormente, desde los 21 dias de vida hasta su
eutanasia a los 14 meses de edad. Los tratamientos

con los agentes senoterapéuticos se administraron de
los 12 a los 14 meses. El SFN se administr6 en la
dosis previamente empleada y descrita arriba (0.5
mg/kg, por via subcutanea, 5 dias a la semana durante
dos meses), mientras que los senoliticos, Dasatinib
(Sigma Aldrich, CDS023389) y Quercetina (Sigma
Aldrich, PHR14-88), se diluyeron en PEG 400 al 10%
y se administraron por sonda oral a dosis de 5 mg/kg
y 50 mg/kg, respectivamente (82). Se realizd una
unica administracion una vez al mes durante dos
meses (Figura 8).
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Figura 7. Evaluacion de presencia de células senescentes en cerebro. A. Diagrama anatomico para ubicar las regiones
analizadas. B. Imagenes representativas de diferentes regiones con células con caracteristicas de senescencia acumuladas
en la corteza e hipocampo en animales con DH a los 13 meses. C. Porcentaje de células SA-B-gal positivas por area en cada
seccion del cerebro en la corteza y el hipocampo. Se representa graficamente el promedio de tres cerebros por grupo. Los
datos representan la media + desviacion estandar y se analizaron mediante ANOVA de dos vias, seguido de una prueba post
hoc de Tukey. Las diferencias significativas entre grupos con respecto a la DE se marcan con *p<0,05 (n = 6 DE y n =6
DH).

La memoria declarativa se evalué mediante la
pruecba de NOR, y la memoria espacial y el Rata Wistar (Rattus norvegicus)
aprendizaje se evaluaron mediante el laberinto de -
Barnes. A los 14 meses, las ratas con dieta
hipercaldorica mostraron un deterioro cognitivo en 0 T g g iy e n3 1% Tg 1831 12 1% 18
comparacion con las ratas alimentadas con dieta
esténdar, pero el tratamiento con el coctel de CONSUMO DE DIETA HIPERCALORICA
senoliticos no .eV1t0 este deterioro. Sin embargo, las e
ratas con obesidad y tratadas con SFN mostraron un
mejor rendimiento en la prueba de NOR y en el
laberinto de Barnes. Asi mismo, encontramos un
aumento de marcadores de inflamacion (IL-IB, IL-6, Flgur.a 8. Esquema del diseiio expel'.lmental. Esquema
TNF-a e INF-y) tanto en la periferia como en el experimental que se emplea para estudiar el efecto de los

. senoliticos (D+Q) y el senomorfico (SFN) en el deterioro
cerebro (corteza cerebral e hipocampo) en las ratas . ; s, .
cognitivo y la inflamaciéon en ratas hembra Wistar con

obesas. Ambos tratamientos consiguieron revertir esta  jp-qoq
inflamacion, pero el SFN ademas aument6 los niveles
de la citocina antiinflamatoria IL-10, y fomento la
plasticidad y supervivencia neuronal incrementando el
factor neurotr6fico BDNF. De manera interesante,

Conclusiones y perspectivas

encontramos que los senoliticos en ratas alimentadas Nuestro grupo de trabajo ha encontrado que el
con dieta estandar ejercen un efecto adverso SFN tiene un papel protector en cuanto a la
aumentando la neuroinflamacion. neuroinflamacion inducida por la edad y la obesidad,

que se relaciona con varios factores entre los que
destaca la modulacion del SASP y retrasa la aparicion
de las células senescentes. Sin embargo, este papel
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protector observado a mediana edad no revierte el
dafio ya presente en animales viejos. En cuanto a la
comparacion entre senomorficos y senoliticos,
aparentemente el SFN tiene mejores efectos en evitar
el déficit cognitivo y la neuroinflamacion en ratas
hembra de mediana edad obesas y controles.
Interesantemente, el coctel de senoliticos D+Q mostro
efectos adversos en ratas alimentadas con dieta
estaindar, lo que podria deberse a que no son
totalmente selectivos para células senescentes.

Puesto que la neuroinflamacién y el deterioro
cognitivo se han asociado con el aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica,
actualmente estamos evaluando los efectos de los
senoterapéuticos D+Q o SFN en dicha barrera en este
mismo modelo. Asi mismo, evaluaremos la presencia
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Resumen

La alfa sinucleina (aSN) es una proteina de 140 aa,
que forma oligdmeros estables en las membranas de
varios sistemas celulares. La aSN agregada se ha
asociado con enfermedades neurodegenerativas
como la Enfermedad de Parkinson, la demencia por
cuerpos de Lewy, entre otras. Sin embargo, también
se ha encontrado en musculo en la Miositis
esporadica por cuerpos de Inclusion, todas patologias
asociadas al envejecimiento. En este trabajo
estudiamos la presencia y distribucion de aSN en
membranas de superficie; Sarcolema (SL) y Tubulos
transversos (TT) aislados de musculo esquelético
proveniente de ratas jovenes y viejas. Nuestros
resultados demuestran que la aSN esta presente en el
musculo esquelético (ME) de animales jovenes y
viejos siendo mas abundante en los animales viejos.
La oSN se encuentra principalmente en forma
monomérica en el citoplasma y oligomérica
(tetrameros y pentameros) en las membranas,
localizandose fuera de los micro dominios lipidicos
“balsas lipidicas”. Los TT, conocidos por contener
una abundante concentracion de colesterol presentan
menos oSN, por lo que una disminucion de la

Abstract

Alpha-synuclein (aSN) is a 140 aa protein, which
forms stable oligomers in the membranes of various
cellular systems. Neurodegenerative diseases like
Parkinson's disease and Lewy body dementia have
been linked to aggregated aSN. All aging-related
pathologies have also been linked to it, including
sporadic Inclusion Body Myositis in the muscle. In
this work, we examine the distribution and presence
of aSN in surface membranes from young and old
rats' skeletal muscle, specifically the sarcolemma
(SL) and transverse tubules (TT). Our findings show
that aSN is found in both young and old animals'
skeletal muscles (SM), with older animals having
higher concentrations of aSN. aSN is primarily
found in the cytoplasm in monomeric form and in
membranes in oligomeric form (tetramers and
pentamers), outside of lipid microdomains known as
"lipid rafts." Since TT is known to have a high
cholesterol content, TT has less aSN; therefore, a
drop in cholesterol allows for a greater localization
of aSN oligomers in this membrane fraction. Older
animals secrete more a.SN when their muscles are at
rest. Our findings suggest that oligomeric aSN is
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concentracion de colesterol permite una mayor
localizacion de los oligdbmeros de oSN en esta
fraccion membranal. La aSN, es secretada por el
musculo en reposo en mayor cantidad en los
animales viejos. En conclusion, nuestros resultados
indican que la aSN oligomérica esta presente en los
musculos de los animales sanos y se potencia durante
el envejecimiento. La presencia de colesterol
previene la asociacion de la aSN a las membranas.
Lo anterior sugiere que una alteracion en la
concentracion de colesterol membranal pudiera
conducir a una coexistencia desacoplada de estos
oligdmeros en la membrana, facilitando la expulsion
de aSN del tejido mas abundante de los vertebrados
al espacio extracelular, convirtiéndose en la fuente
mas abundante de oSN en la sangre lo que al
atravesar la barrera hematoencefélica pudiera estar
involucrada en las enfermedades
neurodegenerativas.

Palabras claves: alfa sinucleina (aSN), musculo
esquelético, sarcolema, oligdmeros, envejecimiento.

found in the muscles of healthy animals and that its
levels increase with age. Cholesterol inhibits the
aSN's ability to attach to membranes. According to
the information above, a change in the concentration
of membrane cholesterol may cause these oligomers
to coexist uncoupled in the membrane, which would
make it easier for aSN to be expelled from
vertebrates' most abundant tissue and into the
extracellular space, where it would become the most
abundant source of aSN in blood, which, when
crossing the blood-brain barrier, could be involved in
neurodegenerative diseases.

Keywords: Alpha-synuclein (aSN), skeletal muscle,
sarcolemma, oligomers, ageing.

Introduccion

La a-sinucleina (aSN) es parte de la familia de la
"sinucleinas" que incluyen a la B-sinucleina (BSN) y
la y-sinucleina (ySN). La aSN y BSN se expresan
unicamente en mamiferos (1). Estas proteinas son
pequetias, solubles, y no poseen una estructura
secundaria y/o terciaria definida en condiciones
fisiologicas. La aSN se considerd por mucho tiempo
como un mondémero no estructurado presente
principalmente en el citoplasma que asume una
conformacion a-helicoidal cuando se une a
surfactantes (2); micelas, liposomas (3); membranas
biolégicas (4) o por predicciones de dinamica
molecular (5), (Figura 1).

N, N,

coo

Y129

Y129 _
coo

Figura 1. oSN en estado nativo y en conformacion a-helicoidal de
la region NH2-terminal.

La aSN se identifico por primera vez en 1988
como una proteina de 143 aminoacidos (aa), en
vesiculas sinapticas colinérgicas de Torpedo de
californica, y posteriormente se encontr6 una proteina

similar de 140 aa en cerebro de rata con una alta
homologia a la identificada en el torpedo. Su nombre
deriva del area en donde se identifico “syn”
terminales presinapticas y ‘“nucleina” membranas
nucleares (6). Posteriormente en un analisis
estructural de la proteina P-amiloide (AP)
caracteristica en la enfermedad de Alzheimer (EA), se
identificaron dos péptidos uno de 140 aa y otro de 134
aa, a estos se les nombro proteinas No Amiloides
(NAC) con estructura . Estudios posteriores
purificaron y secuenciaron las 2 proteinas no
amiloides; encontraron que presentaban alta
homologia con la SN identificada en el torpedo y la
rata (7).

La aSN fue considerada intracelular y especifica
de cerebro por mucho tiempo hasta que se detectd en
plasma humano y liquido cefalorraquideo (LCR),
también se detectd en la eritropoyesis, siendo su
expresion maxima en el eritrocito maduro (8). Hay
evidencia que el 99% de aSN estd unido a la
membrana de los eritrocitos y el resto libre en plasma
(9, 10). Se ha encontrado en muchos tejidos y
recientemente en grandes cantidades en musculo
esquelético (18). Por lo que se considera una proteina
ubicua y multi funcional.

La aSN pasa la barrera hematoencefalica (11) en
ambas direcciones, por lo que se ha propuesto un
comportamiento similar a un prion, lo cual explicaria
su propagacion entre células observado en diversos
estudios donde se han realizado transfecciones de
oSN especificamente en la sustancia negra y se
localizan posteriormente en otras regiones cerebrales
(12). Debido a este proceso de diseminacion
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transcelular se pudo estudiar la propagacion
transcelular de oligomeros aSN y su ubicacion
extracelular sugiriéndose diversas vias secretoras (3).
La aSN esta codificada por el gen SNCA presente en
el cromosoma 4q21.3-q22, organizado en 7 exones
(13). Es una proteina acida con tres dominios y tiene
un punto isoeléctrico de 4.7 (14). El extremo amino
terminal (N-terminal) esta cargado positivamente, el
segmento hidrofobico central no-amiloideo (NAC), y
la cola acida el extremo carboxilo que estd cargado
negativamente (C-terminal) (Figura 2).

N-terminal
aa 1-60
Carga neta +

C-terminal
aa 96-140
Carga neta -

Figura 2. Estructura de la aSN. Se diferencian 3 regiones: N-
terminal (aa 1-60) anfipatica, presenta mutaciones puntuales A53T,
E46K y A30P, en la region NAC (aa 61-95) hidrofobica, la
dimension de las flechas representa la importancia en la presencia
de la mutacion en la Enfermedad de Parkinson de origen genético.
En la region C-terminal (96-140) con carga neta negativa se
encuentra la serina 129 (S129) cuya fosforilacion estd asociada con

su agregacion.

El dominio N-terminal de aSN se caracteriza por
la presencia de una secuencia Unica y altamente
conservada con un motivo consenso central de K (A)
-TA,V)-K(V)-E(@Q,T)-G(Q)-V (A). Estos
motivos que se encuentran entre los residuos 10-86 y
son caracteristicos de las apolipoproteinas y
corresponden a la secuencia que da a la aSN su
interaccion con lipidos en general y la capacidad de
unién a las membranas, este dominio adopta una
estructura anfipatica de a-hélice (2). En este dominio
se han identificado 5 mutaciones puntuales AS3T,
A30P, E46K, G51D y H50Q que se han asociado con
condiciones  patoloégicas en las  llamadas
Sinucleopatias, como la Enfermedad de Parkinson. El
dominio central de aSN (61-95 aa), también conocida
como NAC (no Ap), designada como la region
propensa al auto ensamblaje durante la agregacion y
formacion de fibrillas, ya que puede formar
estructuras [ cruzadas, contiene dos motivos
KTKEGYV adicionales (2). El dominio C-terminal de
aSN (96-140 aa) es una cola acida de 43 residuos
contiene 10 residuos de glutamato, 5 de aspartato, 5
prolina y 3 de tirosina (Y125, Y133, e Y136), (15) la
presencia de estos aminodcidos  cargados

negativamente y de prolina inducen giros y alteran la
estructura de la proteina. Debido a su baja
hidrofobicidad y alta carga neta es la zona de la
proteina mas susceptible de sufrir modificaciones
post-traduccionales (14, 2). La fosforilacion de la
serina 129 (S129) se ha relacionado a la aSN
agregada y no a la proteina soluble. Otra caracteristica
que relaciona a aSN y la membrana, son las
mutaciones puntuales de la proteina que se
encuentran en su dominio N-terminal, el motivo que
determina la union a lipidos de membrana. Se ha
descrito en estudios in vitro que la mutacion A53T
genera la union a la membrana haciéndola mas
permeable (16). Lo que sugiere que la proteina entra
a las células de la misma manera en que puede salir
de ellas. Aunque interesante, la mutacion A53T que
es la méas asociada a la Enfermedad de Parkinson solo
representa menos del 10 % de todos los casos
reportados de modificaciones genéticas en esta
enfermedad.

La presencia de aSN extraida de cuerpos de Lewy
humanos provenientes de pacientes con Enfermedad
de Parkinson se han encontrado fosforilados en S129
por lo que se ha sugerido que esta modificacion
corresponde a una proteina no soluble y responsable
de su oligomerizacion y agregacion (17). Sin
embargo, nosotros hemos encontrado que la forma
fosforilada de la aSN es comtn y se encuentra en las
mismas concentraciones en musculo y cerebro de
ratas jovenes y viejas (18).

Es importante aclarar que el término "oligémero"
se usa para describir agregados de bajo peso
molecular, que no han adquirido una organizacién
fibrilar. Las formas homo-oligoméricas que se han
descrito son dimeros, trimeros, tetrameros,
pentameros, hexameros, etc. Siendo los tetrameros y
pentameros los mas abundantes (Figura 3).

NH,

MN % €00 oo
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Figura 3. Formas homo-oligoméricas de aSN presentes en el
citoplasma, membranas y espacio extracelular.

Aunque se ha sugerido que los oligdémeros son la
antesala de las fibrillas de aSN, en 2011 se demostro
por primera vez que también se encuentran las formas
oligoméricas en condiciones fisiologicas,
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detectandose un tetramero de 58 kDa asi como
hexameros y octameros de 80-100 kDa de manera
estable, resistentes a la agregacion y con mayor
capacidad de union a lipidos que la del monémero
(19).

En un estudio independiente se identifico y
caracterizo al tetramero de oSN con estructura o-
helicoidal; el tetramero se form6 independientemente
de la presencia de membranas con estructura estable
y sin formar fibrillas, probablemente por las
interacciones hidrofobicas entre las subunidades, esta
actividad es comun en otras proteinas que también
tienden a formar oligdmeros en condiciones normales
(20). Por lo tanto, se ha postulado que los oligomeros
de aSN y el mondémero coexisten en condiciones
nativas en el citoplasma y en las membranas (Figura
4).
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Figura 4. Posibilidades estructurales de la oSN en su interaccion
con lipidos de membranas bioldgicas.
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En 2012 se describié un proceso potencial de
penetracion de aSN en la membrana; los grupos
hidréfilos aSN entran en contacto con los grupos
polares de los lipidos en la superficie de la bicapa de
la membrana. Primera etapa: GLN62 y ASN65 entran
en contacto con los atomos de oxigeno (aceptores de
enlaces de hidrogeno) situados en la superficie de la
estructura lipidica. Etapa media: la penetracion de
aSN, los residuos hidréfobos como VAL63 y VAL66
desempenan el papel de llevar a cabo las
interacciones con las partes hidréfobas de los lipidos
de la membrana y las interacciones hidrofobas de las
valinas con los fosfolipidos de la membrana
contintan interactuando. Los principales grupos
hidrofilos (ASN65) de la molécula aSN estan en
movimiento interactuando con grupos polares en el
lado opuesto de la membrana (5). En la etapa final, la
mayor parte del extremo N-terminal oSN se
transforma en una estructura similar a una cadena f3
extendida que facilita la penetracion de la proteina a
través de la membrana.

En 2014 se mostrd que la aSN se une a vesiculas
sinapticas in vivo no como mondmero, Sin0 como
oligdbmero a-helicoidal plegado con una orientacion
estructural definida (21). En 2022, en membranas
aisladas de células neuronales y musculares,
observamos que la disociacion de la aSN en la
membrana es resistente a una alta fuerza idnica, su
presencia en las membranas plasmaticas después del
proceso de aislamiento y su presencia en medio
extracelular indican una localizacion transmembranal
estable (18).

El musculo esquelético (ME) representa
aproximadamente el 40% de la masa corporal de los
vertebrados mamiferos adultos. Durante el
envejecimiento, se producen cambios fisiologicos en
todos los drganos, particularmente en el ME, tejido
que no se divide después del nacimiento. La
debilidad, atrofia y muerte celular del ME produce
una pérdida de masa corporal magra con el
envejecimiento conocida como sarcopenia (23). En
los seres humanos, el proceso de envejecimiento
conduce a la pérdida de masa y fuerza muscular,
comenzando a los 40 afios y disminuyendo
constantemente con la edad (24). Hay una aceleracion
significativa de la tasa de disminucion de la masa
muscular después de los 65 afios en el ser humano y
de los 24 meses en la rata. Dado que el ME es el
principal reservorio de proteinas y regulador de la
glucemia, una respuesta debilitada al estrés
contribuye significativamente a la fragilidad en la
vejez. Estudios protedomicos del ME en el
envejecimiento revelan una disminucion en la sintesis
de las proteinas estructurales e involucradas en la
actividad contractil de este tejido, sin embargo, existe
una sobreexpresion de otro grupo de proteinas
asociadas con procesos inflamatorios y de autofagia
(25).

La fibra muscular esta expuesta constantemente a
dafios mecanicos y metabdlicos que se agravan
durante el envejecimiento y tienen efectos
secundarios en la forma de degradacion de proteinas
y/o acumulacion de polipéptidos potencialmente
toxicos. La Miositis Esporadica por Cuerpos de
Inclusién y otras de su tipo en el ME son similares a
las neurodegenerativas como la enfermedad de
Parkinson (EP), Demencia con Cuerpos de Lewy
(DLB) y Atrofia multisistémica (MSA), por su efecto
al Sistema Nervioso Central (SNC), en términos de la
presencia de agregados proteicos de aSN, fenémeno
que cuando se presenta, aparece asociado al
envejecimiento. Por esta razon existe un gran
esfuerzo en muchos grupos de investigacion por
estudiar a la aSN como un biomarcador ya que se
encuentra en el liquido céfalo-raquideo y en el
torrente sanguineo. Por lo que entender cudl es la
fuente de aSN y el mecanismo por el que la aSN esta
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presente en estos fluidos corporales es de suma
importancia para el diagndstico temprano,
tratamiento y pronostico en las enfermedades
neurodegenerativas en la vejez.

Materiales y Métodos:

Animales. Se utilizaron ratas macho Wistar
jovenes (6m) y seniles (24 y 28m) mantenidas en
condiciones de laboratorio con fotoperiodo invertido
de 12/12h (luz-obscuridad) con libre acceso al
alimento y al agua. Todos los procedimientos se
realizaron de acuerdo con la Guia para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de
Recursos de Animales de Laboratorio de los Estados
Unidos aprobada en Meéxico por el Comité de
Investigacion y Etica de la Facultad de Medicina
(NOM-062-Z001999) de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM) (Proyecto 41/2021).

El aislamiento de membrana plasmatica neuronal
libre de mielina se realizd para determinar la
expresion de oSN en todo el cerebro utilizandolo
como referencia para compararlo con la expresion de
oSN en el musculo esquelético, siendo el tejido
nervioso el mas ampliamente asociado con la
expresion de oSN. Se aislaron membranas
plasmaticas de tejido neuronal como se ha descrito
previamente (26). Los cerebros aislados se trituran y
homogeneizan manualmente con un homogeneizador
en 15 mM Tris-HCI, 320 mM sacarosa, pH 7.8 y se
centrifugan a 3000 g porl0 minutos a 4°C. Los
sobrenadantes se colocan en capas sobre un gradiente
que contiene 850 mM sacarosa, 15 mM Tris-HCI, pH
7.8 y se centrifugan a 70,000 g, a 4°C. La interface
entre los gradientes de 320 mM y 850 mM de sacarosa
corresponde a la nube de mielina (27), la que es
separada parta que no interfiera con la determinacion
de la aSN presente en las neuronas. Para eliminar las
mitocondrias y la posible mielina residual, la muestra
restante se centrifuga por 30 minutos a 20,000 g, 4 °C.

Para aislar la Sarcolema de los musculos rapidos
de las ratas jovenes y viejas, se utilizan las mismas
ratas Wistar. Se separan los musculos y a partir de
ellos se obtiene la SL mediante centrifugacion
diferencial y gradiente discontinuo de sacarosa como
se ha descrito anteriormente (18, 28). Las membranas
se aislan en un medio que contiene: 20 mM Tris-
malato y 100 mM KCI, pH 7.0. El homogeneizado se
centrifuga a 12,000 g durante 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante se filtra y se le afiade KCl so6lido hasta
una concentracion final de 0.6 M, lo que permite que
las proteinas asociadas a la membrana se disocien y
aquellas que son transmembranales se conserven.
Posterior a la homogeneizacion, se centrifuga a
140,000 g durante 40 minutos a 4°C. Para eliminar el
exceso de KCl, la fraccion precipitada se suspende en

una solucion que contiene: 20 mM Tris-malato y 100
mM KCL, pH 7.0, y luego se transfiere a un gradiente
de sacarosa del 23%, 26%, 29% y 35% p/v
centrifugandose a 75,000 g durante 16 horas. La
interface 23/26% corresponde a SL segin se ha
caracterizado previamente (28). Esta fraccion del
gradiente se suspendié en una solucién de 20 mM
Tris-malato y 100 mM KCI pH 7.0 y se centrifug6 a
140,000 g durante 40 minutos. El precipitado se
recogid y se suspendi6 una vez mas en 20 mM Tris-
malato y se usé para en el aislamiento de balsas
lipidicas cuando se necesitaron.

El procedimiento para el aislamiento de las
membranas de Tubulos transversos (TT) es simular al
anterior, pero se usa un gradiente diferente, ya que la
composicion quimica de estas membranas es
substancialmente diferente de las otras membranas de
superficie. Se usa un gradiente discontinuo de
sacarosa de 25, 27,5, 30 y 35 % (p/v) y se centrifuga
a 75,000 g durante 16 horas. Las membranas aisladas
del gradiente de sacarosa en la interface del 25 al
27.5% contienen la mayor cantidad de colesterol y
receptores de Dihidroipiridina, por lo que
corresponde a las membranas de TT como ha sido
descrito previamente en detalle (29).

A partir de las membranas aisladas: Sarcolema y
TT se aislaron membrana resistente a detergentes o
balsas lipidicas. Brevemente, alicuotas de 0.1 mg/ml
de SL aislado o TT se incubaron en Triton X-100 al 1
% durante 30 minutos a 4 °C y luego se diluyeron en
un volumen igual de una soluciéon de sacarosa al 80
%. Se centrifugan en un gradiente discontinuo
formado por la adicion de soluciones de sacarosa al
30% y al 5% durante 18 h a 200,000 g, 4 °C. Se
colectan nueve fracciones elegidas de la superficie
hasta el fondo del tuvo (F1-F9). A todas estas
fracciones membranales se les determina la
concentracion de colesterol por un método
colorimétrico. La determinacion de colesterol es
fundamental, ya que es un componente de membrana
que permite la formacion de micro dominios lipidicos
y por lo tanto la particion de proteinas en la
membrana.

Las fracciones membranales se analizan mediante
SDS-PAGE al 10% y se transfieren a una membrana
de nitrocelulosa para Western blot, incubandose con
el anticuerpo primario anti aSN (1:500, monoclonal).
Después de lavar e incubar con el correspondiente
anticuerpo secundario marcado con peroxidasa, las
transferencias se observan utilizando el escaner C-
DiGit Blot (LI-COR Biosciences). El andlisis
densitométrico de transferencias Western se realiza
utilizando el software Image Studio (Li-COR
Biosciences).
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Resultados

Los resultados muestran en la Figura 5, que la
presencia de oSN en forma oligomérica en Sarcolema
y en las membranas de las células neuronales es
equivalente expresadas por unidad de masa (mg de
proteina).
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Figura 5. Presencia de la aSN en A) Sarcolema y B) Membranas
neuronales aisladas de animales jovenes (J) y viejos (V). La

cantidad de aSN esta ajustada por mg de proteina (n=6).
Modificada de (18).

La importancia de esta comparacion radica en la
cantidad de tejido que es capaz de expresar la proteina
y mantenerla en la membrana plasmatica. El musculo
esquelético representa mas del 40% del peso corporal
del humano adulto, mientras que el cerebro representa
unicamente el 2%. Teniendo esto en cuenta, los
acotaremos al estudio de la aSN en el tejido muscular.

La presencia de aSN en la Sarcolema es mayor
que en los TT, con una distribucion diferente de las
dos formas oligoméricas mas abundantes. La Figura
6 muestra que la presencia de los oligdémeros de aSN
en las membranas de los musculos de animales
jovenes el pentdmero es mdas abundante en la
Sarcolema que en el TT en una relacion de 7:1. Por
otro lado la presencia del tetramero en la Sarcolema
es de 18:1 en relacion con el TT. Ademas de mostrar
que la cantidad de aSN en la SL es 20 veces mayor
que la de TT. Los TT, son membranas que contienen
cinco veces mas colesterol que la Sarcolema a pesar

de provienen de una invaginacion de esta, sin
embargo, tienen una composicion lipidica muy
diferente. La relacion Tetramero/Pentamero en la
Sarcolema es 0.7 y en los TT es de 0.25.
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Figura 6. Presencia de Oligomeros en las membranas de
Sarcolema (SL) y Tubulos transversos (TT) de musculo esquelético
de animales jovenes, Las barras son obtenidas a partir de la
densidad optica (OD) del immunoblot con anti-aSN (n=6).
Modificada de (18).

La expresion de aSN en Sarcolema y Tubulos
transversos aislados de musculo esquelético de ratas
viejas se presenta en la Figura 7.
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Figura 7. Presencia de Oligomeros en las membranas de
Sarcolema (SL) y Tubulos transversos (TT) de musculo esquelético
de animales viejos, las barras son obtenidas a partir de la densidad
optica (OD) del immunoblot con anti-aSN (n=6). Modificada de

(18).

La estructura oligomérica mas abundante en la
Sarcolema en el animal viejo es también el pentamero
en una relacion de 20:1 en su expresion en los
Tubulos transversos. Por otro lado, la presencia del
tetrAmero en la Sarcolema mantiene una relacion de
3:1. Lo que muestra una mayor cantidad de aSN en la
Sarcolema que en los TT también en el animal viejo.
Sin embargo, aumenta la cantidad de tetrameros en
los TT en los animales viejos en relacion con los
jovenes. La relacion Tetramero/pentimero en la
Sarcolema es 0.8 y en los TT es de 5.0, invirtiéndose
esta relacion respecto a los animales jovenes.

La Figura 8, muestra que los oligdmeros de aSN
detectados en la Sarcolema se encuentran
exclusivamente fuera de los dominios membranales
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enriquecidos en colesterol y esfingolipidos. En los
Tuabulos transversos, que tienen una composicion
equivalente a la de las balsas lipidicas y el 95% de
esta fraccion membranal se localiza en las primeras
fracciones (F1-F4), por lo que se consideran como
mega balsas lipidicas, representando 7 veces mas area
de membrana de superficie que la Sarcolema tienen
una expresion muy reducida de aSN.

SARCOLEMA

Balsas lipidicas (BL) No BL
Alto contenido de Colesterol  Ausencia de Colesterol

LI S p—"

Figura 8. Western blot representativo para detectar aSN en balsas
lipidicas aisladas de membranas de sarcolema de miisculos de ratas
jovenes. Se utilizé un total de 0.002 mg de proteina por fraccion,
para garantizar que todas las columnas tuvieran la misma cantidad
de proteina. La primera columna corresponde al marcador de peso
molecular. Las fracciones de (F1-F4) contienen membranas
resistentes a detergentes (balsas lipidicas) y las fracciones (F7-F9)
contienen membranas no resistentes a detergentes (No-balsas
lipidicas).

El hecho de que la aSN se encuentre en el tejido
muscular en concentraciones equivalentes al tejido
cerebral libre de mielina, por mg de proteina significa
que el misculo produce mas aSN a nivel organismo.
La pregunta siguiente es si la aSN es secretada del
musculo como se ha sugerido sucede con el tejido
nervioso y de esta manera contribuye a la
concentracion de aSN circulante.

Para determinar la contribucion del musculo en la
presencia de oSN en el espacio extracelular,
utilizamos al musculo Extensor Digitorum Longus
(EDL) aislado de ratas jovenes y viejas. El musculo
se coloca en una camara de experimentacion,
conectado con electrodos de platino a un estimulador
y aun transductor de fuerza para registrar la fuerza de
contraccion. En reposo y después de un protocolo de
experimentacion se determind la presencia de aSN
por Wetern blot, en el medio de incubacion y se
realizé el experimento mecéanico para determinar que
la presencia de aSN no era secundarios a muerte
celular en la rata joven. Se realizO el mismo
experimento con el musculo de la rata vieja y en
ambas situaciones, monomeros, tetrameros y

pentameros fueron encontrados fuera del musculo.
En todas las formas, la aSN se encontré en mayor
cantidad en el musculo viejo (Figura 9).
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Figura 9. aSN extracelular del musculo EDL de ratas jovenes y
viejas en reposo después de 3 horas de incubacion en solucion de
Krebs. A) Las barras representan el analisis estadistico de la D.O.
de los mondmeros, tetrameros y pentdmeros. (n=6). B) es el
protocolo de  estimulacién antes de la incubacidn;
consecutivamente se realiza una estimulacion tetanica (t1 a T4) y
se espera para la recuperacion de la fatiga (R). C) Protocolo de
estimulacion después de 3 horas de incubacion de este EDL con
estimulaciones tetanicas (TI a T3) y recuperacion de la fatiga.
Modificada de (18).

La aSN es una proteina con funciones celulares,
su presencia en las membranas puede significar una
funcion membranal o el paso transitorio hacia el
espacio extracelular. En cualquiera de estas dos
condiciones se supone una relacion funcional que esta
asociada al envejecimiento, ver Figura 10. Aun
desconocemos de qué manera se secretan estas
formas oligoméricas al exterior de la célula, si lo
hacer de manera libre o a través de vesicular de
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manera transmembranal o dentro de ellas. Esta
respuesta traera una nueva vision de qué papel juega
esta secrecion en el desarrollo de las enfermedades
neurodegenerativas de la vejez.

R : NH,
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Figura 10. Hipotesis de secrecion de aSN a través de las
membranas de musculo esquelético. La foto de las fibras
musculares aisladas. Modificada de (22).

Se ha destacado la presencia de aSN en el SNC
cuya funcion estd asociada con el transporte de
vesiculas sinapticas portadoras de neurotransmisores.
Sin embargo, se ha dejado a un lado la participacion
que pudiera tener su sintesis y eliminacién en otros
tejidos, lo cual contribuye a la presencia de aSN en el
torrente sanguineo y liquido cerebroespinal, ya que se
ha demostrado que la oSN atraviesa la barrera
hematoencefalica en ambas direcciones (11). En ME,
la aSN participa en el movimiento de vesiculas
transportadoras de glucosa (GLUT4) (30). La
expresion membranal de GLUT4 es especifica en el
tejido muscular y adiposo y es el unico transportador
de glucosa dependiente de insulina. Se ha descrito que
el tratamiento de periadipocitos en cultivo y en ME
con oSN recombinante promueve el transporte de
glucosa independiente de insulina (27). Por lo que es
importante comprender los detalles moleculares de la
estructura de proteinas aSN y el mecanismo de
formacion de oligdmeros en las membranas, asi como
la formacion de fibrillas intra y extracelulares.

Estudios recientes en nuestro laboratorio
muestran la localizacion de la aSN fuera de las
“balsas lipidicas”, tanto en Sarcolema como en
membrana plasmatica de células neuronales (18).
Esta localizacion presupone una poca afinidad de la
oSN con el colesterol. Adicionalmente la baja
presencia de aSN en los tubulos transversos (20 veces
menor que en la Sarcolema) y su baja presencia la
mielina a comparacion de las células neuronales
indica que las membranas con alta concentracion
nativo de colesterol son un medio que no favorece la
insercion de aSN a la membrana.

Actualmente no existe una determinacion
detallada de las fluctuaciones en las concentraciones
de colesterol y esfingolipidos durante el proceso de
envejecimiento en las membranas plasmaticas ni de
la compleja red de membranas plasmaticas del
musculo esquelético, estudio que estd en proceso en
nuestro laboratorio.

Detalles estructurales de la union entre la proteina
oSN a membranas lipidicas artificiales ha sido bien
caracterizada (14). Sin embargo, los mecanismos por
los cuales los lipidos influyen en la agregacion de
aSN en lipidos aislados de membranas bioldgicas atin
se desconoce. En las ultimas dos décadas, se ha
realizado una amplia gama de estudios biologicos y
biofisicos, destinados a elucidar la relacion entre la
naturaleza de la interaccion de aSN con los lipidos y
la propension de la proteina para agregarse. En efecto,
cambios en los niveles de lipidos especificos,
incluyendo acidos grasos particulares, esfingolipidos,
derivados del colesterol etc. han sido directamente
asociados con el grado de solubilidad y agregacion de
la proteina en diferentes modelos celulares y tejidos
animales, tanto en el modelo de la Enfermedad de
Parkinson y otros trastornos neurodegenerativos.

Aun no es claro qué cambios en los niveles de
lipidos o propiedades quimicas inducen la agregacion
de la aSN, si es a través de una interaccion directa, o
a través de la influencia en otros procesos celulares
que a su vez conducen a un aumento en niveles de la
aSN. Es importante destacar que la composicion de
los lipidos de las membranas, pueden cambiar con la
edad o por efectos externos como la inhibicion
farmacoldgica de la sintesis de colesterol o un
aumento en su consumo y éste puede ser un factor
determinante en el inicio y progreso de la
desregulacion de la dinamica de agregacion de la aSN
de las enfermedades neurodegenerativas.

La a-SN es un biomarcador para la deteccion de
la Enfermedad de Parkinson (EP) en sus etapas
iniciales. La conversion de aSN en oligomeros y
fibrillas es wuna constante en varios trastornos
neurodegenerativos que incluyen principal pero no
unicamente a la enfermedad de Parkinson y la
demencia con cuerpos de Lewy y la Miositis
Esporadica por Cuerpos de Inclusion (31, 32, 33). Sin
embargo, la presencia de oligomeros (tetrameros y
pentameros) de a- SN en condiciones fisiologicas que
aumentan en la vejez, descarta a estos oligdbmeros en
el inicio del proceso de las enfermedades
neurodegenerativas en la vejez.

Conclusiones
Es evidente que la aSN se expresa en las

membranas superficiales (sarcolema y tabulos
transversales) del musculo esquelético. En
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condiciones control, la aSN esta presente en las
membranas del sarcolema en varias presentaciones
oligoméricas. Dado el peso molecular del monomero
de 14.5 kDa, las bandas observadas corresponden a
un homotetramero (aproximadamente 55 kDa) y un
homopentamero (aproximadamente 70 kDa). Esto no
es inusual ya que varios grupos anteriormente han
informado sobre formas oligoméricas de oSN
aisladas de varios tejidos de mamiferos. Cuando se
compara el contenido de oligdmeros de sarcolema en
ratas control con las membranas plasmaticas de tejido
neuronal control obtenidas del cerebro, los niveles de
expresion son similares por unidad de masa. Esto
pone en duda la aseveracion de que la que la aSN se
expresa casi exclusivamente en el cerebro y es el
tejido donde se expresa con mayor abundancia.
Ademas, el envejecimiento parece influir en la
expresion de la aSN en las membranas del sarcolema,
aumentando su expresion con la edad. En particular,
la banda de 55 kDa que corresponde al
homotetramero se expresa mas que las otras formas
de aSN sinucleina en el envejecimiento. La aSN
también esta asociada a las membranas de los tubulos
transversos, sin embargo, la cantidad presente es
significativamente menor que en las membranas del
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Resumen

La microbiologia ambiental no es nueva, inicié desde
finales del siglo XIX, la novedad es la secuenciacion
masiva a principios del siglo XXI en el campo,
revelandonos la vasta diversidad bacteriana que atn
desconocemos. Enfatizamos la importancia de
estudiar los microbiomas en estados de salud y como
podemos explorar aspectos cruciales de la
interaccion huésped-bacteria mediante el estudio de
las plantas y sus raices, considerados los ecosistemas
mas biodiversos del planeta con un inmenso
reservorio  genético que continuamente nos
sorprende con nuevos genes. Exploraremos ejemplos
de nuestro trabajo sobre el impacto de factores
bidticos y abidticos en la estructuracion del
microbioma, los genes implicados en la simbiosis, y
enfoques evolutivos para identificar un conjunto
minimo de interacciones planta-bacteria.
Discutiremos cOémo se han modelado estas
interacciones y como un fenotipo favorable en el
hospedero puede vincularse a comunidades
microbianas especificas. Los genes de los

Abstract

Environmental microbiology is not new; it began at
the end of the 19th century. The novelty is the
massive sequencing in the field at the beginning of
the 21st century, revealing the vast bacterial diversity
that we still do not know. We emphasize the
importance of studying microbiomes in healthy
states and how we can explore crucial aspects of the
host-bacteria interaction by studying plants and their
roots, which are considered the most biodiverse
ecosystems on the planet with an immense genetic
reservoir that continually surprises us with new
genes. We will explore examples of our work on the
impact of biotic and abiotic factors on microbiome
structuring, genes involved in symbiosis, and
evolutionary approaches to identify a minimal set of
plant-bacteria interactions. We will discuss how
these interactions have been modeled and how a
favorable host phenotype can be linked to specific
microbial communities. The genes present in
microbiomes can complement the metabolic
functions of their hosts. Finally, we will discuss the
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microbiomas pueden complementar las funciones
metabolicas de sus hospederos. Finalmente,
debatiremos la relevancia de conectar la diversidad
microbiana de los ambientes naturales con bacterias
que pueden desempeiiar roles duales, siendo
patégenos en ciertos organismos mientras actian
como simbiontes en otros contextos. Este
conocimiento es crucial para enfoques de Una Salud,
pues lo que aprendemos de estas interacciones podria
ser significativo para la gestion desde el ecosistema
hasta la clinica de estas bacterias.

Palabras clave: Palabras clave: Microbioma,
metagenomica,  rizosfera, biofertilizantes,
interacciones planta-bacteria, Una Salud.

relevance of connecting the microbial diversity of
natural environments with bacteria that can play dual
roles, being pathogens in certain organisms while
acting as symbionts in other contexts. This
knowledge is crucial for One Health approaches, as
what we learn from these interactions could be
significant for the ecosystem-to-clinical
management of these bacteria.

Keywords: Mirobiome, metagenomics, rizosphere,
biofertilizer,  plant-bacteria interactions, One
Health.

Introduccion

El estudio de los microbiomas, definidos como las
comunidades de microorganismos, sus genomas y el
medio ambiente que habitan es relevante para la vida
en nuestro planeta. Los microorganismos que
comprenden el microbioma son virus, bacterias,
hongos y protozoarios, aunque la mayor parte de los
estudios actuales se centran principalmente en las
bacterias. Algunos nos atrevemos a formular, que la
vida en este planeta no son mas que las bacterias y sus
excepciones, que han estado presentes desde el inicio
de la vida, generando el primer contaminante
conocido: el oxigeno; sobreviviendo a las grandes
extinciones, compitiendo, cooperando, guardando y
experimentando con el acervo genético de la vida, hay
mas genes distintos en bacterias que en todos las
plantas y mamiferos (1). No conocimos de
microorganismos sino hasta Leewenhoek en el siglo
XVII. La aparicion de epidemias destaca Ila
importancia de los microorganismos en nuestra salud,
como vivimos recientemente. Desde el siglo XIX, con
Koch y Pasteur, la teoria germinal de la enfermedad
revolucion6 la  medicina, vinculd a los
microorganismos con la enfermedad, estableciendo la
microbiologia con un enfoque bélico hacia los
patdgenos y enfatizando la importancia de la higiene
y la neutralizaciéon de amenazas microbianas.

Si bien, durante inicios del siglo XXI surgi6é un
interés renovado por estudiar a las bacterias mas alla
de la enfermedad. El surgimiento de la metagenémica
que es el estudio de microbiomas por secuenciacion
masiva, comenzd en ambientes extremos como un
drenaje de mina, el muestreo global de océanos y al
final sentaron las bases para estudiar el microbioma
humano de forma sistematica. Sin embargo, la
disciplina tiene origenes tan remotos como finales del
siglo XIX y principios del siglo XX con Martinus

Beijerink y Sergei Winogradsky, siendo los primeros
en demostrar que habia microbios mas alla de los
patégenos y que eran imprescindibles para el ciclaje
de nutrientes y los ecosistemas. Los microbiomas
pues, no son una ciencia nueva.

La metagendmica, nos abrio posibilidades para
entender la enorme diversidad microbiologica y lo
poco que habiamos logrado observar, desde un
enfoque de microbiologia clasica, pensando
solamente en patogenos. Entender que solamente
habiamos logrado cultivar un 1% de lo que existe en
muchos ambientes, qué un cuerpo humano alberga 1 x
10'®  bacterias, en los rangos de los niimeros de
estrellas en la Via Lactea (2). Si bien el microbioma
humano ha sido protagonista de gran parte de los
esfuerzos para entender esta diversidad que vive con,
sobre y dentro de nuestros cuerpos. El estudio de los
microbiomas se ha hecho de cualquier cantidad de
ambientes que existen en nuestro planeta, desde el
fondo del mar, ventilas hidrotermales, corales, oasis,
desiertos, tundras, la estratosfera, aves y cualquier
cantidad de ambientes y hospederos. Un grupo
especial para trabajar microbiomas son las plantas, en
particular los microorganismos que habitan en la
proximidad e interfase entre la raiz y el suelo, llamada
rizosfera, siendo uno de los ecosistemas mas
biodiversos y complejos del que tenemos idea hasta el
momento, donde 1 gramo de suelo puede contener
hasta 10° células bacterianas y miles de potenciales
especies y genes asociados (3,4). Podemos estudiar
comunidades microbianas mediante la secuenciacion
aleatoria de su DNA (metagenomica total), lo que nos
permite analizar tanto los genes codificantes de la
comunidad como su taxonomia. Otra metodologia
consiste en utilizar genes ultraconservados, como
aquellos involucrados en la traduccion de proteinas,
especificamente la subunidad pequeiia del ribosoma
16S (gen de 16S rRNA). Estos genes desempeiian
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funciones esenciales, tales como el ensamblaje del
ribosoma, el reconocimiento del mRNA mensajero y
la integridad del codon/anticodon durante la
traduccion. Cualquier mutacion en estos genes puede
comprometer dichas funciones y, en consecuencia, la
viabilidad del organismo, lo que explica su
universalidad y  conservacion. Los  genes
ultraconservados se utilizan para determinar la
taxonomia de una comunidad mediante el uso de
primers para realizar amplificaciones por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y su posterior
secuenciacién masiva.

Estudiar la genética de las plantas, nos hace
recordar que la genética misma inicié6 con Mendel y
una planta leguminosa, Pisum sativum, chicharo,
guisante o arvejas dependiendo la latitud. Esta
leguminosa tiene la capacidad de formar estructuras
simbiodticas en las raices, que albergan bacterias
conocidas como rizobios o rizobacterias que aportan y
fijan nitrégeno atmosférico a cambio de una morada
digna por parte de la planta, que desarroll6 estructuras
especializadas en su raiz llamadas nodulos. Las
plantas nos permiten posibilidades maravillosas para
estudiarlas como modelos debido a ciclos de vida
cortos, diversidad genética y fenotipica o la falta de
variacion mediante  clonacioén, facilidad de
manipulacion genética, costos de mantenimiento
bajos si comparamos un bioterio contra un
invernadero, como modelos ecoldgicos y evolutivos
para probar hipotesis de interaccion entre el ambiente,
su adaptacion al ambiente e interacciones biologicas.
Historicamente la genética de plantas ha sido pionera
en establecer investigaciones que han tenido
repercusiones mucho mas alld, como el
descubrimiento de los transposones (5), el RNA de
interferencia (6), los genes homedticos y su
implicacion en el desarrollo y el rol de las hormonas
en la organogénesis (e.g., el desarrollo de la flor y las
hormonas relacionadas) (7). Todas estas ventajas
posicionan a las plantas como un modelo relevante
para estudiar el microbioma, sus genes e
interacciones.

Los microorganismos asociados a las raices
desempeiian roles fundamentales en el desarrollo de
las plantas a través de sus relaciones simbidticas,
influenciando desde la absorcion de nutrientes hasta la
defensa contra patdgenos. Los microbios en las raices
pueden transformar elementos como el fosforo y el
hierro en formas quimicas asimilables por las plantas,
y ofrecen proteccion mediante la produccion de
antibioticos y antifungicos (8, 9). Ademas, el
reclutamiento del microbioma por las plantas se
considera una estrategia de adaptacion que les permite
prosperar en diversos ambientes, destacando la
importancia de los microorganismos en el
establecimiento y crecimiento de las plantas bajo

diversas condiciones nutricionales y ambientales (10,
11).

Los estudios globales sobre microbiomas de suelos
han demostrado que factores como la productividad
vegetal, el pH y la aridez afectan significativamente la
composicion de las comunidades microbianas (12).
Los cambios en la diversidad taxondémica y
metagenomica reflejan como los microorganismos se
adaptan a condiciones como la escasez de nutrientes y
la aridez (13, 14). Estas adaptaciones indican que el
microbioma del suelo es crucial para mejorar la salud
vegetal ante desafios como el cambio climatico y el
aumento de la demanda alimentaria.

La composicion filogenética de las bacterias que
colonizan las raices es dominada por los phyla
Actinobacteriota, Bacteroidota, Bacillota (antes
Firmicutes) y Pseudomonadota (antes Proteobacteria),
lamentamos informarles que la taxonomia cambid
recientemente (15). Estudios en miltiples plantas,
soportaron un proceso de seleccion de dos pasos para
el establecimiento del microbiota de la raiz, donde se
propuso que el suelo era la fuente de microbios y
factores como los exudados, genotipos dependientes
de la planta filtran la diversidad bacteriana que
coloniza la raiz (16).

En nuestro laboratorio junto a nuestros
colaboradores, hemos explorado huecos de
conocimiento céomo el impacto del genotipo de la
planta en la estructuraciéon de su microbiota, los
factores ambientales, como diversos tipos de suelo de
origen y su papel en la estructuracion del microbioma
de raiz (17). Analizar los mecanismos moleculares de
la interaccion planta-bacteria a través de los genes
codificantes del microbioma (18). Hacer seleccion de
comunidades sintéticas que sean capaces de colonizar
raices y utilizar dicha interaccion  para
biorremediacioén en zonas de desechos mineros (19).
Hemos logrado hacer el trasplante de microbiomas
preadaptados de lugares bajo estrés ambiental y
conservado sus propiedades en condiciones
controladas (18). Analizar el éxito de plantas que se
vuelven plaga y de si el microbioma tiene algo que
decir al respecto (20). Ademas de que hemos
estudiado en multiples condiciones el microbioma de
plantas ancestrales, fosiles vivientes, que descienden
directamente de las primeras plantas que colonizaron
la Tierra y que han tenido un tiempo profundo para
establecer y definir quienes son sus habitantes
microbianos mas intimos (21). Hasta llegar a extremos
donde ademas de la fotosintesis, hay plantas como las
carnivoras que logran obtener nutrientes a partir de sus
presas, en este caso observamos una complementacion
metabolica entre la capacidad codificante del
microbioma y el genoma de la planta hospedera (22).
Revisaremos algunos de nuestros aprendizajes en los
ultimos afios.
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El concepto del microbioma minimo, seleccién
extrema y 450 millones de afios de historia juntos

Marchantia es una pequefia planta hepatica (< 10
cm), parte de las briofitas junto a los musgos y
antoceros, no son vasculares, o sea no tienen raices y
no cuentan con tejido para movilizar agua y nutrientes
(xilema y floema), se fijan al sustrato mediante células
modificadas llamadas rizoides. Estas plantas son
producto de la evolucion de un ancestro algal de agua
dulce, que transiciona a colonizar tierra firme hace
unos 450 millones de afios. Se piensa que este tipo de

Microbiomas del suelo

Mayor fuente de microorganismos asociados a plantas,

plantas fueron las primeras en formar interacciones
con hongos y formaron relaciones simbiodticas con los
mismos, asi como con bacterias capaces de fijar
nitrogeno y metanotrofas (23). La biologia de estas
plantas es totalmente dependiente de estar en lugares
himedos, su reproduccion, por ejemplo, depende de
esporas flageladas. En este estudio se probaron las
diferencias en los microbiomas (gen 16S rRNA) de
plantas silvestres de dos especies de Marchantia, con
respecto al suelo donde se encontraban creciendo, y
las diferencias de microbiomas cuando dichas plantas
se crecian in vitro (21) (Figura 1).

r\f * ./"i!

g

Microbiomas de planta in vitro
bacterias esenciales y oportunistas

enriguecido por nutrientes y exudados de planta - *eee
o«
Otras fuentes
— ambientales
(agua, aire)

Microbiomas de plantas silvestres
Bacterias esenciales, mutualistas, comensales, patdgenas y neutrales

Figura 1. Identificacion de bacterias relevantes en el microbioma de plantas. Utilizamos a la planta Marchantia para
identificar las fuentes ambientales de sus bacterias, principalmente el suelo. Cuando se cambia de condiciones naturales al
crecimiento in vitro se pudo identificar a bacterias estrechamente vinculadas con las plantas, tanto en condiciones naturales
como en la caja Petri. Figura modificada de Alcaraz LD et al. Marchantia liverworts as a proxy to plants’ basal microbiomes.

Sci Rep 2018;8:12712. 10.1038/s41598-018-31168-0 (21).

Encontramos diferencias importantes en la
diversidad entre plantas in vitro y silvestres. Ademas
de tener la principal fuente posible de indculo
microbiano, el suelo silvestre, evaluamos la cantidad
de bacterias compartidas entre el suelo, las plantas
silvestres y las plantas in vitro. Dicha comparacion
nos permitié evaluar el efecto extremo de seleccionar
plantas en supuestas condiciones de esterilidad,
debido a que en las cajas Petri donde se cultivaban
siempre habia colonias bacterianas de color rosado o
pigmentadas después de un tiempo. Esto fue una pista
para evaluar el microbioma de plantas que llevaban
creciendo generaciones en condiciones artificiales.
Para nuestra sorpresa, existian bacterias de forma

consistente en las plantas in vitro, mas alin, se
compartian con sus parientes silvestres y podian ser
rastreadas a las fuentes en suelo. Eso si, con una
diversidad reducida, medida por el indice de entropia
de Shannon-Weaver (H’), que incorpora riqueza y
abundancia en una transformacién logaritmica
extremadamente desde las plantas silvestres (H' =
8.29) a sus contrapartes in vitro (H' = 1.35). En
riqueza cruda, el nimero de potenciales especies
bacterianas, que también llamamos unidades
taxonomicas operativas (OTUs) baja de los cerca de
los 10,000 en condiciones silvestres a cerca de 400 en
condiciones in vitro. Curiosamente, cuando
comparamos la diversidad compartida entre dos
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especies de Marchantia nos quedamos con un pufiado
de OTUs, que fueron clasificados como
Methylobacterium, Rhizobium, Paenibacillus
chondroitinus, Citrobacter, todos con antecedentes de
relaciones estrechas con plantas, desde la fijacion de
nitrogeno, produccion de hormonas vegetales,
capacidad de crecer en metanol, resistir a la
desecacion y ayudar a la planta en la labor (e.g,
alginatos), degradacion de compuestos derivados de la
planta. El cambio extremo para la planta de pasar del
suelo a una caja de Petri con medio de cultivo resalta
que bacterias simbidticas son esenciales y no se esta
dispuesta a perderlas. La prevalencia de bacterias en
multiples hospederos abre la hipotesis de si existe un
microbioma minimo, una caja minima de
interacciones simbidticas y si es posible construir a
partir de ese punto.

Trasplantes de microbiomas naturales y sus
adaptaciones bajo condiciones controladas

Los enfoques tradicionales de mejora de la salud
vegetal mediante la inoculacion de cepas microbianas
individuales han mostrado limitaciones al no abordar
la complejidad de interacciones dentro del
microbioma rizosférico (24). Por eso, métodos
recientes enfatizan el analisis completo del
microbioma de raiz para identificar microorganismos
asociados con plantas sanas, incluyendo aquellos que
pueden perjudicar inoculaciones individuales pero
esenciales en un contexto comunitario (8).

Se estan desarrollando dos estrategias principales
para fortalecer la salud vegetal usando el microbioma:
la creacion de comunidades sintéticas y los trasplantes
directos de microbiomas de suelo o raiz. Las
comunidades sintéticas, que imitan la estructura y
funcioén de los microbiomas naturales, pero con menor
complejidad, han mostrado resultados prometedores;
un ejemplo es una comunidad sintética derivada del
microbioma de la cafla que, al aplicarse en maiz,
incrementd significativamente la biomasa y la
resistencia al estrés hidrico, superando a los controles
no inoculados (25, 26).

Sin embargo, el desarrollo de comunidades
sintéticas enfrenta desafios, como la dificultad de
cultivar  algunos  microbios  por  métodos
convencionales. Para superar esto, se utilizan técnicas
como el co-cultivo o la microfluidica, que simula la
estructura y quimica de habitats complejos como el
suelo, facilitando el cultivo de microorganismos (24,
27). Alternativamente, se puede optar por trasplantes
mas directos del microbioma del suelo.

Decidimos estudiar la diversidad bacteriana de
suelos de cultivo y raices de calabaza en sitios con
distintos niveles de aridez, asi que se puede transferir
la diversidad de suelos locales a experimentos

controlados a partir de pequefios inoculos de suelo. De
manera destacable, observamos diferencias entre la
microbiota rizosférica de los sitios aridos y humedos,
sin importar que las muestras hubieran sido colectadas
directamente en campo u obtenidas del experimento
controlado en el invernadero (18). Ademas, las
comunidades obtenidas a partir de los sitios aridos
mostraron un enriquecimiento en genes relacionados
con el plegado y degradacion de proteinas, estrés
oxidativo y regulacion osmdtica, mecanismos que han
sido previamente descritos como parte de las
adaptaciones para vivir en ambientes xéricos (28).
Esta serie de adaptaciones fisiologicas ante el déficit
hidrico en conjunto con la correlacion positiva de
algunos miembros de su microbioma con las
caracteristicas fenotipicas de las plantas tales como la
biomasa aérea o la concentracion de clorofila, resalta
el potencial del trasplante del microbioma para
favorecer la salud de las plantas en condiciones
adversas (18).

Otra manera de lograr trasplantes de microbiota de
manera directa es por medio de una técnica que se
conoce como ingenieria de microbioma mediada por
el hospedero, en la cual las comunidades microbianas
benéficas se inoculan en plantas que se cultivan de
manera ciclica y se seleccionan si presentan
caracteristicas fenotipicas deseadas (29). Por medio de
ésta aproximacion, se utilizaron suelos de sitios
semiaridos asociados a una especie de pasto que se
cultivdo bajo condiciones de estrés hidrico.
Posteriormente, los sustratos de crecimiento y las
raices de las plantas con mayor resistencia se
utilizaron para inocular plantas de trigo, cuyos
sustratos de crecimiento y raices se emplearon para
repetir el ciclo sucesivamente. Como resultado, al
comparar las plantas inoculadas con controles
negativos, se observo un incremento en su superficie
aérea y raices, asi como un retraso en la aparicion de
los sintomas de estrés (30). Un estudio similar
conducido con plantas de arroz logré obtener
microbiota capaz de incrementar la resistencia a la
sequia de las plantas y mejorar su crecimiento.
Cuando se ensamblaron genomas a partir de los
metagenomas  secuenciados, se observd un
enriquecimiento en genes relacionados con glicerol 3-
fosfato y transporte de hierro, considerados
mediadores de  las  interacciones  planta-
microorganismos durante condiciones de estrés
hidrico en otros trabajos (31). Esto muestra que los
microbiomas trasplantados no solo se seleccionan por
sus adaptaciones fisiologicas, sino que su capacidad
de interactuar con las plantas es fundamental.

La ingenieria del microbioma ha demostrado ser
util para crear biofertilizantes, productos con
microorganismos aplicados al suelo, semillas o
superficies de las plantas para promover su
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crecimiento (32). Recientemente llevamos a cabo el
analisis de la diversidad microbiana de un
biofertilizante comercial (33), obtenido a partir de
cultivos trampa, técnica en la que las raices actuan
como carnada para atraer microbios del suelo
(tradicionalmente micorrizas arbusculares), que luego
seran seleccionados por su efecto en el fenotipo
vegetal. De manera particular, éste biofertilizante
proviene de in6culos de suelo de diversos ecosistemas
naturales y campos de cultivo de café, cuyos
microorganismos fueron seleccionados por sus efectos
en el fenotipo de una especie de pasto y dos
leguminosas a lo largo de multiples generaciones (34).
El analisis de su microbioma sugiere que las raices
actian como un biorreactor favorable a la
proliferacion de bacterias, mientras que el sustrato de
propagacion del Dbiofertilizante mantiene una
diversidad elevada de hongos, que contienen
microbios que antes se caracterizaron como
promotores del crecimiento vegetal por rol en la
nutricién y en la proteccion contra el estrés bidtico y
abiotico (33).

El trasplante de microbiomas naturales ya sea por
medio de comunidades sintéticas construidas a partir
de multiples aislados de una comunidad original o
mediante métodos mas directos de transferencia,
resulta prometedor para garantizar la salud de las
plantas y mejorar la productividad de los cultivos.
Estos microbiomas pueden ser seleccionados o
disenados para cubrir necesidades especificas como la
adquisicion de nutrientes o hacer frente a
determinados tipos de estrés (33). Sin importar el
método de trasplante seleccionado o el objetivo de la
comunidad microbiana utilizada, consideramos
fundamental el monitoreo constante del fenotipo
vegetal para medir el éxito del trasplante y su
estabilidad en el tiempo.

El éxito de una planta va de la mano con el éxito de
sus microorganismos

El pasto buffel (Pennisetum ciliare L.) que se
introdujo como forraje de ganado, es una planta
invasora originaria de Asia que ahora ocupa el 53%
del estado de Sonora y ha desplazado hasta un 75% de
las especies nativas, posee adaptaciones fisiologicas
como un sistema radicular extenso, alta capacidad de
rebrote y produccion de semillas que le permiten
dominar en nuevos ambientes (35, 36). Otra
caracteristica es que crece mucho mejor que las
plantas locales, se seca y son material incendiario,
debido a su capacidad de rebrote puede dominar
grandes extensiones después de un incendio,
desplazando plantas sin dicha capacidad. Ademas, el
pasto buffel es alelopatico, sintetizando compuestos
que inhiben el crecimiento de plantas cercanas.

Recientes estudios han explorado coémo estos
compuestos fendlicos afectan la estructura del
microbioma asociado a sus raices, revelando un
posible papel en su capacidad invasiva. Desde otro
punto de vista, las especies invasoras son exitosas en
el sentido de colonizar y dominar rapidamente un
ambiente, por lo que decidimos explorar el
componente microbiano de dicho éxito.

El microbioma rizosférico de buffel estd dominado
por cepas del phylum Actinobacteria, incluyendo
Geodermatophilus y Kribbella, entre otros. Estos
microorganismos pueden sintetizar vitaminas y
antimicrobianos que favorecen la adaptacion y
crecimiento del pasto buffel en nuevos ambientes (20).
Ademas, algunos, como Saccharothrix, son capaces
de biosintetizar compuestos fendlicos como acido
caféico y cinamico, contribuyendo potencialmente a la
alelopatia del buffel. Curiosamente, el microbioma del
buffel no es estatico, sino que cambia dindmicamente
con el crecimiento de la planta y las variaciones
ambientales, adaptandose a las necesidades
cambiantes de la planta a lo largo de su desarrollo. Por
ejemplo, la abundancia de ciertos géneros como
Flavitalea aumenta en las primeras etapas del
desarrollo de la planta, mientras que otros, como
Ohtaekwangia, son mas abundantes en etapas
intermedias de crecimiento (20).

Estos hallazgos subrayan la complejidad de las
interacciones entre las plantas invasoras y sus
microbiomas asociados, sugiriendo que la relacion
planta-microorganismo deberia considerarse como un
holobionte que integra funciones nutricionales, de
desarrollo y defensivas, asi como mecanismos
especializados como la alelopatia. Un holobionte es un
conjunto de organismos asociados en simbiosis, se
incluyen un huésped y todos los microorganismos
asociados a él, ahora se considera a ambos como una
unidad ecoldgica y evolutiva.

Estrés nutrimental en plantas y la relevancia del
microbioma para mitigar los efectos en la planta
hospedera

Las plantas necesitan nutrientes esenciales como
nitrogeno (N), fosforo (P), potasio (K), azufre (S),
hierro (Fe), cobre (Cu) y zinc (Zn) para su crecimiento
y desarrollo; estos se adquieren principalmente del
suelo a través de sus raices (37). La deficiencia de
estos nutrientes es comun y representa un reto
significativo para la salud vegetal, dado que muchos
estan ligados a moléculas orgéanicas y no estan
directamente disponibles para las plantas (38). En
agricultura, aunque la fertilizacion es crucial para
incrementar la disponibilidad de nutrientes, su uso
excesivo puede causar problemas ambientales, como
la degradacion del suelo y emision de gases de efecto
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invernadero (37). Debido al dafio ambiental que puede
causar el uso desmedido de fertilizantes, Ia
investigacion actual prioriza desarrollar estrategias
para disminuir el fertilizante usado en la agricultura
para el crecimiento de las plantas.

Los productos de la fotosintesis se conocen como
fotosintatos, principalmente son moléculas de
carbohidratos, que se utilizan como fuente enrgética y
de reserva. Las plantas transportan una proporcion
considerable de sus fotosintatos (11-40%) hacia la raiz
en forma de exudados (39, 40). Los exudados de la
raiz, que pueden incluir 4acidos organicos,
aminoacidos, azucares y proteinas, atraen a una
diversidad de bacterias hacia la raiz, incluyendo
patdgenos, comensales y bacterias benéficas
conocidas como PGPRs (bacterias promotoras del
crecimiento vegetal) (16, 41). Los exudados
representan uno de los factores que determina la
composicion de las comunidades bacterianas
asociadas a la raiz. La composicion de los exudados
de raiz puede variar dependiendo del genotipo de la
planta, su edad, la presencia de patogenos,
condiciones ambientales como el tipo de suelo y los
nutrientes presentes (42).

De forma general, la promociéon de crecimiento
vegetal por parte de las PGPRs puede ocurrir a partir
de tres mecanismos; interferencia con el sefialamiento
hormonal en plantas, protegiendo a las plantas contra
patdogenos e incrementando la disponibilidad de
nutrientes en el suelo (38). Una estrategia que utilizan
las plantas para acceder a los nutrientes no
biodisponibles en el suelo es a través su asociacion
con PGPRs y hongos.

La asociacion entre plantas y PGPRs es
particularmente crucial en ambientes con baja
disponibilidad de nutrientes, donde se ha observado
que las plantas alteran la composicion de sus exudados
para atraer microorganismos especificos que pueden
mejorar la disponibilidad de nutrientes (43, 44). Se ha
propuesto que la baja disponibilidad de nutrientes es
inversamente proporcional a la importancia del
microbioma sobre el desempefio de la planta y a la
diversidad microbiana asociada a la raiz (45). Por
ejemplo, en condiciones de baja disponibilidad de
nitrogeno, las plantas de maiz aumentan la produccion
de flavonoides, lo que puede incrementar Ia
abundancia de bacterias fijadoras de nitrogeno y
promotoras del crecimiento vegetal. Del mismo modo,
se ha encontrado que la diversidad bacteriana aumenta
en la rizosfera de plantas de soya con deficiencias de
N y K, especialmente en etapas avanzadas de
desarrollo (46).

Estas observaciones sugieren que los PGPRs
juegan un papel mas critico bajo condiciones de estrés
nutricional, ofreciendo un potencial biotecnologico
significativo para la reduccion del uso de fertilizantes.

Nuestro grupo de trabajo esta explorando cémo los
PGPRs pueden ser particularmente importantes
cuando las plantas  experimentan  déficits
nutricionales, y estamos desarrollando proyectos para
estudiar si la baja disponibilidad de nutrientes puede
facilitar el trasplante de microbiomas promotores del
crecimiento vegetal de una planta a otra.

Complementacion del metagenoma, el ambiente y
el genoma hospedero, un holobionte en accion

La genética de la planta es complementada por los
genomas de sus microorganismos simbidticos
asociados. Dicha complementacion genética y por
ende metabolica entre la planta y las comunidades de
microorganismos en la raiz se establecen por
interacciones complejas entre los microorganismos, la
planta y el medio ambiente (47). Aunque ain no se
entienden del todo estos mecanismos de interaccion y
reglas de ensamble de comunidades microbianas
simbioticas con su hospedero, es evidente que el
microbioma enriquece el repertorio genético de la
planta, fortaleciendo su adaptacion a las
perturbaciones ambientales. Ademas, las plantas
pueden modular la estructura de su propio microbioma
mediante su genética, cada planta sintetiza y otorga
fuentes de carbono particulares a sus microbios y estos
son reconocidos por los mismos por mecanismos finos
(e.g., quimiotaxis) (48). Comprender los principios
moleculares de esta relacion simbidtica es
fundamental para aprovechar eficazmente el
microbioma en el mejoramiento vegetal. El concepto
de holobionte (e.g., planta-microbios) subraya la
importancia de la coevolucion entre el hospedero
multicelular y su microbiota asociada, destacando una
seleccion evolutiva conjunta que facilita la adaptacion
mutua (49).

Un ejemplo donde vimos una complementacion
metabolica entre la planta y su microbioma fue con un
sistema no convencional para una planta. Utricularia
gibba es una pequefia planta acuatica, sin raices
verdaderas, carnivora, con pequefias trampas que
atrapan invertebrados y estos son digeridos al interior
de estas trampas llamadas utriculos. Los utriculos son
fuentes que proveen de N y P a la planta, digiriendo a
sus presas, esto es relevante ya que las plantas se dan
en ambientes oligotroficos, osea ambientes con baja
disponibilidad de nutrientes. Oligotréfico viene del
griego oligos que significa poco o escaso y trofia que
se refiere a nutricion. En estos ambientes limitados en
nutrientes, esto resalta el papel de las trampas como
fuente de nutrientes. El ambiente de las trampas es
analogo a una raiz en el sentido de que los exudados
fotosintéticos de la planta se asignan a esta zona y
nutren a sus microbios, que mejoran su capacidad de
busqueda de N y P (22). En este caso se contaba con
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el genoma secuenciado de la planta, con 82 Mb y
28,500 genes codificantes de proteinas (50). Para
entender como se degradaban las presas, en el
ambiente andéxico de los utriculos, hicimos
secuenciacion metagenomica total de las trampas, por
lo que pudimos detectar al microbioma completo,
fragmentos de la planta misma, nematodos,
protozoarios, hongos, siendo el 50% de la muestra, la
otra mitad siendo genes asignados a bacterias. Este
método tiene la bondad de hacer una imagen real, sin
sesgos de amplificacion por la reaccion en cadena de
la polimerasa y tener un estimado génico de la
comunidad.

Algunas plantas carnivoras son capaces de
capturar pequefios organismos y nutrirse de ellos para
sobrevivir en ambientes con pocos nutrientes. Las
trampas para capturar estos organismos estan
equipadas con mecanismos para romper y absorber los
nutrientes (51). Para entender el papel del microbioma
en la adquisicion de nutrientes mediante estas trampas,
en nuestro laboratorio se colectaron plantas creciendo
en su medio natural y se realizO secuenciacion
metagenomica de unas 400 trampas, los sedimentos y
agua circundante donde se encontraban las plantas.
Con la ayuda de secuenciaciéon metagendmica se
realizd un analisis del perfil taxondémico y Ila
diversidad de genes codificantes de la trampa, el
ambiente y el genoma de U. gibba (22).

Un aspecto destacado de nuestra investigacion es
que, al comparar las enzimas predichas del genoma de
U. gibba con el metagenoma del ambiente (Ugm) y el
metagenoma de las trampas (Ugt), descubrimos que la
mayoria de las enzimas estdn concentradas en las
trampas (Figura 2).

Observamos que muchos de los genes en Ugt
también se encuentran en Ugm, y algunos genes son
compartidos entre la planta, las trampas y el ambiente.
Sin embargo, existe un conjunto de genes exclusivos
de las trampas, lo que sugiere una complementacion
metabolica para potenciar la digestion de presas por
parte de genes codificados en el genoma de la planta.

Entre los hallazgos mas  significativos,
encontramos que el microbioma de las trampas
comparte numerosos genes con el ambiente, lo cual
apoya la idea de que el microbioma de las trampas
proviene del ambiente como un subconjunto. En el
metagenoma de las trampas identificamos genes

relacionados con el metabolismo de carbohidratos, la
adquisicion de hierro y la esporulacion, que
probablemente facilitan la colonizacion de las trampas
aprovechando las fuentes de carbono disponibles. En
contraste, en los metagenomas del entorno de la planta
detectamos una mayor proporcion de genes asociados
a la respiracion y a la respuesta al estrés comparado
con las trampas. Ademads, se identificaron genes
unicos en el microbioma de las trampas que aportan
funciones adicionales a la planta.

De manera interesante, se observo una abundancia
significativa de peptidasas, proteasas e hidrolasas en
las trampas en comparacion con el ambiente, lo que
refuerza la idea de una complementacion metabolica.
Estudios previos del transcriptoma de U. gibba han
demostrado que la planta presenta una actividad
hidrolitica dentro de las trampas (52). Esto indica que
el potencial metabdlico relacionado con actividades
hidroliticas en el microbioma de las trampas
complementa las enzimas hidroliticas producidas por
la planta, extendiendo sus capacidades metabolicas en
la digestion y adquisicion de nutrientes.

En otro estudio, investigamos como el suelo
influye en la estructuracion del microbioma utilizando
tomate (Solanum lycopersicum) como planta modelo
(17). Controlamos variables como clima, altitud,
latitud y, especialmente, la variacion genética entre
plantas mediante la uniformidad de la especie
cultivada. Este enfoque corrobord el modelo de
adquisicion del microbioma de raiz en dos pasos. Nos
sorprendio descubrir que, en plantas cultivadas, la
diversidad del suelo es mayor mientras que en las
raices es menor. Contrariamente, en las plantas
silvestres silvestres, las raices actGan como refugios
ricos en nutrientes y humedad para las bacterias,
dando mas diversidad en la raiz que en el suelo.

Durante este estudio, identificamos 271,940
especies bacterianas y pudimos anotar mas de 411,432
genes codificantes para proteinas, aunque esto
representd solo el 13% de los mas de 3 millones de
genes codificantes predichos. Fue notable como los
tomates seleccionan activamente a los
microorganismos y a sus genes, sin importar el origen
del suelo. Identificamos un "microbioma nucleo"
compuesto por 51 géneros de bacterias y 2,762
proteinas que consistentemente se encontraron en las
raices de los tomates en todos nuestros muestreos.
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Figura 2. Diagrama de Venn que ilustra las enzimas identificadas en el genoma de Utricularia gibba, el
ambiente (agua y suelo donde se aisl6 la planta) y las trampas. En el panel derecho, cada linea representa un
gen; la ausencia de un color so6lido indica la falta de genes correspondientes. Los genes unicos de que aportan las
trampas (Ugt) estan resaltados en un recuadro punteado, destacando la significativa complementaciéon metabolica
con respecto a las capacidades codificantes del genoma de U. gibba y como estos genes no se encuentran presentes
en el metagenoma del medio ambiente circundante a la planta (Ugm). Modificada de Alcaraz LD et al., The
Metagenome of Utricularia gibba’s Traps: Into the Microbial Input to a Carnivorous Plant. PLoS One

2016;11:¢0148979. 10.1371/journal.pone.0148979 (22).

Dentro de este microbioma nucleo, descubrimos
genes esenciales, como las DNA y RNA polimerasas
y chaperonas, ademas de genes que probablemente
complementan las funciones de la planta, como la
regulacion de nitrégeno y amonio, la sintesis de
moléculas de almacenamiento como las cianoficinas y
algunas involucradas en la defensa contra patogenos
como las patatinas. Utilizando suelos
geoquimicamente diversos, evaluamos el crecimiento
de las plantas en multiples condiciones, lo que nos
permitié probar si ciertos microbiomas y genes
estaban directamente relacionados con el crecimiento
de las plantas. Estos hallazgos destacan como la
interaccion entre las plantas y sus microbiomas puede
ser aprovechada para desarrollar estrategias de
mejoramiento vegetal y la creacion de biofertilizantes,
de manera similar a los probidticos en contextos
animales. Estas manipulaciones microbioldgicas

ofrecen nuevas oportunidades para optimizar la
respuesta de las plantas a diferentes condiciones
ambientales y tratamientos (Figura 3).

Implicaciones Una Salud (One Health)

Una Salud se define como la interdependencia
entre la salud humana, la de otros animales, las plantas
y el ambiente, subrayando como la integridad de uno
afecta a los demas (53). En este marco, los
microorganismos son reconocidos por su rol esencial
en la salud de plantas y animales, funcionando como
un "segundo genoma" que influye en procesos vitales
(54). Se ha observado que las comunidades
microbianas de  diversos  organismos  estan
interconectadas, formando un ciclo continuo que
involucra al ambiente, las plantas, los humanos y otros
animales.
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Figura 3. Se muestran plantas representativas de tomate (Solanum lycopersicum), las plantas son del mismo genotipo,
edad, mismas condiciones de temperatura, riego, fotoperiodo. Las diferencias en su desarrollo y crecimiento se deben
en parte al contenido nutrimental de cada suelo, en conjunto con la diversidad de microbiomas que se alberga en cada suelo.
Gracias al fenotipo de la planta es posible evaluar el desempeifio de distintos microbiomas. Modificado de Barajas HR, et
al. Testing the Two-Step Model of Plant Root Microbiome Acquisition Under Multiple Plant Species and Soil Sources.
Front Microbiol 2020;11:2445. 10.3389/fmicb.2020.542742 (17).

Desde la perspectiva de Una Salud, recientes
estudios indican que el suelo actiia como un reservorio
vital de microorganismos que eventualmente
colonizan tanto plantas como animales (55). Estos
microorganismos juegan roles cruciales en una
variedad de funciones fisiologicas. En humanos y
plantas, la composicion del microbioma puede servir
como un indicador de salud y enfermedad, mientras
que en el contexto ambiental, puede actuar como un
marcador de contaminacion (56).

En cuanto a la adquisicion de esta diversidad
microbiana, tanto en plantas como en humanos y otros
animales, se obtiene principalmente del entorno. Las
plantas adquieren gran parte de sus microorganismos
del suelo, mientras que, en humanos y animales, la
diversidad intestinal se deriva de la dieta, que suele
constituir plantas (57, 58). Este intercambio constante
de microorganismos entre el suelo, las plantas y los
seres vivos destaca como los microbios del suelo
pueden circular a través de los ecosistemas,
influenciando la salud de todos los seres vivos
involucrados (55).

En el estudio de la planta carnivora U. gibba,
observamos que la diversidad microbiana varia
significativamente segun el método de clasificacion
utilizado, ya sea mediante fragmentos del gen 16S
rRNA, la clasificacion taxonomica de genes
codificantes, o el alineamiento de metagenomas con
genomas de referencia (Figura 4). Sorprendentemente,
identificamos en los metagenomas de U. gibba
nombres de organismos como Pseudomonas,
Enterobacter, Clostridium, y Klebsiella, que en un

contexto clinico podrian causar alarma. Sin embargo,
la patogenicidad de estos microorganismos depende
del contexto en el que se encuentren, lo que sugiere
que la patogenicidad es una simplificacion excesiva de
las interacciones entre hospederos y microbios.
Casadevall y Pirofsky (2014) (59) proponen que el
enfoque debe centrarse mas en la interaccion huésped-
patdogeno que en el microbio aislado para descubrir
nuevas vias terapéuticas.

Algunos de estos microorganismos  son
generalistas y pueden prosperar en varios contextos;
por ejemplo, bacterias como Pseudomonas monteilii y
Enterobacter sp. R4-368, encontradas en las trampas
de U. gibba (Figura 4), también han sido aisladas de
muestras clinicas donde se consideran patogenos. Sin
embargo, en el contexto de la planta, estos mismos
aislados han sido identificados como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs),
beneficiosas por actividades como la fijacion de
nitrogeno, produccion de hormonas vegetales y
proteccion contra hongos patdgenos (60-64).
Notablemente, Pseudomonas aeruginosa puede
convertirse en una PGPR con solo modificar su
sistema de quorum, ilustrando la delgada linea entre
ser un patéogeno y un simbionte, dependiendo del
contexto (65). Esta dualidad entre ser simbionte o
patdogeno abre la puerta a estrategias de manejo
integradas dentro del marco de Una Salud, para
evaluar la abundancia de organismos de interés en una
variedad de contextos como clinicos, ambientales,
asociados a plantas, en fauna silvestre y en nuestros
alimentos
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Figura 4. Del metagenoma de la planta carnivora U. gibba se identifica la diversidad de bacterias presente
en las trampas. La clasificacion se hace por fragmentos metagenomicos del gen 16S rRNA vy la asignacion de
fragmentos de DNA metagenémico por ultimo ancestro comun (LCA). En la parte inferior se observan
reconstrucciones de los pangenomas de Pseudomonas monteilii y Pseudomonas putida. Modificado de Alcaraz LD
et al., The Metagenome of Utricularia gibba’s Traps: Into the Microbial Input to a Carnivorous Plant. PLoS One

2016;11:¢0148979. 10.1371/journal.pone.0148979 (22).

Conclusiones

Ofrecemos un contexto histérico sobre la
genomica ambiental y destacamos como el analisis de
microorganismos interactores revela el profundo
impacto del microbioma en la salud y el fenotipo del
hospedero y su productividad. Nuestro enfoque se
centra en elucidar los roles de los factores bidticos y
abidticos en la estructuracion del microbioma,
explorar la complementacion metagenémica del
hospedero, y la viabilidad de disefiar comunidades
sintéticas utilizando un conjunto basico de genes y
especies. Presentamos ejemplos significativos que
ilustran los principales descubrimientos en cada una
de estas areas. El estudio de microbiomas ambientales

no solo profundiza nuestra comprension sobre las
interacciones microbianas y su influencia en la salud
y la productividad agricola, sino que también permite
evaluar las fuentes ambientales y los roles ecoldgicos
de bacterias criticas. Este enfoque amplia nuestra
perspectiva desde el nivel genético hasta el
ecosistémico, abriendo nuevas vias para aplicaciones
précticas en salud y agricultura.

Agradecimientos

Este trabajo fue apoyado por el proyecto DGAPA-
PAPIIT-UNAM IN205824 a Luis D. Alcaraz. Gerardo
Mejia es beneficiario de una beca doctoral del
CONAHCYT (817269).

© 2024 Mensaje Bioquimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.



224

Mejia, Gerardo, et. al., Mens. Bioquim. 48 (2024): 213-226

Referencias

1

Nel

1

12.

1

. Yooseph, S., Sutton, G., Rusch, D. B., Halpern, A. L.,
Williamson, S. J., Remington, K., Eisen, J. A.,
Heidelberg, K. B., Manning, G., Li, W., Jaroszewski, L.,
Cieplak, P., Miller, C. S., Li, H., Mashiyama, S. T.,
Joachimiak, M. P., Belle, C. van, Chandonia, J.-M.,
Soergel, D. A., ... Venter, J. C. (2007). The Sorcerer 11
Global Ocean Sampling Expedition: Expanding the
Universe of Protein Families. PLOS Biology, 5(3).

. Whitman, W. B., Coleman, D. C., & Wiebe, W. J. (1998).
Prokaryotes: The unseen majority. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 95(12), 6578—6583.

. Anthony, M. A., Bender, S. F., & van der Heijden, M. G.
A. (2023). Enumerating soil biodiversity. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States
of America, 120(33).

. Roesch, L. F. W., Fulthorpe, R. R., Riva, A., Casella, G.,

Hadwin, A. K. M., Kent, A. D., Daroub, S. H., Camargo,

F. A. O., Farmerie, W. G., & Triplett, E. W. (2007).

Pyrosequencing enumerates and contrasts soil microbial

diversity. The ISME Journal, 1(4), 283-290.

McClintock, B. (1950). The origin and behavior of

mutable loci in maize. Proceedings of the National

Academy of Sciences, 36(6), 344-355.

Napoli, C., Lemieux, C., & Jorgensen, R. (1990).

Introduction of a Chimeric Chalcone Synthase Gene into

Petunia Results in Reversible Co-Suppression of

Homologous Genes in trans. The Plant Cell, 2(4), 279—

289.

. Coen, E. S., & Meyerowitz, E. M. (1991). The war of the
whorls: Genetic interactions controlling flower
development. Nature, 353(6339), 31-37.

. Toju, H., Peay, K. G., Yamamichi, M., Narisawa, K.,
Hiruma, K., Naito, K., Fukuda, S., Ushio, M., Nakaoka,
S., Onoda, Y., Yoshida, K., Schlaeppi, K., Bai, Y.,
Sugiura, R., Ichihashi, Y., Minamisawa, K., & Kiers, E.
T. (2018). Core microbiomes for sustainable
agroecosystems. In Nature Plants, 4(5).

. Trognitz, F., Hackl, E., Widhalm, S., & Sessitsch, A.
(2016). The role of plant-microbiome interactions in
weed establishment and control. FEMS Microbiology
Ecology, 92(10).

0. Merou, T. P., & Papanastasis, V. P. (2009). Factors
Affecting the Establishment and Growth of Annual
Legumes in Semi-Arid Mediterranean Grasslands. Plant
Ecology, 201(2), 491-500.

1. Schmitt, M. B., Berti, M., Samarappuli, D., & Ransom,

J. K. (2021). Factors Affecting the Establishment and

Growth of Cover Crops Intersown into Maize (Zea mays

L.). Agronomy, 11(4).

Delgado-Baquerizo, M., Oliverio, A. M., Brewer, T. E.,

Benavent-Gonzalez, A., Eldridge, D. J., Bardgett, R. D.,

Maestre, F. T., Singh, B. K., & Fierer, N. (2018). A

global atlas of the dominant bacteria found in soil.

Science, 359(6373), 320-325.

3. Fierer, N., Leff, J. W., Adams, B. J., Nielsen, U. N,
Bates, S. T., Lauber, C. L., Owens, S., Gilbert, J. A.,
Wall, D. H., & Caporaso, J. G. (2012). Cross-biome
metagenomic analyses of soil microbial communities

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

and their functional attributes. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 109(52), 21390-21395.

Malik, A. A., Thomson, B. C., Whiteley, A. S., Bailey,
M., & Griffiths, R. 1. (2017). Bacterial physiological
adaptations to contrasting edaphic conditions identified
using landscape scale metagenomics. mBio, 8(4).

Oren, A., & Garrity, G. M. (2021). Valid publication of
the names of forty-two phyla of prokaryotes.
International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, 71(10).

Bulgarelli, D., Schlaeppi, K., Spaepen, S., Themaat, E.
V. L. van, & Schulze-Lefert, P. (2013). Structure and
Functions of the Bacterial Microbiota of Plants. Annual
Review of Plant Biology, 64, 807-838.

Barajas, H. R., Martinez-Sanchez, S., Romero, M. F.,
Alvarez, C. H., Servin-Gonzalez, L., Peimbert, M.,
Cruz-Ortega, R., Garcia-Oliva, F., & Alcaraz, L. D.
(2020). Testing the Two-Step Model of Plant Root
Microbiome Acquisition Under Multiple Plant Species
and Soil Sources. Frontiers in Microbiology, 11.
Hernandez-Alvarez, C., Garcia-Oliva, F., Cruz-Ortega,
R., Romero, M. F., Barajas, H. R., Pifiero, D., & Alcaraz,
L. D. (2022). Squash root microbiome transplants and
metagenomic inspection for in situ arid adaptations.
Science of The Total Environment, 805, 150136.
Romero, M. F., Gallego, D., Lechuga-Jiménez, A.,
Martinez, J. F., Barajas, H. R., Hayano-Kanashiro, C.,
Peimbert, M., Cruz-Ortega, R., Molina-Freaner, F. E., &
Alcaraz, L. D. (2021). Metagenomics of mine tailing
rhizospheric communities and its selection for plant
establishment towards bioremediation. Microbiological
Research, 247, 126732.

Jara-Servin, A., Silva, A., Barajas, H., Cruz-Ortega, R.,
Tinoco-Ojanguren, C., & Alcaraz, L. D. (2023). Root
microbiome diversity and structure of the Sonoran
desert buffelgrass (Pennisetum ciliare L.). PLOS ONE,
18(5).

Alcaraz, L. D., Peimbert, M., Barajas, H. R., Dorantes-
Acosta, A. E., Bowman, J. L., & Arteaga-Vazquez, M.
A. (2018). Marchantia liverworts as a proxy to plants’
basal microbiomes. Scientific Reports, 8(1), 12712.
Alcaraz, L. D., Martinez-Sanchez, S., Torres, 1., Ibarra-
Laclette, E., & Herrera-Estrella, L. (2016). The
Metagenome of Utricularia gibba’s Traps: Into the
Microbial Input to a Carnivorous Plant. PLOS ONE,
11(2).

Bowman, J. L. (2016). A Brief History of Marchantia
from Greece to Genomics. Plant and Cell Physiology,
57(2),210-229.

de Souza, R. S. C., Armanhi, J. S. L., & Arruda, P.
(2020). From Microbiome to Traits: Designing
Synthetic Microbial Communities for Improved Crop
Resiliency. Frontiers in Plant Science, 11.

Armanhi, J. S. L., de Souza, R. S. C., Damasceno, N. de
B., de Araujo, L. M., Imperial, J., & Arruda, P. (2018).
A community-based culture collection for targeting
novel plant growth-promoting bacteria from the
sugarcane microbiome. Frontiers in Plant Science, 8.

© 2024 Mensaje Bioquimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

225

Mejia, Gerardo, et. al., Mens. Bioquim. 48 (2024): 213-226

Armanhi, J. S. L., de Souza, R. S. C., Biazotti, B. B.,
Yassitepe, J. E. de C. T., & Arruda, P. (2021).
Modulating Drought Stress Response of Maize by a
Synthetic ~ Bacterial ~Community. Frontiers in
Microbiology, 12.
Aleklett, K., Kiers, E. T., Ohlsson, P., Shimizu, T. S.,
Caldas, V. E., & Hammer, E. C. (2018). Build your own
soil: Exploring microfluidics to create microbial habitat
structures. In ISME Journal, 12(2).
Lebre, P. H., De Maayer, P., & Cowan, D. A. (2017).
Xerotolerant bacteria: Surviving through a dry spell. In
Nature Reviews Microbiology, 15(5).
Mueller, U. G., & Sachs, J. L. (2015). Engineering
Microbiomes to Improve Plant and Animal Health. In
Trends in Microbiology, 23(10).
Jochum, M. D., McWilliams, K. L., Pierson, E. A., & Jo,
Y. K. (2019). Host-mediated microbiome engineering
(HMME) of drought tolerance in the wheat rhizosphere.
PLoS ONE, 14(12).
Styer, A., Pettinga, D., Caddell, D., & Coleman-derr, D.
(2024). Improving rice drought tolerance through host-
mediated microbiome selection. bioRxiv.
Barragan-Ocaiia, A., & Del-Valle-Rivera, M. del C.
(2016). Rural development and environmental
protection through the wuse of biofertilizers in
agriculture: An alternative for underdeveloped
countries? Technology in Society, 46.
Hernandez-Alvarez, C., Peimbert, M., Rodriguez-
Martin, P., Trejo-Aguilar, D., & Alcaraz, L. D. (2023).
A study of microbial diversity in a biofertilizer
consortium. PLoS ONE, 18.
Trejo-Aguilar, D., & Banuelos, J. (2020). Isolation and
Culture of Arbuscular Mycorrhizal Fungi from Field
Samples. In Methods in Molecular Biology, 2146.
Arriaga, L., Castellanos, A. E., Moreno, E., & Alarcon,
J. (2004). Potential Ecological Distribution of Alien
Invasive Species and Risk Assessment: A Case Study of
Buffel Grass in Arid Regions of Mexico. Conservation
Biology, 18(6), 1504-1514.
Tinoco-Ojanguren, C., Diaz, A., Martinez, J., & Molina-
Freaner, F. (2013). Species diversity and regeneration of
native species in Pennisetum ciliare (buffelgrass)
pastures from the thornscrub of Sonora, México.
Journal of Arid Environments, 97, 26-37.
Singh, S. K., Wu, X., Shao, C., & Zhang, H. (2022).
Microbial enhancement of plant nutrient acquisition.
Stress Biology, 2(1), 3.
Jacoby, R., Peukert, M., Succurro, A., Koprivova, A., &
Kopriva, S. (2017). The Role of Soil Microorganisms in
Plant Mineral Nutrition—Current Knowledge and
Future Directions. Frontiers in Plant Science, 8.
Jones, D. L., Nguyen, C., & Finlay, R. D. (2009). Carbon
flow in the rhizosphere: Carbon trading at the soil-root
interface. Plant and Soil, 321(1), 5-33.
Badri, D. V., Quintana, N., Kassis, E. G. E., Kim, H. K.,
Choi, Y. H., Sugiyama, A., Verpoorte, R., Martinoia, E.,
Manter, D. K., & Vivanco, J. M. (2009). An ABC
Transporter Mutation Alters Root Exudation of
Phytochemicals That Provoke an Overhaul of Natural
Soil Microbiota. Plant Physiology, 151(4).
Vives-Peris, V., de Ollas, C., Gomez-Cadenas, A., &
Pérez-Clemente, R. M. (2020). Root exudates: From

42.

43.

44.

45.

46.

47,

48.

49.

50.

51.

52.

plant to rhizosphere and beyond. Plant Cell Reports,
39(1), 3-17.

Ma, W., Tang, S., Dengzeng, Z., Zhang, D., Zhang, T.,
& Ma, X. (2022). Root exudates contribute to
belowground ecosystem hotspots: A review. Frontiers
in Microbiology, 13.

Yu, P., He, X., Baer, M., Beirinckx, S., Tian, T., Moya,
Y. A. T., Zhang, X., Deichmann, M., Frey, F. P.,
Bresgen, V., Li, C., Razavi, B. S., Schaaf, G., von
Wirén, N., Su, Z., Bucher, M., Tsuda, K., Goormachtig,
S., Chen, X., & Hochholdinger, F. (2021). Plant
flavones enrich rhizosphere Oxalobacteraceae to
improve maize performance under nitrogen deprivation.
Nature Plants, 7(4), 481-499.

Fadiji, A. E., Barmukh, R., Varshney, R. K., & Singh, B.
K. (2023). Exploring the connectivity between
rhizosphere microbiomes and the plant genes: A way
forward for sustainable increase in primary productivity.
Journal of Sustainable Agriculture and Environment,
2(4), 424-443.

Van Der Heijden, M. G. A., Bardgett, R. D., & Van
Straalen, N. M. (2008). The unseen majority: Soil
microbes as drivers of plant diversity and productivity
in terrestrial ecosystems. Ecology Letters, 11(3), 296—
310.

Wang, M., Ge, A.-H., Ma, X., Wang, X., Xie, Q., Wang,
L., Song, X., Jiang, M., Yang, W., Murray, J. D., Wang,
Y., Liu, H., Cao, X., & Wang, E. (2024). Dynamic root

microbiome sustains soybean productivity under
unbalanced fertilization. Nature Communications,
15(1), 1668.

Trivedi, P., Leach, J. E., Tringe, S. G., Sa, T., & Singh,
B. K. (2020). Plant-microbiome interactions: From
community assembly to plant health. Nature Reviews
Microbiology, 18(11), 607—621.
Xu, L., Pierroz, G., Wipf, H. M.-L., Gao, C., Taylor, J.
W., Lemaux, P. G., & Coleman-Derr, D. (2021). Holo-
omics for deciphering plant-microbiome interactions.
Microbiome, 9(1), 69.
Rosenberg, E., & Zilber-Rosenberg, 1. (2016). Microbes
Drive Evolution of Animals and Plants: The
Hologenome Concept. mBio, 7(2),
Ibarra-Laclette, E., Lyons, E., Herndndez-Guzman, G.,
Pérez-Torres, C. A., Carretero-Paulet, L., Chang, T.-H.,
Lan, T., Welch, A. J., Juarez, M. J. A., Simpson, J.,
Fernandez-Cortés, A., Arteaga-Vazquez, M., Gongora-
Castillo, E., Acevedo-Hernandez, G., Schuster, S. C.,
Himmelbauer, H., Minoche, A. E., Xu, S., Lynch, M.,
Herrera-Estrella, L. (2013). Architecture and
evolution of a minute plant genome. Nature, 498(7452),
94-98.
Freund, M., Graus, D., Fleischmann, A., Gilbert, K. J.,
Lin, Q., Renner, T., Stigloher, C., Albert, V. A.,
Hedrich, R., & Fukushima, K. (2022). The digestive
systems of carnivorous plants. Plant Physiology, 190(1),
44-59.
Ibarra-Laclette, E., Albert, V. A., Pérez-Torres, C. A.,
Zamudio-Hernandez, F., Ortega-Estrada, M. de J.,
Herrera-Estrella, A., & Herrera-Estrella, L. (2011).
Transcriptomics and molecular evolutionary rate
analysis of the bladderwort (Utricularia), a carnivorous

© 2024 Mensaje Bioquimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.



226

Mejia, Gerardo, et. al., Mens. Bioquim. 48 (2024): 213-226

plant with a minimal genome. BMC Plant Biology,
11(1),101.

53. OneHealth High-LevelExpert Panel (OHHLEP),
Adisasmito, W. B., Almubhairi, S., Behravesh, C. B.,
Bilivogui, P., Bukachi, S. A., Casas, N., Cediel Becerra,
N., Charron, D. F., Chaudhary, A., Ciacci Zanella, J. R.,
Cunningham, A. A., Dar, O., Debnath, N., Dungu, B.,
Farag, E., Gao, G. F., Hayman, D. T. S., Khaitsa, M.,
Koopmans, M. P. G., ... Zhou, L. (2022). One Health:
A new definition for a sustainable and healthy future.
PLoS Pathogens, 18(6) e1010537.

54. Carthey, A. J. R., Gillings, M. R., & Blumstein, D. T.
(2018). The Extended Genotype: Microbially Mediated
Olfactory Communication. Trends in Ecology &
Evolution, 33(11), 885-894.

55. Banerjee, S., & van der Heijden, M. G. A. (2023). Soil
microbiomes and one health. Nature Reviews
Microbiology, 21(1), 6-20.

56.Ma, L., Zhao, H., Wu, L. B., Cheng, Z., & Liu, C. (2023).
Impact of the microbiome on human, animal, and
environmental health from a One Health perspective.
Science in One Health, 2.

57. Ramirez-Puebla, S. T., Servin-Garciduenias, L. E.,
Jiménez-Marin, B., Bolafos, L. M., Rosenblueth, M.,
Martinez, J., Rogel, M. A., Ormefio-Orrillo, E., &
Martinez-Romero, E. (2013). Gut and Root Microbiota
Commonalities. Applied  and  Environmental
Microbiology, 79(1), 2-9.

58. Thursby, E., & Juge, N. (2017). Introduction to the
human gut microbiota. Biochemical Journal, 474(11),
1823-1836.

59. Casadevall, A., & Pirofski, L. (2014). Microbiology:
Ditch the term pathogen. Nature, 516(7530), 165-166.

60. Dorador, C., Vila, 1., Witzel, K.-P., & Imhoff, J. F.
(2013). Bacterial and archaeal diversity in high altitude
wetlands of the Chilean Altiplano. Fundamental and
Applied Limnology, 182(2), 135-159.

61. Elomari, M., Coroler, L., Verhille, S., Izard, D., &
Leclerc, H. (1997). Pseudomonas monteilii sp. Nov.,
Isolated from Clinical Specimens. International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology, 47(3),
846-852.

62. Hinton, D. M., & Bacon, C. W. (1995). Enterobacter
cloacae is an endophytic symbiont of corn.
Mycopathologia, 129(2), 117-125.

63. Madhaiyan, M., Peng, N., & Ji, L. (2013). Complete
Genome Sequence of Enterobacter sp. Strain R4-368, an
Endophytic N-Fixing Gammaproteobacterium Isolated
from Surface-Sterilized Roots of Jatropha curcas L.
Genome Announcements, 1(4) ¢00544-13.

64. Wei, C.-Y., Lin, L., Luo, L.-J., Xing, Y.-X., Hu, C.-J.,
Yang, L.-T., Li, Y.-R., & An, Q. (2014). Endophytic
nitrogen-fixing Klebsiella variicola strain DX120E
promotes sugarcane growth. Biology and Fertility of
Soils, 50(4), 657-666.

65. Ortiz-Castro, R., Diaz-Pérez, C., Martinez-Trujillo, M.,
del Rio, R. E., Campos-Garcia, J., & Lopez-Bucio, J.
(2011). Transkingdom signaling based on bacterial
cyclodipeptides with auxin activity in plants.
Proceedings of the National Academy of Sciences,
108(17), 7253-7258.

Dr. Luis David Alcaraz Peraza
ORCID: 0000-0003-3284-0605

Se gradué como Bidlogo en 2005 de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico (UNAM) y obtuvo su doctorado en
Biotecnologia en 2009 en el Centro de Investigacion
y de Estudios Avanzados (Cinvestav, Irapuato).
Completd estancias postdoctorales en Valencia,
Espafia y en Ontario, Canadé, antes de incorporarse
en 2012 en la UNAM, donde actualmente es
Investigador Titular B en el Departamento de
Biologia Celular, de la Facultad de Ciencias. Es
miembro del Sistema Nacional de Investigadores,
con nivel II. Recibid el Reconocimiento Distincion
Universidad Nacional para Jovenes Académicos en
2020 de la UNAM vy ha sido reconocido por su
investigacion en Microbiologia Molecular y es editor
académico en varias revistas cientificas importantes.
Cuenta con 72 publicaciones y 3,673 citas. Su
laboratorio se enfoca en la genomica ambiental,
trabajando desde bacterias ambientales,
microbiomas humanos y probando la interaccion
huesped-bacteria en las raices de plantas.

© 2024 Mensaje Bioquimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.



Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.;
Vazquez-Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M.
© ISSN-0188-137X

Facultad de Medicina

Version electronica en
http://biosensor.facmed.unam.mx/mensajebioquimico/

MENSAJE BIOQUIMICO

Mens. Bioquim. 48 (2024) 227-235

Memoria del LI Taller de Actualizacién Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM

Microbiomas del metro, un viaje por los trenes urbanos del
mundo

Microbiomes Commuting in the Subway System

Peimbert, Marianat4

Departamento de Ciencias Naturales, Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Cuajimalpa.

& Av. Vasco de Quiroga 4871, Col. Santa Fe Cuajimalpa, Alcaldia Cuajimalpa de Morelos, Cd. de México, C.P.
05300, México. Cubiculo 829. Tel: +52 (55) 5814 6500, Ext. 3875; mpeimbert@cua.uam.mx

Editor responsable: Héctor Riveros-Rosas
DOI: https://doi.org/10.22201/fm.0188137xp.2024.48.19

Recibido: 16 de febrero de 2024
Revisado: 14 de mayo de 2024
Aceptado: 24 de mayo de 2024

Resumen

Los estudios de los microbiomas en sistemas de
metro han revelado una rica biodiversidad
microbiana, que refleja la compleja interaccion entre
los humanos y su entorno urbano. Estos estudios,
posibilitados por el avance en tecnologias de
secuenciacion 'y analisis microbioldgico, han
mostrado que los sistemas de metro albergan
principalmente microorganismos procedentes de la
piel humana, y algunos otros del entorno ambiental.
Estas investigaciones han evidenciado la rapidez y
dinamismo con que se establecen y cambian los
microbiomas en estos espacios, destacando el papel
de los sistemas de metro (trenes urbanos) en la
transmision microbiana y su posible participacion en
la salud publica. Ademas, la presencia de genes de
resistencia a antibidticos muestra que los sistemas de
metro son un reflejo de las practicas sanitarias y los
habitos de vida de la poblacion urbana. Las
investigaciones en este campo han abierto
importantes interrogantes sobre la viabilidad y
actividad metabolica de estos microorganismos, asi
como sobre la presencia y relevancia de patdogenos
en estos entornos.

Palabras claves: microbiomas urbanos,
metagenomas, sistemas de transporte.

Abstract

Studies of microbiomes in subway systems have
revealed a rich microbial biodiversity, reflecting the
complex interaction between humans and their urban
environment. Enabled by advances in sequencing
technologies and microbiological analysis, these
studies have shown that subways primarily harbor
microorganisms originating from human skin, along
with some from the environmental surroundings.
These investigations have highlighted the speed and
dynamism with which microbiomes establish and
change in these spaces, emphasizing the role of
subway systems in microbial transmission and their
potential involvement in public health. Furthermore,
the presence of antibiotic resistance genes indicates
that subways mirror the sanitary practices and
lifestyle habits of the urban population. Research in
this field has opened significant questions about the
viability and metabolic activity of these
microorganisms, as well as the presence and
relevance of pathogens in these environments.

Keywords: urban  microbiomes,

transport systems.

metagenomes,
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Introduccion

En el interior de los sistemas de metro de nuestras
ciudades, donde millones de personas se cruzan cada
dia, habita un mundo microscdpico poco conocido.
Estos espacios no soélo transportan pasajeros de un
punto a otro, sino que también sirven como redes de
interaccion continua entre personas y
microorganismos, algunos de los cuales tienen el
potencial de afectar nuestra salud, para bien y para
mal, de maneras que apenas estamos comenzando a
comprender. El estudio de los microbiomas en estos
sistemas de metro refleja la diversidad bioldgica y
cultural de una metrépolis, adicionalmente, ofrece una
oportunidad para monitorear y potencialmente
prevenir problemas de salud publica antes de que se
manifiesten a gran escala. Este texto explora como las
técnicas de secuenciacidn masiva nos han permitido
empezar a entender estos ecosistemas urbanos.

Gracias a los avances en tecnologias de
secuenciacion masiva y analisis microbiologicos
libres de cultivo, ahora podemos examinar la
diversidad microbiana con mucho mas detalle,
transformando la microbiologia de una ciencia
centrada en patégenos a una enfocada en comunidades
y relaciones entre micro y macroorganismos. Esto ha
dado lugar a una conclusion que en otro momento era
dificil de imaginar, la mayoria de las bacterias con las
que convivimos no son patdgenas y muchas son
esenciales para nuestras funciones metabolicas y
nutricionales, influyendo en nuestra salud de multiples
maneras (1).

El microbioma humano, con sus aproximadamente
45 millones de genes codificantes, posee un potencial
metabolico mucho mayor que el del propio genoma
humano (2). Este microbioma tiene impactos
sorprendentes en la salud, desde la produccion de
metabolitos que influyen en el eje intestino-cerebro,
hasta su influencia en prevenir enfermedades orales
como las caries (3, 4). Ademas, se esta redefiniendo la
concepcion de salud y enfermedad, considerando
desequilibrios en la microbiota como posibles
causantes de enfermedades multifactoriales (5).

El cuerpo humano se entiende ahora como un
ecosistema complejo, donde la interaccion entre los
microorganismos y nosotros forma parte de una vida
saludable.  La  ecologia  microbiana  estd
proporcionando nuevas perspectivas sobre como se
establecen y transfieren estas comunidades. La
perspectiva holistica ha llevado a la OMS a proponer
el enfoque “One health” en el que se piensa la salud
de forma integral y estrechamente vinculada entre las
personas, los animales y los ecosistemas. Dado este
contexto amplio, los microbiomas urbanos,
especialmente en los entornos construidos, ofrecen un
campo de estudio fascinante que merece una atencion

detallada. Cada ser humano es un mundo tnico de
colonizaciéon microbiana, que comienza desde el
nacimiento y continda a lo largo de la vida. Sabemos
que cada persona vive con sus microbiomas y todo el
tiempo genera bioaerosoles y descamaciones, estas
particulas suspendidas forman una nube alrededor de
cada persona que va dejando una huella a su paso (6)
(Figura 1). Los estudios sobre cémo se establece y
transmite el microbioma en diferentes habitats del
cuerpo humano son extensos, pero el conocimiento
sobre la dinamica de transmision y resiliencia del
microbioma en nuestros entornos cotidianos, como
hogares, oficinas, hospitales y medios de transporte,
estd apenas emergiendo.

Definiciones:

La  microbiota es la comunidad de
microorganismos vivos que habitan un ambiente
particular, como por ejemplo, el intestino
humano.

El microbioma es el conjunto formado por los
microorganismos, sus genes, sus metabolitos y
demas caracteristicas ambientales.

Los microbiomas urbanos

Las microbiotas de los entornos construidos estan
determinados por sus ocupantes, la relacion con el
exterior y factores como el disefio arquitectonico y el
uso de los edificios. Es decir, estos entornos constan
de habitaciones y objetos con diferentes comunidades
microbianas (7). Por ejemplo, las diferentes
superficies de un bafio tienen distintas fuentes
microbianas; el suelo se asemeja al suelo exterior, los
grifos se parecen a la piel humana y el inodoro
contiene sefiales microbianas del microbioma
intestinal humano (8). Por su parte, los materiales
porosos promueven la acumulacion de polvo y
humedad, permitiendo el crecimiento de organismos
ambientales; mientras que los materiales lisos y
algunas pinturas solo permiten la viabilidad de
algunas bacterias (29).

Ademas, el microbioma de interiores depende del
disefio arquitectonico, el flujo de personas, la
dindmica del aire y si la ventilacion es natural o
mecanica. Cuando los edificios estan bien ventilados,
el microbioma del aire se asemeja al del exterior. Los
microbiomas en exteriores dependen del tipo de
construcciones y areas verdes en las inmediaciones,
incluyendo sefiales microbianas del suelo, las plantas
y la piel humana. La concentracion de CO, en
interiores es un buen indicador de una ventilacion
adecuada y de la contribucion de los microbiomas
exteriores a los interiores. En contraste, en edificios
mal ventilados, las sefiales microbianas de humanos,
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animales, plantas y posiblemente mohos son mas
evidentes.  Curiosamente, en interiores las
comunidades bacterianas dependen mas de los

ocupantes, mientras que las comunidades fungicas
interiores se parecen mas a las del exterior (9).

Figura 1. Nubes de microbiomas. Las personas emiten una nube de particulas con microorganismos, de
esta manera las personas van dejando su huella microbiana en los espacios que transitan.

En ecologia se considera que los dos procesos mas
importantes para entender el flujo de organismos son
la dispersion y la seleccion (10). La dispersion entre
personas y el medio ambiente puede ser directa, como
en el contacto fisico con una superficie, o indirecta,
como en la exhalacion de bioaerosoles o la
descamacion de la piel. Por otro lado, la seleccion se
refiere a que las condiciones ambientales especificas
solo permiten el establecimiento de algunos
organismos. Estos dos procesos causan similitudes
entre los microbiomas en algunas superficies. Por
ejemplo, los microbiomas de los bancos en dos
gimnasios diferentes son mas similares entre si que los
microbiomas de los bancos y las pesas libres en el
mismo gimnasio (11). Entender estos complejos
entornos y sus microbiotas requiere métodos de
estudio sofisticados que describo a continuacion.

. Como estudiamos estos microbiomas?

Los métodos de estudio actuales se basan en
técnicas  moleculares, principalmente en la

secuenciacion de ADN, que permite un analisis mas
detallado y extenso de las comunidades microbianas.
Los estudios comienzan por el disefio experimental y
la toma de muestras. El estudio de los microbiomas de
los metros se ha centrado tanto en muestras de
superficies como de aire. En el caso de superficies las
muestras se recolectan mediante hisopados en
diferentes tipos de objetos como la repisa de las
taquillas, los tubos y las barandillas; mientras que las
muestras de aerosoles son recolectadas mediante
impactadores (equipos que dirigen el aire a una caja
petri), sistemas de filtracibn y otros equipos
especializados. Una vez obtenida la muestra se lleva
al laboratorio y se purifica el ADN total. Existen
diversas metodologias sobre qué y como secuenciar.
Una técnica comun es la secuenciacion de amplicones
del gen 16S ribosomal que nos brinda un panorama
detallado de las bacterias presentes. Por otro lado, la
secuenciacion tipo escopeta, que implica secuenciar
aleatoriamente pequefios fragmentos de ADN, no
proporciona un analisis taxondmico tan exhaustivo,
sin embargo, nos permite identificar una gama mas
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amplia de organismos, incluyendo virus y hongos.
Ademas, esta técnica es Util para explorar aspectos
funcionales y metabolicos como la resistencia a los
antibidticos o la capacidad de producir toxinas. En
ocasiones, mediante la secuenciacion tipo escopeta, se
pueden reconstruir genomas completos, aunque esto
s6lo es posible cuando se ha invertido una cantidad
significativa de recursos para secuenciar a
profundidad. Las técnicas de secuenciaciéon masiva de
ADN tienen la ventaja de que podemos observar
microorganismos que no sabemos cémo crecer en el
laboratorio y también aquellos organismos raros que
son poco abundantes.

Existe un consorcio de investigadores a nivel
mundial, MetaSUB, que tiene como objetivo entender
los microbiomas urbanos y en particular los
microbiomas de los sistemas del metro. Este grupo ha
establecido algunas caracteristicas metodologicas
para poder comparar datos de diferentes partes del
mundo llevados a cabo en diferentes afios por
diferentes investigadores (12).

El microbioma del metro

Como punto de partida, el microbioma de los
sistemas de metro comparte muchas similitudes con
otros entornos urbanos, como casas, escuelas,
hospitales y gimnasios. Sin embargo, los sistemas de
metro se distinguen por su alta densidad de poblacion;
un claro ejemplo es el metro de la Ciudad de México,
que recibe mas de 4 millones de pasajeros diarios (13),
una cifra que supera la poblacién total de ciudades
como Buenos Aires (14). Ademas, no hay que olvidar
que cada persona viaja con sus 3.8 x 10'% células
bacterianas (15), y va dejando a su paso una nube
microbiana, lo que da como resultado un vasto
reservorio de microorganismos.

Los metros no solo son importantes por su funcion
de transporte, sino que act@ian como verdaderas redes
urbanas, canalizando flujos constantes de pasajeros
que provienen de diversas ubicaciones y que
permanecen en el sistema por periodos breves, desde
unos minutos hasta unas pocas horas. La
infraestructura del metro estd meticulosamente
disenada para manejar estas multitudes: escaleras,
corredores, tineles y plataformas estan organizados
para dirigir eficazmente el flujo de personas. Ademas,
todos los elementos, desde las barandillas hasta las
maquinas expendedoras de boletos y los quioscos,
estdn pensados para una funcidn muy especifica,
mientras que los sistemas de ventilacion estan
especialmente adaptados para las necesidades
climaticas de cada ciudad.

Por otro lado, los sistemas de metro desempefian
un papel mas amplio en la vida urbana, funcionando
como espacios publicos que reflejan y contribuyen a

la identidad cultural de la ciudad. Son utilizados para
eventos culturales y sociales, y en situaciones de
emergencia, pueden transformarse en refugios
temporales para personas sin hogar o servir como
refugios antiaéreos. Sin embargo, es importante
considerar que, durante las horas pico, estos espacios
pueden llegar a estar sobrepoblados, y sus areas menos
accesibles pueden albergar fauna urbana como ratas,
cucarachas o palomas, lo que afiade otra dimension a
la compleja ecologia de los sistemas de metro.

En las diferentes superficies de los metros se han
encontrado mas de 4000 especies microbianas
conocidas, incluyendo bacterias, arqueas y hongos
(12). El estudio por secuenciaciéon masiva de las
microbiotas muchas veces se centra exclusivamente
en el estudio de las bacterias, esto responde tanto a
cuestiones metodologicas como al vasto conocimiento
que tenemos sobre los genomas bacterianos que nos
permite hacer interpretaciones mas precisas y
profundas. El microbioma de los sistemas de metro
estd compuesto principalmente por bacterias de origen
humano, especialmente aquellas relacionadas con la
piel, y organismos del medio ambiente provenientes
del suelo, el agua y la vegetacion. A pesar de que las
bacterias mas abundantes son iguales en todo el
mundo, el conjunto de microorganismos y en
particular las bacterias poco frecuentes son
responsables de diferencias entre los sistemas de
metro, dandole una huella bacteriana especifica a cada
ciudad estudiada (17).

Los phyla bacterianos mas abundantes en los
microbiomas del metro incluyen Actinobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria. Por su
lado, las especies fungicas encontradas pertenecen
principalmente a los filos Ascomycota y
Basidiomycota, aunque la  prevalencia de
Basidiomycota  varia  significativamente  entre
diferentes sistemas de metro (16).

En el metro de la Ciudad de México, los géneros
dominantes de Dbacterias son Cutibacterium
(Propionibacterium),  Corynebacterium, Strepto-
coccus 'y Staphylococcus, con una alta diversidad en
las comunidades posiblemente relacionada con el gran
numero de usuarios (Figura 2). Una caracteristica
peculiar de las comunidades bacterianas del metro de
la CDMX es que son homogéneas, todas las muestras
se parecen y no se agrupan por linea, zona de la
ciudad, tipo de estacion, o de entorno (18). Esto
contrasta con lo que sucede en otras ciudades como
Nueva York donde las muestras se agrupan por barrio
y por el entorno exterior, o lo que sucede en Hong
Kong que las muestras se agrupan por el lado del rio
al que pertenecen (19, 20). La Ciudad de México no
es homogénea en su paisaje urbanistico, pues hay
zonas industriales, semirurales, habitacionales,
comerciales, verdes, etc. Tampoco es homogénea en
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cuanto a cuestiones culturales, existen grandes
diferencias socioeconomicas entre las personas y de
estas resultan diferencias en los habitos de
alimentacion e higiene. Por esto pareceria que la
homogeneidad del sistema de la ciudad de México

tiene que ver con los grandes recorridos que llevan a
cabo las personas todos los dias, que hace que éstas se
encuentren y generen un sistema homogéneo (18).

Aire

Cutibacterium
Micrococcus
Paracoccus
Sphingomonas
Kocuria
Acinetobacter
Staphylococcus

Superficies

Cutibacterium

N Corynebacterium
Streptococcus
Staphylococcus

Figura 2. Bacterias dominantes en los sistemas de metro.

La interaccion microbiana en los metros es rapida
y dindmica, como lo demuestra la notable
transformacion del microbioma de las manos que
puede ocurrir en cuestion de minutos. Este cambio
tiende a homogeneizar los microbiomas de los
pasajeros, haciendo que, aunque las firmas
individuales persisten, al final del viaje las personas
muestran mayores similitudes en su composicion
microbiana (21). Paralelamente, se ha observado que
las bacterias recolonizan rapidamente las barandillas
de los metros minutos después de ser limpiadas
profundamente,  evidenciando la  constante
renovacion de estos microorganismos (21). Ademas,
el microbioma del metro responde significativamente
al comportamiento humano, variando su composicion
entre la mafiana y la tarde, como se ha observado en
estudios realizados en el metro de Hong Kong (20).

MetaSub (los metros de 60 ciudades)
La microbiota de las superficies se ha

caracterizado mediante secuenciacion profunda, lo
cual ha permitido obtener una imagen completa del

componente bacteriano y sus caracteristicas de
resistencia a los antimicrobianos en diversas regiones
geograficas del mundo. El consorcio internacional de
Metagenomica y Metadisefio de Metros y Biomas
Urbanos (MetaSUB) analiz6 casi 5000 muestras de
60 ciudades, proporcionando un atlas mundial de la
comunidad microbiana de los sistemas de metro (12).

Con estos datos se han podido ensamblar los
genomas de aquellas cepas dominantes (las de mayor
abundancia). A este tipo de genomas se les conoce
como MAG (Metagenome-Assembled Genome). Shi
y colaboradores (22) lograron ensamblar mas de mil
genomas de alta calidad (esto quiere decir que tienen
mas del 90% de cobertura y menos del 0.5 % de
heterogeneidad de cepa), la mayoria de los MAG
corresponden a Cutibacterium acnes y cientos
corresponden a bacterias no descritas con
anterioridad. El nimero de bacterias no conocidas por
ciudad se correlaciona positivamente con el tamafio
de la poblacion. Estos estudios a profundidad también
permitieron la identificacion de genes de resistencia a
antibioticos (AMR, del inglés antimicrobial
resistance). A nivel global se ha encontrado con
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mayor frecuencia la resistencia a dos clases de
antibidticos: macrolidos (MLS, del inglés macrolides,
lincosamides and streptogramins) y betalactamicos
(12). Estos antibidticos son usados con frecuencia en
el tratamiento de una amplia variedad de infecciones.
La identificacion de AMR corrobora lo que desde
hace tiempo se sabe, que existen muchos organismos
no patdégenos que adquieren la resistencia a
antibidticos mediante la propagacion desde diversas
fuentes, como pudieran ser hospitales, granjas,
cultivos y aguas residuales (23).

Como parte de este estudio multiciudad se
identificaron 31 especies (para ser precisos ASV,
amplicon sequence variant) que estan presentes en
mas del 97% de las ciudades. A estas se les considera
el nucleo del microbioma de los diferentes sistemas
del metro. También se detectaron 1,145 especies que
estan en mas del 70% de las ciudades y se denominan
el nucleo extendido (12). Esto quiere decir, que los
metros del mundo tienen muchas semejanzas en
cuanto a los microorganismos que los habitan,
independientemente de las diferencias ambientales,
arquitectonicas, flujo de pasajeros o diferencias
culturales de los pasajeros. A pesar de lo anterior y de
que las comunidades de microorganismos lleguen a
tener claras diferencias durante las horas del dia, los
cambios estacionales o las zonas de la Ciudad, es
notable que las muestras de un sistema se agrupan
claramente entre si.

De esta forma, la descripcion de los microbiomas
del metro se asemeja a lo que sucede en el
microbioma humano, hay caracteristicas generales y
se pueden observar muchos patrones, pero aun asi hay
sefiales propias de cada persona. Por eso se dice que
existe una huella en cada sistema del metro y esta
corresponde tanto a cuestiones ambientales vy
urbanisticas, asi como a los habitos culturales de los
usuarios del sistema.

Bioaerosoles

Sobre los bioaerosoles del aire se sabe mucho
menos que sobre las superficies. Hay menos estudios
de aire debido a que la densidad de organismos en el
aire es mucho menor que en las superficies, ademas
se requiere de equipo especializado y los datos son
mas dificiles de comparar pues no se tiene un método
estandarizado para la toma y procesamiento de
muestras. Los organismos mas abundantes en el aire
que circula en el metro incluyen bacterias como
Cutibacterium, Micrococcus, Paracoccus,
Sphingomonas, Kocuria, Acinetobacter 'y
Staphylococcus (24). Las comunidades del metro no
son significativamente diferentes con aquellas del
aire exterior al metro. Los modelos sugieren que el
polvo de las superficies se resuspende y los

bioaerosoles se precipitan de tal forma que las
superficies y el aire estan fuertemente comunicados.
Sin embargo, las bacterias dominantes del aire no son
las mismas que en las superficies (25). A pesar de las
dificultades que existen para la toma y procesamiento
de muestras de aire, resulta relevante seguir con estos
estudios y tratar de estandarizarlos, pues sabemos que
muchas enfermedades se transmiten a través de
aerosoles usando como puerta de entrada la nariz y la
boca.

Existen algunos estudios sobre la calidad del aire
que muestran que la concentracion de CO, se
correlaciona con la cantidad de pasajeros, y en las
estaciones subterraneas el CO, suele llegar a valores
mas altos que aquellos considerados saludables. En
diferentes ciudades se han tomado medidas para
mejorar la ventilacion y asi disminuir el CO, y
también disminuir el nUmero de particulas
suspendidas. Algunas de estas medidas han sido
colocar filtros magnéticos o hacer una limpieza
profunda de los tineles. De cualquier manera, la
calidad del aire en las estaciones subterraneas sigue
siendo un problema por resolver (26).

.Hay antrax en el metro Nueva York?

Hace casi una década, en los primeros estudios del
microbioma del metro de Nueva York (19), se
inform6 sobre la presencia de Bacillus anthracis, el
agente causante del antrax (carbunco). Sin embargo,
analisis mas detallados arrojaron luz sobre un
hallazgo interesante. Aunque en las muestras se
detectaron  secuencias  genéticas  tipicamente
asociadas con Bacillus anthracis, no se encontrd
evidencia del gen que codifica para la toxina del
antrax, responsable de la Iletalidad de este
microorganismo. Los resultados sugirieron la
presencia de cepas de Bacillus muy similares a
Bacillus anthracis, pero sin la capacidad de producir
la toxina letal, desafiando asi las conclusiones
iniciales (27). Este descubrimiento indica que podrian
existir nuevas cepas de Bacillus en el ambiente del
metro, similares a B. cereus y B. anthracis pero no
toxicas. Este hallazgo es crucial ya que subraya la
importancia de realizar analisis profundos vy
detallados para comprender adecuadamente la
diversidad microbiana en entornos urbanos y evitar
conclusiones apresuradas que conduzcan a la
poblacion a tener miedo de usar el sistema de
transporte, y a su forma de vida cotidiana.

Los virus del metro
Mas allé de las bacterias, los virus también juegan

un papel crucial en los ecosistemas del metro, aunque
son menos comprendidos. Para el andlisis del viroma
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nos enfrentamos a una complejidad aun mayor que
con las bacterias por diversas razones. En primer
lugar, muchos virus son de ARN, lo que implica la
necesidad de utilizar metodologias de laboratorio
especificas y diferentes de las utilizadas para el
analisis del ADN. Ademas, las particulas virales son
mas pequeilas y, por lo tanto, resultan mucho mas
dificiles de capturar en las muestras. Por si esto fuera
poco, nuestro conocimiento sobre los viromas es muy
limitado y hasta ahora, la mayoria de los estudios de
fisiologia viral se han centrado en aquellos virus que
causan problemas de salud graves en humanos o que
afectan a organismos de alta relevancia econdmica.
Sin embargo, sabemos que existe una gran variedad
de virus que infectan bacterias, plantas, hongos e
incluso insectos como las cucarachas. Por lo tanto, la
identificacion de estos virus representa un gran
desafio, incluso para el analisis de los microbiomas
humanos, que son los que mejor conocemos. Esta
falta de conocimiento sobre una amplia gama de virus
significa que hay un vasto mundo viral atn por
explorar y entender, lo cual es necesario para obtener
una imagen completa de los ecosistemas microbianos
en cualquier entorno, incluidos los sistemas de metro.

En el estudio a profundidad de las 60 ciudades se
identificaron 10,928 genomas virales de los cuales el
94% no se parecen a virus de otros ambientes y por lo
pronto no sabemos qué organismos infectan ni
tampoco su relevancia ecoldgica o en la salud. De
aquellos virus que si se pudieron identificar sabemos
que no todos son de humanos, muchos son virus
bacterianos que participan en regular la abundancia
de algunas poblaciones de bacterias (22).

Para detectar los virus de relevancia
epidemioldgica, se utiliza una técnica especifica
conocida como PCR cuantitativa (QPCR) (28). Esta
técnica es la misma que se utiliza en los laboratorios
clinicos para diagnosticar a las personas. Para esto, se
requieren sondas disefiadas para detectar y cuantificar
virus especificos como el SARS o el virus de
influenza. El proceso implica la amplificacion de
segmentos del material genético del virus, lo que
permite identificar su presencia incluso en cantidades
muy pequefias. Gracias a su alta sensibilidad y
especificidad, la qPCR se ha convertido en Ia
herramienta preferida para monitorear la presencia de
estos virus en diferentes ambientes. Si bien esta
técnica es poderosa incluso cuando hay muy pocas
particulas virales, no permite estudiar la diversidad
viral, ni de los virus en general ni de las cepas
particulares que estan presentes. En Barcelona, este
tipo de estudios ha permitido monitorear como
cambia la presencia del virus de la influenza durante
el invierno (28).

Retos en el estudio del microbioma del metro

Los estudios microbiologicos libres de cultivos
nos han abierto los ojos a un mundo antes
desconocido, pero de ninguna manera reemplazan a
los estudios clésicos de fisiologia bacteriana. En
particular en los estudios de microbiomas urbanos
existen grandes interrogantes que no se pueden
responder ficilmente y siguen siendo un reto para la
comprension de estos ecosistemas (29), algunas de las
preguntas que seguiran en el aire por una temporada
se describen a continuacion.
JEstan metabolicamente activos los
microorganismos que observamos?

Una preocupacion constante cuando se hacen
estudios microbioldgicos libres de cultivo es saber si
las Dbacterias detectadas estdn creciendo, se
encuentran latentes o muertas. En el caso de los
edificios y otras construcciones es particularmente
relevante pues en el aire, como en muchas superficies,
hay pocas fuentes de nutrientes y estan expuestos a la
desecacion. Por esto se ha propuesto que la mayoria
de las bacterias no estin en crecimiento, de tal forma
que el metro es so6lo un sumidero ecologico. Es decir,
las bacterias provienen de otros espacios (fuentes
ecologicas), se suben al metro, estan latentes un rato
en el ambiente y si no llegan a un lugar con mejores
condiciones de crecimiento, eventualmente mueren.
Las interacciones ecologicas mas importantes como
la competencia y la cooperacion solo suceden en
sistemas metabolicamente activos, por lo que para
entender como interaccionan los microorganismos
entre si es relevante saber el estado metabdlico de
cada especie detectada.

¢ Qué organismos patogenos hay?

Detectar organismos patdgenos es sumamente
dificil puesto que suelen existir cepas de las mismas
especies que no tienen la capacidad de infeccion, por
ejemplo, cepas entéricas que no tienen las islas de
patogenicidad. Para detectar los organismos
patdgenos es necesario ensamblar los genomas
completos (MAG), y esto requiere que la
secuenciacion tipo escopeta se lleve a cabo a
profundidad y que sean organismos abundantes en la
muestra. Mas alla de eso, la deteccion de organismos
patdégenos no indica que estén vivos y que puedan
infectar a las personas.

;Qué pasa con los microorganismos que no se
parecen a lo que hay en las bases de datos?

Otra limitacion importante en el estudio de los
microbiomas ambientales radica en que muchas de las
bacterias encontradas no estan registradas en las bases
de datos existentes. Esto se debe a que dichas
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bacterias no han sido estudiadas en laboratorio e
incluso algunas no se han observado en otros
ambientes. En la mayoria de los casos, desconocemos
los requisitos especificos para su crecimiento y, por
lo tanto, no podemos cultivarlas para su analisis
fisiologico. Esta falta de informacion en las bases de
datos hace que sea dificil identificar con precision
todas las bacterias que estamos observando y su rol
en el ecosistema. En consecuencia, a pesar de los
avances tecnologicos en la secuenciacion del ADN,
ain enfrentamos el desafio de no conocer
completamente la diversidad microbiana presente en
estos entornos complejos y ricos en microorganismos.

Conclusiones

Los sistemas de metro son mucho mas que una
forma para el desplazamiento urbano. Estos sistemas
reflejan y afectan la salud de sus usuarios a través de
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Resumen Abstract
Diversos enfoques psicopedagdgicos Various university psycho-pedagogical

universitarios se han concentrado en mejorar la
capacidad del estudiante para aprender a aprender. El
proposito es que el estudiante participe activamente
en la construccion de su propio conocimiento,
basado en sus experiencias, para que pueda
desarrollarse en el uso y aplicacion de este
conocimiento de forma autéonoma en diferentes
escenarios.

La habilidad de aprender a aprender no solo
implica el desarrollo de aspectos cognitivos, es decir,
capacidades que permiten al estudiante comprender
y regular sus propios procesos de aprendizaje, sino
que también requiere actitudes, como la disposicion
a reconocer los errores como parte del proceso de
aprendizaje.

El concepto de aprender a aprender se manifiesta
en diversas formas. Una de ellas se evidencia cuando
el estudiante es consciente tanto del proceso que lo
condujo a formular un nuevo conocimiento y logra
su correlacion con otros conocimientos previos y de
la manera en que puede optimizar su proceso de
aprendizaje  (metacogniciéon). Este tipo de
autoconocimiento se centra en la reflexion sobre el
propio pensamiento, tomando consciencia de los
procesos mentales implicados en aprender.

approaches have focused on improving the student's
ability to learn how to learn. The goal is for the
student to actively participate in the construction of
their own knowledge, based on their experiences, so
that they can develop the ability to use and apply this
knowledge autonomously in different scenarios.

The skill of learning to learn not only involves
the development of cognitive aspects, meaning
abilities that allow the student to understand and
regulate their own learning processes, but also
requires attitudes, such as the willingness to
recognize mistakes as part of the learning process.

The concept of learning to learn manifests in
various forms. One of these is evident when the
student is aware of both the process that led them to
formulate new knowledge and its correlation with
previous knowledge, and of how they can optimize
their learning process (metacognition). This type of
self-knowledge focuses on reflection about one's
own thinking, becoming aware of the mental
processes involved in learning.

In this sense, the student sets clear goals,
recognizes their achievements and difficulties,
values the results achieved, and is capable of
detecting and correcting their mistakes. Although it
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En este sentido, el estudiante establece metas
claras, reconoce sus logros y dificultades, valora los
resultados alcanzados siendo capaz de detectar y
corregir sus errores. Si bien es un proceso
multidimensional, se puede reconocer un
componente intrinseco (propio del estudiante) y otro
extrinseco, donde los docentes podemos incidir
mediante diversas estrategias pedagdgicas.

El presente trabajo muestra un breve recorrido
por este vasto tema para que alumnos o docentes,
perfeccionemos el arte de aprender.

Palabras claves: aprendizaje, estrategias de
aprendizaje, estrategias de ensefianza, estrategias
didacticas.

is a multidimensional process, an intrinsic
component (inherent to the student) and an extrinsic
component, where teachers can influence through
various pedagogical strategies, can be recognized.

This paper presents a brief overview of this vast
topic so that students and teachers can perfect the art
of learning.

Keywords: learning, learning strategies, teaching
strategies, didactic strategies.

Introduccion

En la vasta constelacion de habilidades humanas,
el arte de aprender destaca como una de las mas
esenciales y transformadoras. Aprender no es
simplemente una acumulacion de hechos y datos, sino
una capacidad dinamica que nos permite adaptarnos,
innovar y crecer en un mundo en constante cambio.
Sin embargo, el verdadero desafio no radica sélo en
adquirir conocimientos, sino en dominar las técnicas
para aprender de manera eficiente y efectiva.

Este articulo explora el fascinante proceso de
aprender a aprender, desentrafiando los métodos
pedagogicos mas efectivos y ofreciendo estrategias
practicas para estudiantes y educadores por igual.
Acompafienos en este viaje para descubrir coémo
podemos convertirnos en mejores aprendices y, a su
vez, ensefar a otros a hacerlo, fomentando una cultura
de aprendizaje continuo y autodirigido.

Desarrollo

Una de las habilidades basicas del ser humano es
el aprendizaje. Toda nuestra vida, desde que nacemos
hasta que morimos, aprendemos infinidad de cosas:
como hablar, como comer, como caminar, cOmo
relacionarnos, como ser profesionistas, etcétera. ;Pero
qué es aprender? El Diccionario de la Real Academia
Espafiola define “aprender” como: adquirir el
conocimiento de algo por medio del estudio o de la
experiencia (1).

Diaz (2012) define el aprendizaje como una “serie
de procesos biologicos y psicologicos que ocurren en
la corteza cerebral que, gracias a la mediatizacion del
pensamiento, llevan al sujeto a modificar su actitud,
habilidad, conocimiento e informacion, asi como sus
formas de ejecucion por las experiencias que adquiere
en la interaccion con el ambiente externo, en busca de
dar respuestas adecuadas” (2). Por otra parte, para
Castellanos Simons et al (2001) es el “proceso
dialéctico de apropiacion de los contenidos y las

formas de conocer, hacer, convivir y ser, construidos

en la experiencia sociohistorica, en la cual se
producen, como resultado de la actividad del
individuo y de la interaccion con otras personas,
cambios relativamente duraderos y generalizables,
que le permiten adaptarse a la realidad,
transformarla y crecer como personalidad” (3).

De esta manera, podemos entender el aprendizaje

como un proceso complejo, dinamico 'y
multidimensional, que implica desde factores
bioldgicos  (neurologicos) hasta  psicologicos

(habilidades, actitudes, personalidades) y que resulta
en un cambio de comportamiento. Comprenderlo de
esta manera nos sirve para modificar diferentes
factores y etapas del proceso para mejorarlo.
Ciertamente, el aprendizaje puede entenderse
diferente dependiendo del paradigma psicoeducativo
que adoptemos. Hernandez (1997) recopila los

fundamentos de diversos paradigmas (4); a

continuaciéon, se muestra la interpretacion del

aprendizaje dependiendo del enfoque adoptado:

e Para el conductismo, el aprendizaje se acepta
como un cambio estable en la conducta o “un
cambio en la probabilidad de la respuesta”, segun
Skinner. Es decir, para los conductistas, la
influencia del nivel de desarrollo psicologico y de
las diferencias individuales es minima; lo
fundamental es identificar las determinantes de las
conductas que se desean enseflar, mediante
técnicas o procedimientos conductuales.

e Para el paradigma cognitivo uno de los trabajos
mas importantes fue el que Ausubel propuso con
la “teoria del aprendizaje”, en la que destaca el
aprendizaje  significativo. Los cognitivistas
contemplan, por un lado, el tipo de aprendizaje que
realiza el alumno (como lo incorpora en su
estructura cognoscitiva), y por otro, el tipo de
estrategia de enseflanza que siga. Para el
paradigma cognitivo, el aprendizaje puede ser
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repetitivo o memoristico (aprender la informacion
de manera literal e incorporacion en la estructura
cognoscitiva arbitraria, por ejemplo, un teléfono),
y significativo (la adquisicion de la informacion se
hace de modo sustancial y se incorpora en la
estructura cognoscitiva en relacion con el
conocimiento previo). De acuerdo con el tipo de
estrategia de ensefanza que se siga puede ser
aprendizaje por recepcion (donde la participacion
del alumno so6lo consiste en internalizar los datos
de productos acabados de informaciéon) o por
descubrimiento (donde la informacion no se da en
su forma final, sino que debe ser descubierta por el
alumno).

e Para el paradigma constructivista existen dos tipos
de aprendizaje: el de sentido amplio (que se refiere
al desarrollo cognitivo global del individuo y es
continuo) y el de sentido estricto (que se refiere a
la adquisicion de datos e informaciones especificas

y puntuales).
e En cuanto al paradigma sociocultural, de acuerdo
con los escritos vygotskianos, “el buen

aprendizaje” es aquel que precede al desarrollo.
Uno de los conceptos fundamentales es el de Zona
de Desarrollo Proximo, que se refiere al area
intermedia entre lo que un sujeto aun no hace por
si mismo, pero lo puede llegar a hacer con la ayuda
de alguien mas experimentado (nivel de desarrollo
potencial). Esto se relaciona con el concepto de
andamiaje y evidencia la importancia de la
interaccidn social para el aprendizaje.

e Dentro del paradigma humanista, Rogers fue quien
mas analiz6 el concepto de aprendizaje, y
fundamenta que se vuelve significativo cuando
involucra a la persona como totalidad y se
desenvuelve de manera vivencial o experiencial.
Por lo tanto, para lograrlo, es importante que el
alumno vea el contenido como algo importante
para sus objetivos personales (que sea un proceso
autoiniciado), que sea ¢l quien decida y se
responsabilice de lo que aprendera. Para ello, sera
importante eliminar los contextos amenazantes y,
en su lugar, crear un ambiente de respeto,
comprension y apoyo para los alumnos.

Ahora bien, cada uno de nosotros aprendemos de
diferente manera, so6lo basta mencionar que, para
aprender sobre un tema, a algunas personas les
parecera mas conveniente hacer un resumen y otras
tantas, escuchar la explicacion de alguien mas. Esto
obedece a la teoria de las inteligencias multiples de
Gardner, quien sugiri6 desde la década de los 80, que
existen multiples tipos de inteligencias que reflejan
diferentes maneras de interactuar con el mundo:
lingiiistica, logico-matematica, corporal-kinestésica,
musical, espacial, naturalista, interpersonal e
intrapersonal (5).

Esta desafiante teoria, subray6 que cada individuo
posee una combinacion Unica de capacidades que
pueden ser desarrolladas y aprovechadas en diferentes
contextos educativos y laborales. Por lo tanto, cada
uno de los individuos manifiestan diferentes maneras
de aprender, produciendo asi un aprendizaje

diferenciado.
De este punto surgen los estilos de aprendizaje,
definidos por Keefe como aquellos “rasgos

cognitivos, afectivos y fisiologicos que sirven como

indicadores relativamente estables, de como los

alumnos perciben interacciones y responden a sus

ambientes de aprendizaje” (5).

Los estilos de aprendizaje son teorias que
describen las diversas formas en que las personas
prefieren recibir, procesar y entender la informacion.
Sefialan la manera en que el estudiante percibe y
procesa la informacion para construir su propio
aprendizaje (6). La idea central es que cada individuo
tiene un método o combinacion de métodos preferidos
para aprender, y entender estos estilos puede ayudar a
optimizar no sélo el aprendizaje, sino también la
enseflanza.

Segiin Gonzalez Clavero (2011), los estilos de
aprendizaje se pueden copiar o imitar de una persona
a otra, siempre y cuando, el patron sea positivo. Otro
modo de desarrollar el estilo de aprendizaje es por
exploracion, es decir, el estudiante emplea
combinaciones de estilos hasta que, con el paso de los
afios, consolida un estilo particular de acuerdo con sus
intereses y posibilidades (y casos de éxito o fracaso).

Existen varios modelos que categorizan los estilos
de aprendizaje, entre los mas conocidos estan el
modelo de Kolb, el VAK, y el de Honey y Mumford
(2):

e El modelo de Kolb clasifica los estilos de
aprendizaje = en  acomodador,  divergente,
convergente y asimilador.

e El modelo VAK es uno de los mas conocidos, y
parte de las caracteristicas de los aprendices seglin
el sistema de representacion sensorial dominante,
de tal manera que los clasifica en visuales,
auditivos y kinestésicos.

e FEl modelo de Honey y Mumford se centra en las
preferencias  individuales de las personas
(actitudes y comportamientos). Crearon un
cuestionario de estilos de aprendizaje (Learning
Styles Questionaire o LSQ) en el que proponen
cuatro estilos: activo, reflexivo, teoérico y
pragmatico.
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Tabla 1. Estrategias de acuerdo con el estilo de aprendizaje (Diaz, 2012)

Estilo de

Modelo e
aprendizaje

Estrategias

Divergente

Lluvia de ideas, ejercicios de simulacion,
analogias, realizacion de  experimentos,
resolucion de  adivinanzas, crucigramas,
rompecabezas, construccion de organizadores
graficos.

Asimilador

Kolb y Fry (1995)

Analisis de textos, ordenamiento de datos,
participacion en debates, realizacion de
investigaciones y consultas, elaboracion de
informes.

Convergente

Actividades manuales, elaboracion de graficos y
mapas, clasificacion de informacién, resolucion
de problemas, demostraciones practicas.

Acomodador

Expresion artistica, uso de la imaginacion,
actividades de periodismo, trabajos grupales,
discusion socializada, elaboracion de
composiciones.

Visual

Imagenes, graficos, diagramas
Contacto visual con interlocutores.

y mapas.

VAK, por Bandler y Grinder

(mediados de la década de los 70) Auditivo

Conferencias, discusiones,

podcasts.

grabaciones 'y

Kinestésico

Modelos 3D que permitan tocar, manipular y
experimentar.

Activo

Lluvia de ideas, solucionar
discusiones grupales,
competiciones y juegos de roles.

problemas,
rompecabezas,

Teorico
Honey y Mumford (1986)

Elaboracion de modelos, estadisticas, aplicacion
de teorias.

Pragmatico

Estudios de caso, resoluciéon de problemas,
discusiones.

Reflexivo

Discusiones, cuestionarios de autoanalisis,
observacion directa en actividades, entrevistas.

Por supuesto, si cada estilo de aprendizaje tiene
caracteristicas particulares, es l6gico suponer que hay
estrategias metodologicas que benefician mas el
aprendizaje seguin el estilo propio de cada alumno
(tabla 1).

Otro de los factores que influyen en el resultado
del aprendizaje es la motivacion, que se define como

el conjunto de razones, intereses, expectativas y
valores que impulsan a una persona a realizar una
accion determinada (7). La motivacion es esencial
para el aprendizaje, ya que determina el grado de
atencion, esfuerzo, persistencia y satisfaccion que se
dedica a la actividad de aprender.
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La motivacion y el aprendizaje estan
estrechamente relacionados, ya que se influyen
mutuamente de forma bidireccional. Por un lado, la
motivacion afecta al aprendizaje, ya que determina el
nivel de implicacion, el interés, la curiosidad, la
autoeficacia y la atribucion que se tiene sobre la tarea
de aprender. Estos aspectos influyen en la forma de
procesar, almacenar y recuperar la informacion, asi
como en el rendimiento académico y la satisfaccion
personal (8). Por otro lado, el aprendizaje afecta a la
motivacion, ya que el éxito o el fracaso en el logro de
los objetivos de aprendizaje modifica las creencias, las
actitudes, las emociones y las expectativas que se
tienen sobre la propia capacidad y el valor de la tarea.
Estos cambios pueden reforzar o debilitar la
motivacion para seguir aprendiendo (7).

Existen diferentes tipos de motivacion, segun la
fuente, la direccion y la intensidad de la misma. Una
clasificacion habitual es la que distingue entre la
motivacion intrinseca y la motivacion extrinseca (9).
La motivacion intrinseca se refiere al interés y el
placer que se siente al realizar una actividad por si
misma, sin esperar ninguna recompensa externa. La
motivacion extrinseca se refiere a la realizacion de una
actividad por obtener algun beneficio o evitar algin
castigo externo a la actividad. Ambos tipos de
motivacion pueden influir en el aprendizaje, pero la
motivacion intrinseca se asocia con un mayor nivel de
profundidad, autonomia, creatividad y persistencia en
el proceso de aprendizaje (9).

Para fomentar la motivacion en el ambito
educativo, se pueden aplicar diversas estrategias, tanto
a nivel individual como grupal. Algunas de estas
estrategias son las siguientes (7):

e [Establecer objetivos de aprendizaje claros,
especificos, desafiantes y alcanzables, que generen
expectativas de éxito y retroalimentacion.

e Proporcionar tareas de aprendizaje variadas,
significativas, relevantes y atractivas, que
estimulen el interés, la curiosidad y la creatividad.

e Favorecer la autonomia, la eleccion y la
participacion de los estudiantes en el disefio, la
ejecucion y la evaluacion de las actividades de
aprendizaje.

e Crear un clima de aprendizaje positivo, de
confianza, de respeto, de colaboracion y de apoyo,
que promueva la autoestima, la autoeficacia y la
pertenencia.

e Reconocer y valorar el esfuerzo, el progreso y el
logro de los estudiantes, ofreciendo recompensas y
refuerzos adecuados y equitativos.

Ahora bien, un gran reto que enfrentamos es que el
aprendizaje se logre con sentido y permanencia. El
teorico estadounidense David Ausubel introdujo en la
década de 1960 el concepto de aprendizaje
significativo, para referirse al proceso en el cual la

nueva informacion se conecta de manera sustancial y

no arbitraria con el conocimiento previo del alumno.

Para lograrlo, resulta importante que la nueva
informacion sea relevante y tenga significado para el
aprendiz. La base del aprendizaje significativo es que
la nueva informacion se logre anclar en la estructura
cognoscitiva existente, por lo que la informacion que
se proporcione debe estar estructurada de manera que
facilite la comprension y la integracion. No obstante,
también se requiere un compromiso activo del
estudiante, evidenciado por su disposicion 'y
capacidad para relacionar la nueva informacion con su
conocimiento existente.

De tal manera que, para alcanzar el aprendizaje
significativo, podemos adoptar diferentes estrategias,
como las siguientes:

e Activacion de conocimientos previos. Antes de
introducir un nuevo tema, habra que explorar lo
que los estudiantes ya saben y analizar como se
relaciona con el nuevo material. Pueden hacerse
discusiones, preguntas iniciales o cualquier otra
actividad de repaso.

e Uso de organizadores previos. Ayudan a los
estudiantes a conectar lo que estan a punto de
aprender con lo que ya saben. Pueden ser
esquemas, resimenes o conceptos clave.

e Enseflanza contextualizada. Presentar la nueva
informacion.

Uno de los factores que se relaciona estrechamente
con el aprendizaje significativo es la metacognicion.
Esta es entendida como un proceso mental de orden
superior que capacita a los individuos para planear y
monitorear sus aprendizajes, analizar sus propios
desempefios e identificar las habilidades y estrategias
requeridas para realizar las tareas y lograr sus metas
(10).

La metacognicién también esta relacionada con
una capacidad valiosa: el aprendizaje autorregulado.
Este se refiere a la capacidad de los estudiantes para
dirigir 'y controlar sus propios procesos de
aprendizaje; incluye la planificacion, el monitoreo y la
evaluacion de su comprension y desempefio. La
importancia de este tipo de aprendizaje radica en
varios aspectos: como la autonomia y responsabilidad
del propio aprendizaje, y la motivacion (al ser capaces
de establecer los propios objetivos y estrategias).

Finalmente, esto se relaciona con un mejor
rendimiento académico.
Cabe destacar que faltan investigaciones

especificas sobre aprender a aprender. Este concepto
suele confundirse con estrategias de aprendizaje, que,
aunque son procesos utiles, no son suficientes para
alcanzar los objetivos de la metacognicion, es decir, la
comprension y regulacion consciente del proceso de
aprendizaje.
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No obstante, un alumno demuestra haber
desarrollado la capacidad de aprender a aprender
cuando, tanto en sus actividades escolares como
personales, participa activamente en su proceso de
aprendizaje. Este estudiante tiene la habilidad de
buscar informacion en diversas fuentes, como libros,
revistas o recursos electronicos, y establece
conexiones entre la informacién adquirida y sus
conocimientos previos, asi como con su entorno y
experiencias cotidianas. Ademas, comunica sus ideas
de manera efectiva, plantea preguntas reflexivas y
adopta una postura critica ante la informacion
recibida. Asi mismo, es capaz de resolver problemas
de manera creativa, argumentar sus puntos de vista y
desarrollar un proceso de aprendizaje auténomo y
reflexivo, con una creciente conciencia de sus propios
métodos y una mayor habilidad para percibir las
implicaciones de sus aprendizajes en sus interacciones
sociales.

Si bien las estrategias pedagodgicas no son
sinénimo de aprender a aprender, su conocimiento y
correcta aplicacion facilitan el proceso de aprendizaje.
Una estrategia pedagogica es el resultado de un
proceso de toma de decisiones (de manera consciente,
controlada e intencionada) donde los estudiantes y
docentes planean su actuacion, seleccionan los
procedimientos adecuados que utilizardan como
herramientas flexibles para aprender y regular el
proceso de aprendizaje, adaptandose a las diferentes
tareas u objetivos.

El uso de estrategias nos ayuda a lograr los
objetivos, proporciona un plan estructurado que nos
ayuda a ahorrar tiempo, recursos y energia. Ademas,
nos brinda la confianza para alcanzar lo que deseamos
obtener.

Existen cuatro grupos en los que se analizan las
estrategias pedagdgicas (11):

e Cognitivas: Se refiere a las habilidades internas
que el estudiante utiliza para dirigir su atencion,
proceso de aprendizaje, memoria y pensamiento.

e Ensefanza: Engloba una serie de actividades
educativas disenadas especificamente para los

estudiantes, adaptadas a sus caracteristicas
individuales, asi como a los recursos disponibles y
los contenidos curriculares.

e Didacticas: Se refieren al conjunto de acciones y
operaciones, tanto fisicas como mentales, que
facilitan la interaccion del estudiante con el
contenido de estudio y promueven la colaboracion
con otros compaileros durante el proceso de
aprendizaje, con el fin de realizar tareas con la
calidad requerida.

e Aprendizaje: Consiste en una serie de pasos o
habilidades que el estudiante adquiere y utiliza de
manera deliberada como herramienta flexible para
aprender de manera significativa, asi como para
resolver problemas y cumplir con las exigencias
académicas.

Algunos ejemplos de actividades en estrategias
pedagodgicas se presentan en la siguiente tabla (Tabla

2).

Conclusiones y reflexiones finales

En conclusion, el arte de aprender es una habilidad
fundamental que todos podemos desarrollar y
perfeccionar a lo largo de nuestras vidas. Ensefar y
aprender a aprender no solo enriquece nuestro
conocimiento, sino que también nos capacita para
enfrentar los desafios del mundo moderno con
creatividad y resiliencia.

A través de métodos pedagogicos efectivos y
estrategias practicas, podemos fomentar una cultura
de aprendizaje continuo que beneficia tanto a
estudiantes como a educadores. Al entender y aplicar
estos principios, no so6lo mejoramos nuestras
capacidades individuales, sino que también
contribuimos al crecimiento y desarrollo de nuestra
comunidad y sociedad en general.

Asi, el viaje del aprendizaje se convierte en un
proceso enriquecedor y sin fin, una aventura constante
en la que siempre hay algo nuevo por descubrir y
dominar.

Tabla 2. Estrategias pedagégicas de acuerdo con su clasificacion

Tipo de estrategia

Ejemplo de actividades

Cognitivas

e Utilizar técnicas de organizacion, como esquemas o mapas mentales, para mejorar
la comprension y retencion de la informacion.

e Aplicar técnicas de concentraciéon, como la meditacién o la atencioén plena, para
mejorar la capacidad de enfocarse en tareas especificas.

e Emplear métodos de memorizacion, como la repeticion espaciada o la asociacion
de ideas, para facilitar el recuerdo de conceptos clave.

e Utilizar estrategias de pensamiento critico, como el analisis de argumentos o la

© 2024 Mensaje Bioquimico. ISSN-0188-137X

Comité Editorial: Echeverria-Rodriguez, O.; Esparza-Perusquia, M.; Meraz-Cruz, N.; Riveros-Rosas, H.; Vazquez-
Meza, H. y Vilchis-Landeros, M.M. Publicado por el Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina; UNAM.




243

Sesma Castro, Diana y Cruz Garcia, Jahaziel Quintin, Mens. Bioquim. 48 (2024): 237-244

evaluacion de evidencia, para mejorar la capacidad de razonamiento y analisis.

Ensenianza

Realizar actividades de aprendizaje activas, como debates o proyectos de
investigacion, para fomentar la participacion y el compromiso de los estudiantes.
Utilizar recursos multimedia, como videos o presentaciones interactivas, para
adaptar el contenido a diferentes estilos de aprendizaje.

Implementar técnicas de gamificacion, como juegos educativos, para hacer el
aprendizaje mas divertido y motivador.

Proporcionar realimentacién constructiva y personalizada para ayudar a los
estudiantes a identificar areas de mejora y fortalecer sus habilidades.

Didacticas

Realizar actividades de trabajo en equipo, como proyectos colaborativos o
discusiones grupales, para fomentar la colaboracion y el intercambio de ideas entre
los estudiantes.

Utilizar herramientas tecnologicas, como plataformas de aprendizaje en linea o
aplicaciones educativas, para facilitar la interaccion y el acceso a recursos
educativos.

Implementar técnicas de ensefianza diferenciada, como la adaptacion del contenido
a diferentes niveles de habilidad o interés, para atender las necesidades individuales
de los estudiantes.

Promover el aprendizaje autonomo, brindando a los estudiantes la oportunidad de
explorar y descubrir el conocimiento por si mismos, con el apoyo del docente como
guia.

Aprendizaje

Tomar notas efectivas utilizando técnicas o métodos para resumir y organizar la
informacion durante las clases o lecturas.

Realizar pruebas o actividades de recuperacion periddicas para fortalecer la
retencion de la informacion.

Definir objetivos de aprendizaje especificos y medibles para enfocar el esfuerzo de
estudio.

Integrar videos o infografias para mejorar la comprension de conceptos complejos.
Explicar los conceptos en voz alta o escribir sobre ellos para reforzar la comprension
y el recuerdo.

Participar en grupos de estudio o discusiones en linea para intercambiar ideas y
perspectivas con otros estudiantes.

Emplear acréonimos (mnemotecnias), imagenes mentales o asociaciones vividas
para recordar informacion de manera mas efectiva.
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Egresada de la Licenciatura de Médico Cirujano
por la Facultad de Medicina (FM) de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM). Estudios
de posgrado en psicoterapia y educacion en Ciencias
de la Salud.

Jefa de la Unidad de Desarrollo Académico de la
Secretaria de Educacion Médica, FM-UNAM.

Especialista en formacion docente; cuenta con
amplia experiencia en el disefio e imparticion de
actividades formativas en diversas tematicas como:
Comunicacion y Profesionalismo en Entornos

Educativos Virtuales, Estrategias Didacticas en
Ciencias de la Salud, Herramientas Digitales para la
Evaluacion, Disefio Instruccional en la educacion
basada en competencias, entre otros.

Ponente del diplomado de la DGAPA
"Planeacion, Didactica y Evaluacion en Ciencias de
la Salud" en el mddulo 2, Didactica y evaluacion para
el desarrollo de actitudes y valores, y modulo 5,
Realimentacion en el proceso educativo, y del
modulo 4, Evaluacion basada en TICs del diplomado

“Fundamentos y Procesos de la Evaluacion
Educativa: Tendencias Actuales 2023
Profesora de las asignaturas “Informatica

Biomédica I” e “Informatica Biomédica II” del
Departamento de Informatica Biomédica, FM-
UNAM, y de la asignatura Estrategias y Ambientes
de Aprendizaje Innovadores de la Maestria en
Innovacion Educativa en Ciencias de la Salud de la
Universidad Westhill.

Sinodal del examen profesional en la modalidad
de titulacion por Actividad de Investigacion y
evaluadora del examen profesional practico de la
carrera de Médico Cirujano en las modalidades
Examen Clinico Objetivo Estructurado (ECOE) y
Ante Paciente Real (APR).

Elaboradora de reactivos para el CENEVAL.

Autora del capitulo "Comunicacion
intergeneracional e interdisciplinar" y coautora de los
capitulos "Analisis de decisiones clinicas", “La
formacion docente en la Licenciatura de Médico
Cirujano de la Facultad de Medicina de la UNAM” e
“Identidad y Formacion Temprana a la Docencia”.
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En el 2014 curso el primer posgrado internacional
de Fotografia Cientifica, impartido por el renombrado
fotografo espafiol Luis Monje, en la Universidad de
Alcala de Henares, Espafia. Sus obras se distinguen
por la interdisciplina entre el arte y la ciencia.
Recientemente recibi6 la distincion de JEOL por su
obra Gysophilia y en el afio 2023 presentd la
exposicion Estrambodtico en la ciudad de Leodn,
Guanajuato.

Figura 1. Porophyllum punctatum.

A inicios del presente afio 2021 presento su primer
videomapping “El jardin secreto” junto con el artista
visual Josu¢ Abraham junto con la galeria al aire libre
en el Museo Regional de Antropologia de Yucatan
Palacio Canton en Mérida compartiendo la obra “La
Inteligencia de las Flores”. En 2019 expuso en el
Colegio de San Ildefonso con en la exposicion El arte
de comer insectos. En el 2018 participo con su obra
en el libro "la inteligencia de las flores de Maurice
Maeterlinck editado por Zopilote Rey y también
publicd su libro Oraculo de la coleccion Luz Portatil
junto al maestro Arturo Gonzalez Cosio editado por
Artes de México.

Figura 2. Phyla stoechadifolia.
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Ha publicado en las revistas mexicanas como
México Desconocido, Cuartoscuro (Seleccion de los
mejores fotografos de naturaleza) y la Revista de
National Geographic Latinoamérica y Espafia, en esta
ultima revista su publicacion recibio en el afio 2012
el “National Geographic Award” por el mejor
fotodiario publicado a finales del 2011. El afio pasado
presento Laberintos ocultos de las rejas de
Chapultepec un total de 70 fotografias y presento su
trabajo personal Oraculo en el centro Cultural Olimpo
de la ciudad de Meérida (Beca FONCA 2016).
Ademas, en el 2016 obtuvo el SONY WORLD
AWARD para la categoria nacional de México, y
gano el Lens Culture Award Nature Single Image.

Figura 3. Gasteracantha cancriformis.

En el 2015 fue la unica mexicana seleccionada
para presentar su obra en THE FENCE en New York
USA Y ATLANTA, lo que le validé una publicacion
en el portal WPO (World Photography Organization)
y en el New Republic NY. En el 2012 Gana el Premio
Latinoamericano de Fotografia en la Categoria Fine
Art, otorgado por el famoso Fotdgrafo Rene Burri. Su
obra ha sido presentada en Estados Unidos, Brasil, El
Reino Unido, Alemania, Espafia, Republica
Dominicana y México. Ha ganado el Primer lugar en
Fine Art, el I Festival de la Imagen FINI2011. En el
afio 2009 gano la VIII Bienal de Fotografia Puebla de
los Angeles, recibi6 la mencién de honor en la Bienal
Nacional de Artes Yucatan y el Premio Nacional de
Fotografia Cientifica. Participé en la plataforma
ArtWiki en la 7 Bienal de Berlin con su serie “Nada
nos detendra” para ser presentado durante el afio en la
plataforma Art Wiki. Premio Extraordinario
FOTCIENCIA 20llen Espafia entre otras
distinciones en el mundo de la fotografia cientifica.

Figura 4. Megaceruscubiculus.

Estrambético
Estrambético. adj. coloq. Extravagante, irregular y
sin orden.

Si existe una palabra que pueda describir la obra
de Silvia Andrade (Silvana) es, estramboético. Aunque
discrepando en la definicion de la RAE (Real
Academia Espafiola) al mencionar “sin orden”. Quiza
sea un orden incomprensible y por qué no decirlo un
orden universal que nuestro intelecto no logra
descifrar...un orden divino. jAlguna vez ha pensado
en la belleza de la ciencia?

Figura 5. Cyperus papyrus.

Silvana Andrade muestra desde nifia un interés y
fascinacion por los patrones naturales, por el mundo
invisible a nuestros ojos. Derivado de ello, es que la
artista comienza a mostrar su impetu y curiosidad.
Gracias a sus padres, quienes la inician e involucran
en la vida cientifica, que Silvana comienza la
exploracion con el microscopio a la edad de ocho
afios. Al observar este mundo microscopico, el
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universo de Silvana se vuelve macro, su vision se
expande y se afana a la microscopia electronica. Su
trayectoria cientifica, su talante y su talento le han
permitido experimentar con el Microscopio
Electréonico de Barrido, un tipo de microscopio que
utiliza electrones en lugar de luz para formar una
imagen, permitiéndole asi, crear piezas que se
distinguen por la interdisciplina entre el arte y la
ciencia.

Figura 6. Melipona beecheii.

Actualmente es la encargada del Microscopio de
Barrido en el Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan (CICY). Las piezas mostradas en esta
exhibicion provienen de las series Megacerus, La
Inteligencia de las flores y Gypsophila. Estas piezas
le han valido la obtencion de galardones nacionales e

internacionales, entre el que destaca el Premio
Nacional de México dentro del concurso Sony World
Photography Awards. Influenciada por el naturalista
aleman Ernest Haeckel, Andrade propone obras
coloridas, intervenidas y finamente extraidas. Son
obras estrambdticas, piezas hermosas que cuestionan
el lugar en el mundo de la humanidad (no el tamafo).
Son piezas que ratifican nuestras limitantes y que
muestran el artificio de una estética recondita. Es asi,
que Silvana, ademas de deleitarnos visualmente,
provoca en el espectador un “shock” coexistencial y
polemiza a instruidos y eruditos en temas simbidticos
entre el arte/ciencia y la semiotica estética.

Texto y curaduria: Oscar Ascencio Covarrubias.

Figura 7. Parthenium hysterophorus.

I.Q.IL Silvia Andrade Canto.
Microscopio Electronico de Barrido-
CICY.

Silvia Andrade Canto es Ingeniera Quimica
Industrial, se especializa en 2004 en el area de
microscopia electronica de barrido al mismo tiempo
inicia sus estudios de fotografia en los talleres de artes
visuales de la Universidad Autonoma de Yucatan, a
partir de esa fecha ella contintia cursando diversos
talleres y cursos de fotografia y arte con
personalidades con David Adamson, Gerardo
Montiel Klimt, Armando Saénz Carrillo, Ernesto
Bazan, Pedro Tzontemoc entre otros.
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REQUISITOS

Los manuscritos propuestos deberan de cumplir con las siguientes
caracteristicas:

- Ser manuscritos originales e inéditos, no remitidos a otra revista.

- Todo material aceptado para su publicacion quedara como
propiedad de la revista Mensaje Bioquimico.

- Los manuscritos deberan ser enviados a cualquiera de las direc-
ciones de correo electrénico senaladas por el Comité Editorial
en la carta invitacion.

FORMATO
Formato del Manuscrito

Los trabajos constaran de un minimo de 20 cuartillas, y un maximo
de 30, incluyendo: caratula, resimenes, manuscrito, tablas, cuadros,
figuras, referencias y semblanza con foto.

Cardtula

- Titulo en espanol e inglés maximo 15 palabras, no incluir abre-
viaturas o siglas.

- Nombre completo de los autores, comenzando por quien pre-
sentara el trabajo (apellido paterno, materno y nombre).

- Departamento de adscripcién, institucion de procedencia y di-
reccion fisica.

- Datos de correspondencia: direccion electrénica y teléfono.

Restimenes

- En espaiol e inglés (No utilizar abreviaturas ni citar referencias).
- Extensién maxima de media cuartilla, cada uno.

- Palabras clave en espaiiol e inglés (maximo 6).

- Resumen grafico (imagen grafica del texto).

Texto

- Tipo Times New Roman a 12 puntos, con espacio de 1.5, a ren-
glén seguido, en procesador de textos computarizado (WORD),
empleando los criterios estandar del mismo procesador, como es
margen y tamaiio de hoja carta.

- Los nombres genéricos, formulas quimicas, posologia y vias de
administracion, indicados y expresados conforme la nomencla-
tura internacional.

1lustraciones

- Un maximo 12 (cuadros, esquemas, figuras y fotografias).
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Las imagenes deberan estar recortadas y cercanas al tamano que
se desean. Los tamafios estandar para el ancho de las figuras son
a una columna (7.2 cm) y a dos columnas (15.6 cm).

En caso de aparecer texto, asegurarse que sea legible en el
tamafio que se desea (minimo 8 puntos).

Todas las figuras y tablas que no sean de su autoria deberan de
ir referenciadas o con el permiso correspondiente.

Para el resumen gréfico, se mantienen los mismos requerimien-
tos de resolucion. Este puede ser una figura del mismo texto
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Referencias

- Maximo 100, numeradas en orden progresivo.
- Las citas de las referencias dentro del texto deberan aparecer
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Articulos

MacDonald, G. M., Steenhuis, J. J. y Barry, B. A. (1995) J. Biol.
Chem. 270, 8420-8428.

Libros

Lépez, CC. El razonamiento médico. Madrid, Espana: Ed. Diaz de
Santos; 1994.

Sambrook, J., Fritsch, E. . y Maniatis, 'I. (1989) Molecular Cloning:
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Cold Spring Harbor, NY.
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Anspaugh S. Educating library users in two-years higher education
institution. En: John Lubans Jr, editor. Educating the library user.
New York, USA: RR Bowker Company; 1974. P. 69-82.

Libro electrénico

Montero, M., & Sonn, C. C. (Eds.). (2009). Psychology of Liber-
ation: Theory and applications. doi: 10.1007/ 978-0-387-85784-8

Articulo de periédico en linea

Duhigg, C. (12 de septiembre de 2009). Toxic waters: Clean Wa-
ter laws are neglected, at a cost in human suffering. The New York
Times. Recuperado de http://wwwnytimes.com/2009/09/13/
us/ 13water.html?em

Informe gubernamental

Federal Interagency Forum on Child and Family Statistics. (2011).
America’s children: Key national indicators of well-being, 2011.
Washington, DC: U.S. Government Printing Office. Recuperado de
http://www.childstats.gov/pdf/ac2011/ac_11.pdf

Sitio web

Centre for Academic Writing (2006). The List of References Ilus-
trated [en linea]. Disponible en:
<http://home.ched.coventry.ac.uk/caw/harvard/index.h

tm> [20 Julio 2006]

Semblanza con foto

Debera ser de media cuartilla con las mismas caracteristicas de for-
mato del manuscrito. La fotografia debera ser en formato JPEG con
una resoluciéon minima de 300 dpi. En caso de no recibir una ima-
gen o la enviada no corresponda con el expositor, el Comité Organi-
zador se reserva el derecho a obtener una imagen de la web 6 dejar
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- No utilizar pies de pagina.
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periodo de revision, se elaborara la prueba de galera correspondi-
ente para su aprobacion final por parte del autor. Una vez autoriza-
do el manuscrito final, no podran hacerse correcciones 6 enmiendas.

CONSIDERACIONES FINALES

Por tratarse de un evento académico, desarrollado con el Ginico fin
de difundir los avances de las ciencias bioquimicas, es de hacer notar
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- All accepted material for publication will be the property of
Mensaje Bioquimico.
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FORMAT
Manuscript format

- Manuscript must be a minimum of 20 pages and a maximum
of 30, including title page, abstract, manuscript, tables, figures,
references and author’s biographical note and photograph.

Title page

- Tite in Spanish and English with a maximum of 15 words. Do
not use acronyms or abbreviations.

- Authors’ full names, beginning with the presenter author (last
name and given name).

- Institution, department and address.

- E-mail address and phone number.

Abstract

- Must be in Spanish and English (without references and abbre-
viations).

- Maximum extension of half of one page, each.

- Key words in Spanish and English, maximum 6.

- Graphical abstract.

- 12-points Times New Roman with 1.5 line spacing, in a comput-
erized text processor (WORD) using default margin and page
settings.

- Generic names, dosage and administration routes of drugs or
chemicals substances must be indicated and expressed according
to the international nomenclature.

Pictures

- Maximum 12 (including tables, figures and pictures).

- Figures must be identified with progressive Arabic numerals
according to their appearance in the text and must contain a
caption and a brief explanation.

- Tables must be identified with progressive Arabic numerals ac-
cording to their appearance in the text and must contain a cap-
tion whose information should not be repeated in the text.

All figures including the graphical abstract must be sent in JEPG
format with a minimum resolution of 300 dots per inch (DPI)
attend to the following indications:

Color images must be in RGB mode (for right visualization in
the on line format).

For black and white graphics or images in gray scale, they must
be saved as “black and white” or “gray scale”.

Image size must be cropped and close to the actual size in the
article. Standard width sizes for one column and two columns
are 7.2 and 15.6 cm respectively.

Please note that if the picture includes any text, it should be at
least 8 points in order to be clear.

Selected figure for graphical abstract can be creatively modified
in order to impact to the reader.

All figures and tables that have been taken from another source
must be adequately referenced and with author’s permission.

For the graphic summary, the same resolution requirements are
maintained. This can be a figure of the same modified text with
the objective of impacting the reader in a creative and easy way.
The graphic summary will only appear in the electronic version
of the article.
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- Citations inside the text must appear in square brackets.

- Citation format must be according to The Journal of Biological
Chenustry, as_follows:
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Buographical sketch with picture

Must be of half of a page with the same characteristics of the
manuscript. Picture should be in JEPG format, with a minimum
resolution of 300 DPL. If Editorial Board does not receive an ad-
equate photograph, they will decide if the reserved space should
be empty or they will take any satisfactory speaker picture from
the web.

Additional notes
- Do not use footers.

- Do not use page numbering.
- Avoid the use of hyperlinks.

REVISION PROCESS

After submission the manuscript will sent to the Editorial Board for
review. After this, one member of the Editorial board will send you
the paper including suggestions and comments. After review, proof
correction will be sent to author for final approval. The final manu-
script cannot be modified in any way.

FINAL CONSIDERATIONS

For being an academic event developed with the unique proposes
to transmit the advances of the Biochemical Sciences, should be
noted that neither the speakers nor the editorial board SHOULD
RECEIVE ANY REMUNERATION FOR THEIR WORK.

It is important to clarify that those manuscripts that do not meet the
requirements requested and delivery time, WILL NOT BE PUB-
LISHED in Mensaje Bioquimico.

252



	Chido sin guias.pdf
	Mensaje Bioquimico 2024 Vol 48-completo-FINAL1



