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EDITORIAL

“....resulta que los objetos tienen sombra, pero
también los sentimientos y los recuerdos...”
Felisberto Hernandez, 1942.

El Mensaje Bioquimico es la sombra que acompafia desde 1972 al Taller de
Actualizacion en Bioquimica (TAB). Este afio en la version XXXIX del TAB se edita el
XXXVI volumen del Mensaje Bioquimico, que plasma las conferencias de los
investigadores que como cada afo han participado en el TAB, enriqueciendo nuestro
interés por la Bioquimica. Este afio el Mensaje Bioquimico esta dedicado a la memoria
del Dr. José Laguna Garcia, quien fuera generador de una dinastia inagotable de
bioquimicos. El Dr. Laguna al fundar el departamento de Bioquimica en la naciente
Facultad de Medicina en Ciudad Universitaria y después como Director de la Facultad,
cimenta junto a otros innovadores cientificos, las bases de una bioquimica moderna y
amalgama las condiciones para transmitir, quiza otro mas de sus logros, el interés para
gue muchos jovenes estudiantes decidan formarse en esta disciplina (tradicion que de
manera exponencial han continuado sus alumnos), marcando una época relevante en
el desarrollo de la Bioquimica en México. En esta edicion del Mensaje Bioquimico, nos
honran con su contribucion algunos de sus alumnos y colaboradores, de los cuales
mencionaré algunos de los comentarios del Dr Laguna sobre el trabajo especifico de
algunos de ellos.

Cuando se inici6 la Bioquimica en Meéxico fue la época de los hallazgos
fundamentales de la Bioquimica moderna como el aislamiento de la coenzima A por
Lipman y Kaplan, el papel de la nucleétidos en la biosintesis de los carbohidratos y por
Leloir, la funcion relevante de la mitocondria en el metabolismo y la fosoforilacién
oxidativa por Lehninger y Kennedy, o la doble hélice para la estructura del DNA por
Watson y Crick entre otros tantos hallazgos. En la Facultad de Medicina, junto al Dr.
Laguna participaron los Dres. Jesus Guzman, Carlos del Rio, Raul Ondarza y
posteriormente Félix Cordoba, uno de los pioneros de la inmunoquimica.

El campo de la bioenergética fue identificado como un punto toral por el Dr.
Laguna quien afirmaba la destacada actividad cientifica que desarrollaban en el inicio
de su carrera como investigadores independientes en Instituto de Biologia en
Departamento de Biologia Experimental, Armando Gomez Puyou, Antonio Pefia con
Edmundo Chavez y Alfonso Céarabez'. A continuacién describié los aspectos mas

VII


http://bq.unam.mx/mensajebioquimico

destacados del trabajo de algunos de sus alumnos, por ejemplo el Dr. Gbmez Puyou se
enfocéo al estudio del papel de los catones en el mecanismo de transformaciones
energéticas, lograron explicar el mecanismo molecular de la formacion del ATP y que el
transporte de iones juega un papel relevante en diversas reacciones celulares.
Posteriormente la Dra Marietta Tuena demostro el efecto del ATP en la oxidacion del
succinato y con ello la relevancia de la succinato deshidrogenasa en el metabolismo
intermedio. ElI Dr Chavez-Cossio identific6 que la entrada de ATP a la mitocondria
estaba controlada por la carga interna de este organelo y es simultaneo a la entrada de
K+. Por su parte el Dr Antonio Pefia aportd datos relevantes para postular la
participacion de un sistema de bombeo de H+ (y no de Na+) que genera el potencial
electroquimico para el transporte de K+. El Dr. Enrique Pifia identific6 el mecanismo por
el cual la glucosa-6-fosfato a inositol-1-fosfato, asi como diversos mecanismos
reguladores en la sintesis del inositol>. La Dra. Victoria Chagoya, con el Dr. Laguna,
identificaron mediante ensayos in vivo que la adenosina aumenta la carga energética y
la biosintesis, como la gluconeogénesis en el higado, confirmando que la carga
energética depende de la cantidad y proporcién de nucleétidos adenilicos®. Para el Dr
Laguna era claro que disciplinas como la farmacologia y la inmunologia tienen sélidas
bases bioquimicas, ya que con los Dres. Juan Diaz Zagoya y Jesus Guzman habian
identificado el valor de la diosgenina en la regulacién el metabolismo del colestereol °.
En este nUmero homenaje al Dr Laguna, contribuyen algunos de sus alumnos y
colaboradores y nos presentan resultados recientes de su trabajo. El Dr. Antonio Pefia,
narra de manera precisa algunos aspectos relevantes en la vida académica del Dr.
Laguna, enfatizando el ingenio y las miticas anécdotas que caracterizaron a quien el Dr
Pena llama como el “maistro Laguna”. El Dr Edmundo Chavez Cossio reporta que la
transicion de la permeabilidad mitocondrial esta involucrada en el dafio miocardico por
isquemia/reperfusion y evaluando la sensibilidad de los corazones de ratas
hipotiroideas al dafio por reperfusion, después de un periodo de isquemia muestran
ausencia absoluta de arritmias, muy posiblemente por el bajo contenido de cardiolopina
y de la adenina nucleétido translocasa, quienes podrian favorecer la resistencia al
dafio mitocondrial y miocardico. El Dr. Armando GOmez Puyou hace un interesante
andlisis del plegamiento de las proteinas in vitro e in vivo, considerando que la
expresion del cdodigo genético podria participar en la organizacion de los nveles
estructrales terciarios y cuaternarios, basado en sus resultados en la expresion del
gene de triosafosfato isomerasa humana al expresarse en una bacteria genera
isoformas de la enzima debido posiblemente a un error en la traduccion en un codén lo
gue enfatiza la relevancia de que un componente importante en el codigo genético
involucra factores cinéticos. Las doctoras Marietta Tuena de GoOmez Puyou Yy
Concepcion José-Nufiez hacen un interesante analisis de la funcién de la mitocondria y
su relacion con la regulacion de la maquinaria epigenética y la expresion geénica, asi
como su efecto primario sobre procesos patoldgicos o fisiologicos como el cancer y el
envejecimiento, respectivamente.
El Dr Raul Ondarza presenta una revision sobre la relevancia de la Epigenética, que
nos permite identificar como participan diversos fatores que pueden alterar
drasticamente los cambios fenotipicos heredables. El Dr. Enrique Pifia en colaboracién
con Raquel Guinzberg y Magdalena Vilchis, presentan resultados que confirman que
la disposicion de AMPc en zonas compartamentalizadas en microdominios de la
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membrana, garantiza la velocidad en la respuesta y absoluta especificidad en la seial
gue genera al AMPc.

En esta edicion contamos con la valiosa participacién de la Dra. Nora Rosas Murrieta
del Instituto de Ciencias de la BUAP, que presenta el analisis del efecto de las
variantes de la proteina V del virus de la parotiditis parece tener un papel modulador
sobre la apoptosis y la proliferacion celular respecto y que jueguen en la patogénesis
del virus. El Dr Felipe Mass6 Rojas del Instituto Nacional de Cardiologia Dr. Ignacio
Chéavez, nos presenta resultados interesantes sobre el uso de células madres en la
regeneracion de tejido cardiaco posterior a accidentes vasculares, también nos
presenta la evolucion que ha tenido el uso de las células madre en la medicina
regenerativa.

El grupo de la Dra. Sauri Hernandez-Reséndiz, del Departamento de Bioquimica, del.
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, nos presenta sus resultados basados
en el hecho que el corazén isquémico puede activar mecanismos endogenos de
proteccion ante el dafio por reperfusion, si se le acondiciona con periodos cortos de
hipoxia y normoxia, e identifica que este acondicionamiento induce la activacion de
cascadas de sefializacion que son integrados por la mitocondria, determinando el
destino final de la célula cardiaca.

También en el campo de la bioenergética la ATP sintasa es el nanomotor
bioldgico ubicuo que produce la mayoria de la energia quimica que impulsa la vida en
todas sus formas al sintetizar al ATP a partir del ADP y del Pi, El Dr. José J. Garcia
Trejo de la Facultad de Quimica de la UNAM y su grupo presentan evidencias
bioquimicas y estructurales de un nuevo mecanismo de control del nanomotor F;Fo-
ATP sintasa de las proteobacterias.

Contamos con la contribucion de un importante investigador mexicano que

radica en la Universidad Rosalind Franklin de Medicina y Ciencia de Chicago (notable
también como musico y compositor), el Dr Hector Rasgado-Flores quien nos presenta
los avances en su trabajo utilizando de manera separada membranas luminal and
abluminal de la barrera hematoencefalica y como le permite caracterizar los sistemas
gue utiliza taurina para el transporte a través de esta barrera, lo que abre interesantes
perspectivas para evaluar otros compuestos de potencial uso terapéutico.

El Dr. Alfonso Diaz nos presenta su trabajo sobre la inflamacion cerebral y el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades de Parkinson
(EP) y Alzheimer (EA). Finalmente el Dr. Camilo Rios nos hablard sobre los
mecanismos y agentes neuroprotectores relacionados con el estrés oxidativo en el
infarto cerebral.

Por ultimo, contamos con la presencia de las empresas MERCK-MILLIPORE,
ACCESOLAB, ASPELAB y ELSEVIER, gue nos presentaran los avances del desarrollo
de la tecnologia al servicio de la investigacion cientifica.

El desarrollo del Taller de actualizacion bioquimica se desarrolla con la decidida
participacion de sus organizadores, Jorge Guevara Fonseca, Deyamira Matuz Mares y
Héctor Vazquez Meza, a quienes el Departamento de Bioquimica reconoce el gran
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esfuerzo realizado en esta actividad, agradecemos también el apoyo del Dr. Enrique
Graue Wiechers, Director de la Facultad de Medicina. En el aspecto administrativo el
apoyo de los CP Pedro Hernandez y Fernando Farfan y el apoyo de la Sra. Marivel
Rojas y Rosa Ma. Lopez ha sido invaluable.
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EVOLUCION DEL TAB Y EL AMPc A LO LARGO DE 40 ANOS

EVOLUTION OF THE TAB AND cAMP ALONG 40 YEARS

Raquel Guinzberg Perrusquia, Maria Magdalena Vilchis Landeros y Enrique Pifia

Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM,
Ciudad Universitaria, CP 04510, México D.F., México
epgarza@unam.mx

Resumen

Se rememora el origen de los Talleres de Actualizacion Bioquimica y los
Mensajes Bioquimicos y la destacada participacién que tuvieron para su realizacion
inicial la Secretaria de Ensefianza del Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina y el Dr. José Laguna, director de la Facultad.

El AMPc es el segundo mensajero de muchas hormonas a nivel celular, sin
embargo, da respuestas exclusivas a cada hormona promotora de su sintesis. Un
avance para comprender este fendmeno es el reportado anclaje a proteinas “andamio”
tipo AKAP, de enzimas que sintetizan, usan y degradan el AMPc, donde establecen
microdominios en los que se difunde el AMPc. Este trabajo demuestra que el AMPc no
difunde, no abandona el sitio especifico de la membrana donde se sintetiza, asi
completa la compartamentalizacion de una sefal y explica la precision para dar una
respuesta exclusiva propia a cada sefial que los generd. Se aislaron membranas
plasmaticas de hepatocitos (MPH), se estimularon selectivamente en sus receptores a
la adenosina (Rado) Aza Yy Az, se midid el AMPc sintetizado y la actividad de la
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proteina kinasa activada por AMPc (PKA) y la proteina intercambiadora de nucleétidos
de guanina activada por el AMPc (Epac). Se identificaron dos complejos multiproteicos,
un complejo responde exclusivamente a la estimulacion del Rado A,a y estd compuesto
por la adenilil cilasa (AC6) unida a la mAKAP, que en presencia de ATP y GTPyS
sintetiza AMPc, el cual activa la PKA a una velocidad mayor a la que es degradado por
la fosfodiesterasa (PDE) 3A. El otro complejo responde a la estimulacién del Rado Azg
y esta integrado por la AC5 unida a una AKAP no identificada, que sintetiza AMPc, el
cual activa la Epac a una velocidad mayor a la que es degradado por la PDE3B.
Después de la activacion especifica de cada complejo con su agonista selectivo, se
observa que mas del 99% del AMPc recién sintetizado permanece unido a la MPH ya
gue es recuperado en dichas membranas al ser centrifugadas, y no difunde al
sobrenadante. En conclusion, la cinética del consumo del AMPc recién sintetizado en
las MPH no corresponde al de una solucién acuosa, si no al de un estado sélido. Sélo
de esa manera se garantiza la velocidad en la respuesta y absoluta especificidad en la
sefial.

Palabras clave: AMPc, AKAP, PKA, Epac, Adenilil ciclasa.

Abstract

The origin of the first up-to-date Biochemical Workshop (TAB) and the first
Biochemical Memories of those TABs are remembered, as well as the pivotal role
carried out by some professors from the Biochemical Department (School of Medicine,
National University of Mexico), and the Dean of the School of Medicine, Professor José
Laguna.

Numerous physiological messengers can generate cCAMP as mediator of
intracellular signal events, notwithstanding its responses are exclusive for each
messenger accepted recognized by the cell. To decipher how a cAMP selects just one
from many remarkable different functional outputs, a clue advance include the reported
compartamentalization into scaffold proteins type, like AKAP ones, of enzymes with
ability to generate, use and catabolize cAMP, thus generating microdomines where
CAMP can spread. Here we show two natural functional protein complexes present in
isolated plasma membranes from hepatocytes, that in response to A,a or Agg adenosine
receptors (AdoR) generated a non-diffusible cAMP, that is not released from the place
were it is synthesized, thereof definitively contributing to compartamentalize a sole
proper response to each single signal. Aa-AdoR responsive complex upon selective
activation, and with the scaffolding provided by mAKAP, stimulates adenylyl cyclase
(AC) 6 to synthesize cAMP which either activates cAMP-dependent protein kinase
(PKA), or it is hydrolyzed by phosphodiesterase (PDE) 3A. Previous PKA activation with
a selective cAMP analog prevented cAMP synthesis through AC6 activation by Aoa-
Rado agonist. Likely, A,g-Rado responsive complex upon selective activation stimulates
ACS5 to generate cAMP which either activates Epac, or it is hydrolyzed by PDE3B. Epac
activation with its selective cAMP analog impaired cAMP synthesis through AC5
activation by Ayg-Rado agonist. A, selective agonist set its complex to generate cAMP
synthesis 3.6-fold faster than cAMP catabolism, and A,g selective agonist set synthesis
15-fold faster than catabolism. Thus, integrated and independent functional
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microsystems incorporated in plasma membranes immobilized cAMP to insure its
spatiotemporal control for each single activable effector.

Keywords: cAMP, AKAP, PKA, Epac, adenylyl cyclase

El primer taller de actualizacién bioquimica, el TAB, se gesto a finales de 1973
en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM. Entre los
factores sociales que propiciaron el nacimiento de dicho taller se pueden citar algunos
propios de esta Facultad, otros de las Universidades estatales y otros mas relacionados
con la situacion prevalente en el mundo sobre la tecnologia en informética. En la
Facultad de Medicina de la UNAM, José Laguna Garcia era el Director, y su empefio y
dedicacion por mejorar la ensefianza y el aprendizaje de la medicina se concretd en un
conjunto de cambios favorables y una mistica que marcaron un hito en la historia de la
medicina en México.

Uno de dichos cambios incluyé el establecimiento de un Taller de Actualizacion
Didactica con duraciéon de 40 horas, al que por muchos afios en forma obligatoria
deberian asistir los profesores de la Facultad. Para la realizacion de dichos Talleres se
incorporaron a la Facultad un grupo de pedagogos, quienes ademas de dirigir los
Talleres, asesoraban a los profesores de la Facultad en su actividad como docentes,
una de las respuestas a la iniciativa anterior por parte de la entonces llamada Seccion
de Ensefianza del Departamento de Bioquimica, integrada en aquélla época por
Guillermo Alvarez Llera, Magdalena Carrillo Santin(") y Yolanda Saldafia Balmori, fue la
de proponer una reunion de profesores de Bioquimica del pais para intercambiar
opiniones relativas a la ensefianza de la bioguimica, y sobre los mecanismos para que
los profesores se actualizaran continuamente en una area de conocimiento con
crecimiento exponencial.

La idea me parecié excelente y como Jefe del Departamento se la propuse al
Director Laguna, quién de inmediato la acogio. En aquellos afios Laguna era un
participante activo de la Unién de Escuelas y Facultades de Medicina del Pais y
conocia las carencias de las mismas, particularmente en relacion con sus bibliotecas y
hemerotecas y realmente nos apoyd. Recuérdese que no habia Internet, ni estudios de
posgrado fuera de la UNAM, ni directorio de profesores de bioquimica, ni profesores de
tiempo completo fuera del Distrito Federal.

A través del correo ordinario y con la lentitud del mismo, la Seccién de
Ensefianza del Departamento inicid la comunicacidén y la convocatoria para asistir al
primer TAB, que se realizo del 25 al 29 de marzo de 1974 en el salon 2B, uno de los de
Bioquimica de esta Facultad de Medicina, y cuya inauguracion corrio a cargo del propio
José Laguna. Con base en los datos de Yolanda Saldafia, asistieron a ese primer taller
64 profesores, entre ellos 22 de la provincia y 2 extranjeros. Para el cuarto taller, en
1977, el total de asistentes fue de 147, con 50 de provincia y 1 del extranjero. El quinto
Taller, en 1978 se efectud en Parras, Coahuila, bajo los auspicios de la Universidad de
Coahuila y coincidié con la aparicién del primer Mensaje Bioquimico, esto es un
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volumen editado por miembros del Departamento de Bioquimica de la Facultad y con el
concurso de profesores invitados.

Transcribo la primera parte del “Prologo” preparado por los Editores (Saldana,
Alvarez Llera y Pifia) del primer Mensaje Bioquimico: “Esta obra contiene los trabajos
que se presentardn en el V Taller de actualizaciébn Bioquimica, con sede en la
Universidad Autonoma de Coahuila, asi como una pequefia historia de los 4 Talleres
anteriores. Se trata de un documento de trabajo que se llevé a cabo debido a la
excelente colaboracion de todos y cada uno de los ponentes en el Taller, a quienes
manifestamos nuestra cordial gratitud. Se pretende que sea Uutil, tanto para su consulta
durante el Taller, como por varios afios, en la preparacion que alumnos y profesores
debemos de realizar al participar en clase, en los temas aqui tocados. Los temas
seleccionados son tan diversos como la Bioquimica actual; el punto de unién entre
todos los asistentes al Taller, ponentes y oyentes activos, es nuestra participacion en la
ensefianza de la Bioquimica (a nivel nacional) y nuestro genuino interés por mejorar el
acto docente, asi como de facilitar el aprendizaje a nuestros alumnos”.

Este afio estamos realizando el XXXIX TAB que aparece en el volumen XXXVI
del Mensaje Bioquimico. Si aceptamos unos 10 trabajos por cada uno de los Mensajes
Bioquimicos publicados, tendriamos unos 360 trabajos de actualizacion reunidos en
dichas obras. Ademas del intercambio de experiencias de los profesores que asisten al
Taller y del toque pedagdgico que inculco Laguna y que tradicionalmente ha existido en
el Taller y el Mensaje.

Antes de continuar con la segunda parte de mi presentacion, que se refiere a la
evolucion del AMPc en los ultimos 40 afios quiero hacer un alto.

José Laguna decia que los mexicanos nos caracterizamos, entre otras cosas,
por tener una gran iniciativa y poca “acabativa”. esto es iniciamos muchas buenas
ideas, pero no acabamos ninguna, mucha iniciativa poca “acabativa”. Aqui quisiera
reconocer la gran iniciativa de Guillermo Alvarez Llera, Magdalena Carrillo Santin y
Yolanda Saldafia Balmori, quienes tuvieron una excelente iniciativa que llevaron a cabo
con un éxito creciente tanto el desarrollo del TAB con el del Mensaje Bioquimico. Asi
desafiaron la maxima de José Laguna. Ademas, manifiesto mi reconocimiento al
enorme esfuerzo de mi maestro, José Laguna, quien como hombre sabio de su tiempo
apoy6é el Taller de Actualizacion Bioquimica del que ahora disfrutamos, y quien
promovid con energia a mejorar la ensefianza y el aprendizaje de la Medicina en
México y asi contribuyd eficientemente al solido establecimiento de la “tradicidon
cientifica” de este pais.

Segunda parte. El miércoles 27 de marzo de 1974, en el primer TAB, Victoria
Chagoya presenté una platica con el titulo “Hormonas, AMP Ciclico y Metabolismo
Intermedio”. Hoy reviso brevemente con ustedes la propuesta que hace el grupo de
investigacion gque trabaja conmigo para tratar de entender la funcionalidad del AMPc. El
AMPc se descubrio en 1958 por Sutherland y Rall como un segundo mensajero
producido en respuesta a la accién de una hormona [los datos de historia del AMPc
agui contenidos se tomaron de la publicacion de Wong y Scott en 2004, referencia 1].
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Ahora se sabe que la sintesis de AMPc en las células se inicia con la ocupacion de un
ligando a la proteina G acoplada al receptor (GPCR), la interacciébn es
estereoespecifica.

El ligando y la GPCR catalizan el intercambio de GDP por GTP en la subunidad
o de la proteina heterotrimérica G, subunidad que se disocia de las subunidades By 3y
activa a la adenilil ciclasa (AC) que convierte al ATP en AMPc. Al principio se considero
que el AMPc difundia libremente en un radio de 220 um [cita 5 en referencia 1]. Con
imagenes directas de las células se visualiz6 que el AMPc forma gradientes y se
acumula en sitios especificos [cita 6 a 8 en referencia 1], desde 1980 se objetd, desde
un punto de vista funcional, que el AMPc difundiera en la célula [2].

Cbémo descifra la célula que el AMPc generado por la activacién de un receptor
adrenérgico ocasione una respuesta adrenérgica, no obstante que en esta misma
célula otras hormonas pudieran generar AMPc. Sin embargo, no hay confusion, la
respuesta es univoca, sin errores de sefializacidn. La siguiente etapa fue la
demostracion experimental de que los dominios donde difunde y actua el AMPc se
redujeron a 1 um [3] y en general se aceptd que la actividad catalitica de las
fosfodiesterasas (PDESs) destruiria el exceso de AMPc generado y se consideraron las
enzimas mas importantes para fijar los limites de los microdominios [4].

Un importante avance se obtuvo al descifrar las propiedades y caracteristicas de
las proteinas llamadas genéricamente AKAPS, siglas en inglés de la proteina que ancla
a la cinasa A. Estas AKAP son proteinas identificadas como un andamiaje a las que se
unen otras proteinas e integran un complejo multiproteico que compartameliza a las
enzimas que sintetizan y que utilizan el AMPc. Asi el AMPc es sintetizado por la
adenilato ciclasa (AC) anclada al complejo, de donde difunde y activa a la proteina
cinasa A (PKA), también anclada en la AKAP, y su difusion se limita por las
fosfodiesterasas (PDEs) del complejo [5]. En este trabajo tratamos de demostrar que el
AMPc generado en el complejo no difunde, y que en situacion fisioldgica, compiten por
Su uso las enzimas efectoras tipo PKA, con las enzimas que lo degradan, tipo PDEs.
Deseo aclarar que ninguno de los experimentos aqui presentados los realicé
fisicamente. Participé en su disefio, y sobre todo, en el andlisis de los resultados que
aun no han sido publicados.

Incluyo un minimo de antecedentes sobre el modelo experimental aqui usado.
Nosotros hemos trabajado por mas de 20 afios con la adenosina como hormona y de
sus acciones en el higado de la rata. En este 6rgano se ha demostrado por técnicas
genéticas y farmacoldgicas la existencia de 4 receptores para la adenosina, el A; el
Aoa, €l Azg y el As. La estimulacion exclusiva de cualquiera de los dos receptores, el Aja
0 el Agg, realizado con el uso de agonistas y antagonistas selectivos, promueve en
hepatocitos aislados un aumento del AMPc medible, una elevacion en la concentracion
del calcio citélico ([Ca2+]cyt) y un aumento en la velocidad de la ureogénesis, la
gluconeogénesis y la glucogendalisis [6,7].
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Usamos hepatocitos aislados de higado de rata, separados por medio de
elutriacion de las otras estirpes celulares presentes en el higado y lisados con una
solucion hipotoénica. A través de una centrifugacion diferencial preparamos membranas
plasmaticas altamente enriquecidas (MPH) [8]. La incubacion de esas membranas por
2 min con agonistas selectivos para los receptores de la adenosina (Rado), Aza 0 Azg,
sintetizan AMPc a partir de ATP y en presencia de GTPyS, analogo no degradable del
GTP (Fig. 1A). Esta respuesta a los Rado se bloquea si se realiza la activaciéon
simultanea de ambos receptores (Fig. 1A), esto es, el fendmeno denominado
“crosstalk” en inglés, se observa en las MPH vy al inicio de la cascada de amplificacion
de la sefal dada por la activacion de los receptores. Por el uso de anticuerpos se
realizo la identificacion de las ACs responsables de la sintesis de AMPc en respuesta a
la estimulacion de los Rago. LOS anticuerpos contra la AC6 impidieron la sintesis de
AMPc cuando se activaron los Rag0 A2a, de manera similar los anticuerpos contra la
ACS5 inhibieron la sintesis de AMPc cuando los Raqg, fueron los Azg (Fig. 1C).

En células del tejido cardiaco se ha mostrado que la AC5 esta anclada en la
llamada mAKAP [5]. Este y otros datos nos llevaron a explorar la participacion de las
denominadas proteinas de andamiaje, tipo AKAP, participando en la respuesta a la
activacion de los Rag0 €n las MPH. Para ello empleamos el péptido Ht-31 disefiado para
separar por competencia a las proteinas que se anclan en la mAKAP [9]. La sintesis de
AMPc se bloqued cuando se incubo el péptido Ht-31 a las MPH estimuladas en sus
Rado A2a, Y N0 se modificd, si los Ry estimulados fueron los A (Fig. 1D). Estos
resultados indican que la AC6 responde funcionalmente a la estimulacion de los Rago
Aza, solamente cuando se encuentran anclados en la mAKAP, pero se pierde la
respuesta al no estar anclada a dicha proteina. Se desconoce hasta el momento la
proteina de anclaje para la AC5.

La siguiente etapa obvia era la demostracion de que existiera en las MPH una
proteina cinasa dependiente de AMPc con capacidad de ser activada. Los resultados
muestran actividad catalitica de la PKA en la MPH si la mezcla de incubacién es
suplementada con AMPc exégeno o si el AMPc es generado por activacion selectiva
del Rago Aza, pero no si el AMPc fue generado por activacion selectiva del Rado Azg
(Fig. 1E). Ademas, el efecto del AMPc mediado por la activacion del Rago Aza Se abolié
con el uso de H-89, la molécula inhibidora de la PKA [10] y el efecto no se observa al
afnadir BFA un inhibidor de la Epac [11] (Fig. 1E). Comparativamente, la presencia de la
proteina Rap 1, la cual aparece cuando el AMPc activa la Epac, es generada cuando
se estimula el Ras Azs (Fig. 1F). Estos Ultimos datos son importantes porque
demuestran que el AMPc generado por la estimulacion del Rago Aza S€ destina a la
actividad de la PKA y no difunde hacia el sitio donde esta la Epac ni ocasiona su
activacion, a pesar de encontrarse en la misma membrana. Lo mismo puede decirse en
el sentido opuesto: la estimulacion de Rag Azs genera AMPc exclusivo para activar
Epac y no difunde para activar a la PKA, situado en la misma membrana.
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Figura 1 (A). Sintesis de AMPc en respuesta a la
activacion de los receptores de la adenosina A,a, Az Y
1 ambos. Las membranas plasmaticas de hepatocitos

OH I BN | (MPH) se incubaron A 37°C durante 2 min en Krebs-
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CGS21680 - + - + -+ CaCl,, 100 uM GDPyS, 1 mM ATP y 1 uM de los
NECA - - + - - - - = agonistas 0 antagonistas para lograr la activacion
DEFX - I . T C C < respectiva de los agonistas anotados: columna 1
BFA _ + o+ - ningun agonista, representa el valor control; columna 2:
AMPC - - - - - - - 4

activacion de Raqo Asa CON agonista selectivo; columna 3 activacion de R4, Aza CON agonista de
Aoa Y A; junto con antagonista de A;; columna 4 activacion de Ry, Aza CON adenosina junto con
3 antagonistas para A1, Az Y Asz; columna 5 activacion de Roy, Ass con adenosina junto con 3
antagonistas para A;, Asa Yy As; columna 6 activacion simultanea de los Rado Aza Y Az con el
tratamiento indicado para las columnas 2 y 3. Los resultados estan expresados como
porcentaje del valor control, tomado como 100%. (B). Identificacién de la adenilil ciclasa
relacionada con el R, Aza. Las condiciones experimentales para generar AMPc fueron las
mismas que se incluyen en la Fig. 1A, columna 2 para activar el R4 Asa €n todos los tubos,
excepto el indicado con la letra C (control). A cada tubo se le afiadi6 la cantidad de anticuerpo
necesaria para alcanzar las concentraciones indicadas en la figura, ya sea contra la AC5 (V¥), o
la AC6 (A) como en la Fig. 1A. (C) Identificacion de la adenilil ciclasa relacionada con el Rado
Aos. Condiciones experimentales para generar AMPc como las anotadas en la Fig. 1A, columna
3. Anticuerpos AC5 (V) y AC6 (A) como en la Fig. 1B. Otras indicaciones como en la Fig. 1A.
(D). Efecto del péptido Ht-31 en la sintesis de AMPc obtenido como respuesta a la activacion
de Rado A4 (a la izquierda) o la Rado Az (a la derecha). (E). Actividad catalitica de la PKA en
MPH. Las membranas se mezclaron con 30 ul de buffer MOPS pH 7.0 que contenia 250 pl/ml
de albimina sérica de bovino, 100 uM de ATP con [y%-p] ATP (0.5 x 10° cpm/ umola), 10 mM
MgCl,, 100 uM GTPyS y donde se indica 1 uM de agonistas y/o antagonistas para activar los
Rado Ax 0 Az, 1 uM de H-89 un inhibidor de PKA, 1 um de un inhibidor de Epac, 0 1 uM de
AMPc. La reaccién catalitica se inici6 con la adicion del kemptido sustrato. Otras indicaciones
como en la Fig. 1A. (F). Activacion de Rap 1. Los hepatocitos fueron activados con agonistas
para los Rado A, 0 Ass. Posteriormente, se obtuvieron las membranas (MPH) y se determiné
la Rap 1-GTP. Se incluyé un control de hepatocitos sin activar (c) y en todos los casos se
determiné la Rap 1 total. Los datos son el promedio + el error estdndar en muestras por
duplicado, repetido en 4 experimentos independientes. * p < 0.001, ** p < 0.05



Con estos resultados decidimos usar analogos del AMPc y forskolin para
enriquecer nuestra informacion. Usamos 6 b AMPc que estimula la PKA [12], 8 pc
AMPc activador de Epac [13], dibutiril AMPc un activador muy usado y poco especifico
[14] y forskolin estimula la AC5 independientemente de la participacion de un receptor
[15]. El forskolin fue el mas potente agente para generar AMPc, los analogos fueron
inefectivos para generar sintesis de novo de AMPc y no fueron detectados por el
método de ensayo usado aqui para medir el AMPc natural (Figura 2A). Los resultados,
cuando se usaron los analogos del AMPc en combinacion con los agonistas selectivos
de los Raqo, SON los siguientes. El agonista 6 b AMPc impidié la sintesis del AMPc
debido a la estimulacion del Rago Aza Y N0 modifico la sintesis del AMPc generado por la
estimulaciéon del Rago Azg (Fig. 2B). Al contrario, la sintesis del AMPc mediado por la
estimulacion del Rago Azs se impidié con el andlogo del 8 pc AMPc, pero no impidi6 la
sintesis de AMPc mediado por la activacion del Raqo Aoa (Fig. 2B). De manera
interesante, el analogo dibutirii AMPc previno la sintesis de AMPc mediado por la
activacion de los Rago Aza Y permitié la sintesis mediada por la activacion de 10S Rago
Azs (Fig. 2B). El efecto estimulatorio del forskolin, elevando la sintesis de AMPc no se
modific6 con la activacién previa de la PKA con 6 b AMPc, pero si se inhibid
fuertemente con la activacion previa de la Epac con 8 pc AMPc (Fig. 2B), esto es, la
activacion inicial de Epac fosforila la AC5 de su complejo e impide la accién estimulante
directa del forskolin sobre la AC5.

Falta revisar el papel de las fosfodiesterasas (PDE), las enzimas responsables
de catabolizar el AMPc y convertirlo en AMP. La corriente actual las responsabiliza de
limitar la difusion del AMPc y asi establecer mini pozas locales con las que se regulany
limitan las acciones del AMPc [16]. Para estos experimentos se emplearon tiempos
mas largos de incubacion y se usaron 2 inhibidores selectivos de la PDE, el cilostazol
para la PDE3B [17] y la olprinona para la PDE3A [18]. La estimulacion de las Rago Aza
en las MPH mostré6 un aumento en la poza de AMPc generado cuando se adiciond
olprinona, lo que no se observo al afiadir cilostazol (Fig. 2C), por lo tanto este complejo
multiproteico incluye la PDE3A. A su vez, al estimular las membranas con el Ryg0 Azg la
presencia del cilostazol elevo la poza de AMPc sintetizado, y en este caso la olprinona
fue inerte (Fig. 2D), por lo que se concluye que este otro complejo multienzimatico
incluye a la PDE3B.

Al calcular la velocidad de sintesis del AMPc, y la velocidad de su degradacion,
con base en las pendientes incluidas en las Figs. 2C y 2D se puede decir que la
sintesis es 3.6 veces mayor que la degradacion en el caso de la respuesta asociada al
Rado A,a. Para el caso de la respuesta asociada al Rygo Azg la sintesis del AMPc es 15
veces mas rapida que su degradacion.

Disponemos de un dato mas de particular relevancia. La totalidad del AMPc
medido en cada una de las muestras se encuentra unido a la membrana y no se
localiza en el medio que bafia la membrana. El experimento realizado fue muy sencillo:
al final del periodo de incubacién las muestras fueron centrifugadas y se buscé el
AMPc en el sobrenadante y en las membranas. El AMPc del sobrenadante fue menos
del 1% del total y el presente en las membranas se extrajo, como en todos los
experimentos previos, por acidificacion de las mismas. De estos experimentos
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concluimos que el AMPc, recién generado y en un sistema de membranas estimuladas
con agonistas selectivos para los Rado, no difunde, esta fijo al sitio donde se sintetiza,
y por él compiten las proteinas efectoras de la sefial, la PKA o la Epac y las proteinas
responsables del catabolismo del AMPc, las PDEs.

Del total de datos presentados en este trabajo podemos proponer la existencia
de dos complejos de proteinas inhibidos en la membrana plasmatica de las células
hepaticas cuya caracterizacion funcional es la siguiente. Uno de los complejos
responde a la estimulacion del Rado A,a Yy el otro responde a la estimulaciéon del Rado
Ags. El complejo integrado al Rado A, esta constituido por el receptor, la proteina G
unida al receptor (GPCR) intermediaria entre el receptor y la AC6, encargada de
sintetizar al AMPc, que a su vez estd ensamblada en la mAKAPs. Estudios de otros
autores han demostrado el anclaje de la PKA y PDEs a ésa u otras AKAPs [19]. Por lo
gue podemos proponer que a la MAKAP se ancla la PKA y la PDE3A, ambas compiten
por el AMPc, y tal como mencioné, la velocidad con que la PKA funciona indica que su
accion, en tiempos cortos de incubacion y a partir de los valores basales de AMPc, es
mas rapida que la de la PDE3A (Fig. 2C). ElI complejo proteico integrado al Rado Azg
incluye al receptor, la proteina G unida al receptor y puente con la AC5 muy
probablemente anclada a una proteina de andamiaje no identificada. En este complejo
estaria ademas la Epac y la PDE3B (Fig. 2D).

A partir de los datos podemos asegurar que el AMPc no difunde de un complejo
a otro, que no existen gradientes de concentracion del AMPc regulados por la actividad
de la PDEs tal como se ha propuesto con anterioridad [14]. En resumen nuestra
hipétesis propone que el AMPc generado en una AC anclada a su AKAP mantiene
firmemente unido ese AMPc a un sitio al cual tienen acceso por estar unidas a la
misma AKAP la proteina efectora —PKA o Epac— y la PDE respectiva. La idea central
es que la cinética del AMPc en la sefalizacion no es una cinética del AMPc en
solucion, sino una del AMPc en estado solido. Consideramos este cambio como
esencial para dar un paso mas en el control espacio-temporal del AMPc en el proceso
de sefializacion celular.

Los experimentos presentados aqui, y otros mas que decidi no incluir, los
realizaron Raquel Guinzberg Perrusquia, Antonio Diaz Cruz, Carlos Acosta Truijillo,
Maria Magdalena Vilchis Landeros, Héctor Vazquez Meza, Nayeli Garcia Hernandez y
Laura Cristina Badillo Galvan, a quienes agradezco su colaboracion y su escepticismo.
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Figura 2 (A). Efecto de anélogos del AMPc y del forskolin en la generaciéon de AMPc. Las MPH
se incubaron como se describe en la Fig. 1A. Los andlogos y el forskolin se us6 a una
concentracion de 1 uM. Otras indicaciones como en la Fig. 1A. (B). Modulacion en la sintesis
de AMPc por la accion sucesiva de activadores de la PKA o Epac, seguido por la activacion
selectiva de los Rado A,, 0 Ass. LOS compuestos se usaron a las concentraciones indicadas en
las Figs. 1A y 2A. Otras indicaciones como en la Fig. 1A. (C). Valores de AMPc resultantes de
la incubacién simultanea de agonistas selectivos para los Rado A, y de inhibidores selectivos
para las PDEs. Las condiciones para generar AMPc son las indicadas en la Fig. 1A, columna 2,
excepto que el tiempo de incubacion de 2 min se sustituy6 por los tiempos indicados en la Fig.
Los inhibidores usados fueron 1 uM cilostazol (o), 6 0.1 uM olprinona (V). Otras indicaciones
como en la Fig. 1A. (D). Valores de AMPc resultantes de la incubacion simultanea de agonistas
selectivos para los Rado Ay y de inhibidores selectivos para las PDEs. Las condiciones para
generar AMPc son las indicadas en la Fig. 1A, columna 3, excepto que el tiempo de incubacién
de 2 min se sustituy6 por los tiempos indicados en la Fig. Se usaron los mismos inhibidores que
en la Fig. 2C. Otras indicaciones como en la Fig. 1A. Los datos son el promedio * el error
estandar en muestras por duplicado, repetido en 4 experimentos independientes. * p < 0.001, **
p <0.05

A,,Agonista 6 b cAMP
\ / J. + Espacio
Extracelular
"W m— - — - . :
o R embrana
Receptor | IR R
Azs GTPYS . ' -PDE3A

A

citosol

L AKAP ]

Espacio
Extracelular

Receptor
A2B

Membrana

citosol

Figura 3. Modelos propuestos para el receptor A, (A) y para el receptor Ajg.
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PAPEL DE LA CARDIOLIPINA EN LA TRANSICIQN DE LA
PERMEABILIDAD MITOCONDRIAL Y EN EL DANO POR
REPERFUSION

CARDIOLIPIN ROLE IN THE TRANSITION FROM MITOCHONDRIAL
PERMEABILITY AND REPERFUSION INJURY

Edmundo Chavez, Luz Hernandez-Esquivel, Natalia Pavon

Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiologia, Ignacio Chavez, México, D. F.
echavez@salud.gob.mx

Resumen

El aumento en la permeabilidad inespecifica de la membrana interna
mitocondrial, fue examinado en mitocondrias de higado de rata aisladas de ratas
hipotiroideas. Se encontrd que el estado hipotiroideo provee una proteccion sustancial
contra la apertura de un poro transmembranal inducida por la sobrecarga de Ca®". Asi,
estas mitocondrias son menos susceptibles a la transicion de la permeabilidad que las
ratas eutiroideas. La conclusion anterior se basa en los siguientes dos hechos: i) las
mitocondrias hipotiroideas no son estrictamente dependientes de ADP para retener al
Ca?* acumulado en la matriz y ii) el carboxiatractilésido, la antimicina A y el
carbonilcianuro-m-chlorophenil hidrazona no fueron capaces de promover la salida del
Ca?* acumulado. Por otro lado, conociendo que la transicién de la permeabilidad
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mitocondrial estd involucrada en el dafio miocardico por isquemia/reperfusion
evaluamos la sensibilidad de los corazones de ratas hipotiroideas al dafio por
reperfusion, después de un periodo de isquemia de 5 min. Los trazos
electrocardiograficos muestran una ausencia absoluta de arritmias, en contraste con lo
encontrado en ratas eutiroideas. La liberacién al plasma de las enzimas aspartato
amino transferasa y creatina cinasa fue menor en las ratas hipotiroideas. Ademas los
estudios histolégicos muestran una marcada disminuciéon de edema. Se discute la
relevancia del bajo contenido de cardiolopina asi como la expresion de la adenina
nucledtido translocasa como responsables de la resistencia al dafio mitocondrial y
miocardico.

Palabras clave: mitocondrias, permeabilidad mitocondrial, isquemia/reperfusion.

Abstract

Membrane permeability transition was examined in liver mitochondria isolated
from hypothyroid rats. It was found that such a hypothyroid status provides substantial
protection from membrane leakiness as induced by Ca®" overload. Thus, these
mitochondria are less prone to undergoing permeability transition than mitochondria
from euthyroid rats. The above conclusion was reached on the basis of the following
two facts: i) hypothyroid mitochondria are not strictly dependent on the addition of ADP
to retain high matrix Ca®* concentrations, and ii) Carboxyatractyloside, antimycin A or
carbonyl cyanide-m-chloropheny! hydrazone failed to promote Ca®" efflux. On the other
hand, it is known that mitochondrial permeability transition is involved in the
myocardium damage as induced by ischemia/reperfusion. Therefore, the sensitivity of
hearts from hypothyroid rats to reperfusion damage, after an ischemic period of 5 min,
was evaluated. ECG tracing from hypothyroid rats showed a total absence of post-
reperfusion arrhythmias conversely to what was observed in control rats. The release of
creatine kinase and aspartate amino transferase to the plasma in hypothyroid rats was
found to be lower than that found in euthyroid rats. The histological studies showed a
remarkable near absence of edema. The relevance of a low content of cardiolipin, as
well as the low expression of adenine nucleotide translocase is discussed as
responsible for the resistance to the myocardium and mitochondrial membrane damage.

Key words: mitochondria, mitochondrial permeability, ischemia / reperfusion

INTRODUCCION

Las mitocondrias de higado de ratas hipotiroideas presentan una actividad
disminuida de las enzimas de la cadena respiratoria, asi como de algunos
transportadores membranales [1,2]. Esta baja en la actividad ha sido atribuida a una
disminucién en la expresion de las respectivas proteinas [3], asi como también a una

disminucién en el contenido de cardiolipina en la membrana interna [4]. Estos cambios
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en la composicion de la membrana le confieren a las mitocondrias propiedades
especiales. Por ejemplo Shonfeld et al. [5] demostraron que las mitocondrias de ratas
hipotiroideas son menos sensibles al efecto desacoplante del &cido miristico. Este
efecto fue atribuido a una disminucion en el contenido de la translocasa de adenin
nucleodtido [ANT].

Por otro lado, Paradies et al. [6] describieron una actividad disminuida de la
citocromo c oxidasa en mitocondrias de ratas hipotiroideas, la cual fue restaurada
cuando se afiadio cardiolipina. Asi mismo, la ANT es una proteina transportadora que
para su funcion es altamente dependiente de cardiolipina. Ademas, la ANT se ha
involucrado en la formacion del poro inespecifico transmembranal [7]. Esta funcion de
la translocasa depende de la constitucion lipidica de la membrana interna.
Considerando lo anterior, los experimentos en este trabajo fueron disefiados con el fin
de probar la idea de que en mitocondrias de ratas hipotiroideas, con una disminucion
en el contenido de cardiolipina y en la expresiéon de ANT, el Ca®" no induciria la

transicion de la permeabilidad mitocondrial, ni el dafio miocardico por reperfusion.

MATERIAL Y METODOS.

El hipotiroidismo fue inducido en ratas mediante la remocién quirdrgica de la
glandula, como se describi6 previamente [8]. Después de tres meses de la
tiroidectomia se prepararon las mitocondrias de higado de rata homogeneizando el
tejido en 0.25 M de sacarosa-1 mM EDTA, siguiendo el método estandar de
centrifugacién diferencial. Los movimientos del Ca®" fueron seguidos a 675-678 nm
utilizando el Arsenazo Il como indicador. En los experimentos con mitocondrias (2 mg
de proteina) se utilizd un medio basico consistente en 125 mM de KCI, 10 mM de
succinato, 3 mM de fosfato, 10 mM de HEPES, 5 ug de rotenona, 2 ug de oligomicina, y
cuando se indica 100 uM de ADP, 50 uM de CaCl,, 50 yM de Arsenazo Il y 10 uM de
safranina. El potencial transmembranal fue seguido a 511-533 nm utilizando safranina.
La isquemia y reperfusion fue establecida de acuerdo a Bobadilla et al. [9]. Los
estudios histolégicos se efectuaron como se establece en [9].
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RESULTADOS Y DISCUSSION.

Los resultados de la Fig. 1A indican que la inhibicién de la salida del Ca®*, en
mitocondrias aisladas de ratas eutoriodeas, depende estrictamente de la presencia de
altas concentraciones de ADP. Se puede observar que en ausencia de ADP existe una
rapida liberacion del cation acumulado. No obstante después de la adicion del
nucleétido, la salida del Ca** fue inhibida de manera proporcional a las concentraciones
crecientes de ADP; la maxima inhibicion se alcanz6 con 150 yM de ADP. Lo anterior
implica que la inhibicién de la salida del Ca?* depende de la fijacién de ANT en el lado
interno de la membrana interna mitocondrial por el ADP, lo que resulta en el cierre del
poro inespecifico [10]. Un cuadro diferente se observa en mitocondrias aislada de ratas
hipotiroideas (Fig. 1B). En estas mitocondrias, no obstante la ausencia de ADP el poro
inespecifico permanece cerrado; por lo tanto la salida del cation bivalente se encuentra
inhibida. Sin embargo, debe hacerse notar que para alcanzar una completa inhibicion

se requiere de la adicién de 30 uM de ADP.
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FIGURA 1. Inhibicién de la salida del calcio en ausencia de ADP en mitocondriasde
ratas hipotiroideas.
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En contraste con el efecto protector del ADP sobre el aumento en la
permeabilidad, las mitocondrias se transforman en hiperpermeables después de la
adicion de carboxiatractilésido (CAT). La apertura del poro se debe a la estabilizacion
de ANT del lado citosélico de la membrana interna [10]. La Fig. 2A muestra que en
mitocondrias de ratas eutiroideas la adicion de 0.016 yM de carboxiatractilésido, inicia
una descarga rapida del Ca?* acumulado en la matriz. De manera interesante la Fig. 2B
demuestra que las mitocondrias de ratas hipotiroideas son insensibles a la adicion de
CAT.

:—1 —

~CAT

Figura 2. Imposibilidad del carboxiatractilésido (CAT) para inducir la salida de calcio
en mitocondrias hipotiroideas.

Con el objetivo de establecer ain mas la resistencia de las mitocondrias
hipotiroideas al cambio de la permeabilidad de especifica a inespecifica, otros
inductores de la transicién fueron estudiados. Estudios previos [10,11] han demostrado
gue la antimicina A y el CCCP inducen la apertura del poro. De acuerdo con lo anterior,
la Fig. 3A revela que en mitocondrias control la adicion de 0.2 uM de CCCP o0 0.43 uyM
de antimicina A son suficientes para inducir la descarga del Ca**. De manera notable,
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cuando las acciones del CCCP y la antimicina A fueron evaluadas en mitocondrias

hipotiroideas estos reactivos no fueron capaces de aumentar la permeabilidad.

CM T

H
x| =]

+CCCP/
+ A A

CCCP or AA CCCPorAA  +CCCP
_______ - et SR

Figura 3. Imposibilidad de la antimicina A (AA) y el desacoplante CCCP para inducir
la salida de calcio en mitocondrias hipotiroideas.

Se sabe que la transicion de la permeabilidad es iniciada por despolarizacion de
la membrana mitocondrial. Lo anterior es cierto para mitocondrias de ratas eutiroideas;
como se muestra en la Fig. 4, la adicién de 0.2 yM de CCCP a estas mitocondrias (CM)
produce un colapso total del gradiente eléctrico transmembranal; sin embargo el CCCP

colapsa en menor grado el Ay en mitocondrias hipotiroideas (HyT).

TABLA 1 Contenido de cardiolipina en mitocondrias de ratas controles e hipotiroideas
Condicion nmol cardiolipina

mg proteina™
Eutiroideas 29.8+1.3
Hipotiroideas 18.7+1.8
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La pregunta que surge es: ¢ realmente existe una disminucién en el contenido de
cardiolipina? El experimento mostrado en la Tabla 1 sefiala que en mitocondrias de

ratas hipotiroideas existe una clara disminucion en el contenido de este fosfolipido.

CCCP

]

Ii T HyT
' D.05AA
it 1
4 b
200 sec Sl

Figura 4. Colapso del gradiente eléctrico transmembranal por la adicién
deldesacoplante CCCP a mitocondrias de ratas hipotiroideas.

Los resultados anteriores demuestran que el hipotiroidismo convierte a las
mitocondrias resistentes a la transicion de la permeabilidad. Considerando que el dafio
mitocondrial subyace en el dafio miocardico por isquemia/reperfusién, decidimos
explorar la posibilidad de que las ratas hipotiroideas fueran insensibles a las arritmias
promovidas por la reperfusion. Los resultados de la Fig. 5., panel A, muestran la
taquicardia y las arritmias presentadas en ratas control durante el periodo de
reperfusion. La parte inferior del panel muestra la tension arterial, como se observa la
TA casi desaparece en el periodo de reperfusién. Esto se debe a que los latidos
cardiacos no son efectivos. El panel B muestra un cuadro mas draméatico en cuanto a

lataquicardia y las arritmias, este panel sefiala la respuesta del hipertiroidismo al estrés

21



MENSAJE BIOQUIMICO, VOL. XXXVI (2012)

oxidativo durante la reperfusion. En el panel C se observa que el corazdn se encuentra

en ritmo sinusal, pese a la reperfusién ya que el experimento se llevo a cabo con ratas

hipotiroideas.

pil

Figura 5. Trazos electrocardiograficos y de presiéon sanguinea de corazones de

VE
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ratas Control (A); de ratas hipertiroideas (B); y de ratas hipotiroideas (C)

22



El experimento en la Tabla 2 muestra las concentraciones, en plasma, de las
enzimas creatina cinasa y aspartato amino transferasa. Las actividades se

determinaron después del periodo de reperfusion.

TABLA 2 Concentracion plasmatica de enzimas marcadoras de dafio miocardico

Enzima Eutiroideas Hipertiroideas Hipotiroideas
CK (UI/L) 338.98 + 122.75 325.71 + 144.84 68.2 +49.22
ASAT (UI/L) 15.30 + 8.40 29.30 +11.03 14 + 3.08

La fig. 6 muestra las micrografias de tejido miocardico. En el panel A se muestra
la imagen del tejido normal, como se observa hay ausencia de edema y de bandas de
contraccion. En contraste, en el panel B la imagen de un miocardio reperfundido
muestra desarrollo de edema asi como también el desarrollo de bandas de contraccion.
Sin embargo, como se observa en el panel C las fibras miocéardicas preservan su
aspecto estriado y aunque existe edema este se ve en menor proporcion que en el

miocardio de ratas control.

Este trabajo contribuye al conocimiento de que el estado tiroideo influencia la
permeabilidad de la membrana interna mitocondrial, i.e., las mitocondrias de ratas
hipertiroideas tienen una creciente permeabilidad inespecifica a protones [12], asi
comoa iones y metabolitos, en ausencia de inductores como el carboxiatractilésido [13].
En contraste el hipotiroidismo convierte a la membrana interna mitocondrial en
impermeable a iones y metabolitos. El marcado contraste en las propiedades de
permeabilidad radica en la diferente composicion de la fase lipidica de la bicapa. En
este trabajo se demuestra que las mitocondrias de ratas hipotiroideas la transicion de la
permeabilidad, inducida por Ca**, CAT y CCCP no se llevé a cabo. Nuestra propuesta
es que las mitocondrias hipotiroideas son resistentes a la transicién de la permeabilidad
debido a la incapacidad de la translocasa de adenin nucleétidos para transformarse en
un poro inespecifico. Para que esto ocurra se requiere que la ANT cambie su
conformacion del lado de la matriz hacia el lado citosélico. Para que esta movilidad se
favorezca es importante la fluidez de la bicapa y considerando la disminucién en la
cantidad de cardiolipina dicha fluidez se ve comprometida. Aunque la diferente

constitucion de la membrana interna parece ser la responsable de la resistencia a la
23
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permeabilidad creciente, se debe de tomar en cuenta, también, que en el hipotiroidismo
hay una menor expresion de ANT [5]. Ciertamente el contenido de ANT disminuye de
58 pmol/mg en eutiroideas a 40 pmol/mg en hipotiroideas.

Control

Reperfusion

Reperfusion
hipotiroideas

Figura 6. Imégenes histologicas de tejido miocéardico. En A se muestra la imagen
decorazones no tratados. En B se presenta la imagen de corazones de ratas control
sometidos a periodos de isquemia (5 min) y reperfusion (5 min). En C se muestra

laimagen de tejido de ratas hipotiroideas sometidos a periodos de isquemia y
reperfusion, 5 min cada uno
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El aumento en la permeabilidad inespecifica mitocondrial es el responsable del
dafio miocardico por reperfusion. Por lo tanto no es extrafio que en ratas hipotiroideas
exista una proteccion contra el estrés oxidativo, como se demuestra en este trabajo. Es
claro que la ausencia de anormalidades electrocardiograficas como las arritmias y la
disminucién en la liberacion de enzimas marcadoras hacia el plasma, abren la
posibilidad de que los pacientes hipotiroideos, evaluados para ser reperfundidos sean
menos susceptibles al dafio miocardico por radicales libres derivados del oxigeno.
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EL TRANSPORTE NA"-DEPENDIENTE DE LA TAURINA SE REALIZA
SOLAMENTE EN LA MEMBRANA ABLUMINAL DE LA BARRERA
HEMATOENCEFALICA

Na*-DEPENDENT TRANSPORT OF TAURINE IS FOUND ONLY ON THE
ABLUMINAL MEMBRANE OF THE BLOOD-BRAIN BARRIER

Hector Rasgado-Flores, Ashwini Mokashi y Richard A. Hawkins

Departamento de Fisiologia y Biofisica. The Chicago Medical School
Rosalind Franklin University of Medicine and Science
3333 Green Bay Road, North Chicago, IL 60064-3095. USA
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RESUMEN

Se aislaron membranas plasmaticas luminal y abluminal de microvasos sanguineos del
cerebro de bovino y se utilizaron para identificar y caracterizar el transporte
dependiente de Na y facilitado por taurina. El potencial transmembrana, calculado de
las constantes aparentes de afinidad de los transportadores de taurina, se determiné
sobre un rango de concentraciones de taurina desde 0.24 uyM a 11.4 yM. Las
membranas abluminales tuvieron tanto transporte Na'-dependiente como facilitado de
la taurina, mientras que las membranas luminales sélo tuvieron transporte facilitado. La
aparente K, para el transporte facilitado y Na*-dependiente de la taurina fue de 0.06 +
0.02 uM y 0.7 + 0.1 puM, respectivamente. El transporte Na*-dependiente de taurina fue
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dependiente del voltaje en el rango estudiado de voltajes (-25 a -101 mV). El transporte
fue mas de 5-veces mayor a -101 mV que a -25 mV. La sensibilidad se estudié en un
rango de osmolaridades (229 a 398 mOsm/kgH,0) utilizando manitol como el agente
osmatico para ajustar la osmolaridad. Para estos experimentos, la concentracion de
Na’ se mantuvo constante a 50 mM, y el potencial transmembrana calculado fue de -59
mV. El sistema de transporte Na'-dependiente fue sensible a la osmolaridad, con la
tasa mas alta a 229 mOsm/kg H,0O.

Palabras clave: aminoacido, transporte activo, capilares cerebrales, células
endoteliales, voltaje-dependiente, polaridad.

Abstract

Luminal and abluminal plasma membranes were isolated from bovine brain
microvessels and used to identify and characterize Na'-dependent and facilitative
taurine transport. The calculated transmembrane potential was -59 mV at time O,
external Na* (or choline under putative zero-trans conditions) was 126 mM (T= 25°C).
The apparent affinity constants of the taurine transporters were determined over a
range of taurine concentrations from 0.24 uM to 11.4 uM. Abluminal membranes had
both Na'-dependent taurine transport as well as facilitative transport while luminal
membranes only had facilitative transport. The apparent K, for facilitative and Na'-
dependent taurine transport were 0.06 = 0.02 uM and 0.7 + 0.1 uM, respectively. The
Na'-dependent transport of taurine was voltage dependent over the range of voltages
studied (-25 to -101 mV). The transport was over 5 times greater at —101 mV compared
to when V,, was —25 mV. The sensitivity to external osmolality of Na’-dependent
transport was studied over a range of osmolalities (229 to 398 mOsm/kgH,O) using
mannitol as the osmotic agent to adjust the osmolality. For these experiments the
concentration of Na® was maintained constant at 50 mM, and the -calculated
transmembrane potential was -59 mV. The Na'-dependent transport system was
sensitive to osmolality with the greatest rate observed at 229 mOsm/kg H,0.

Key words: amino acid, active transport, brain capillaries, endothelial cells, voltage
dependent, polarity

INTRODUCCION

La tumefaccion del cerebro puede producirse por una gran variedad de
condiciones, tales como: hiperexcitabilidad, hipoglicemia, estado epiléptico, isquemia,
anoxia, trauma de la cabeza, hiponatremia y encefalopatia hepatica [17]. En respuesta
a tales alteraciones osmoticas, se alteran las concentraciones de los aminoacidos,
particularmente de la taurina [11]. Por ejemplo, en condiciones hipo-osmolares, los
astrocitos y las neuronas liberan taurina al liquido extracelular [4, 13, 18, 22] en un
esfuerzo por aumentar la osmolaridad externa.

La taurina (4cido amino sulfénico) es un zwitterion con grupos cargados tanto
positiva y negativamente y un punto isoeléctrico de 5.16 [11]; por ello, esta casi
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completamente cargado negativamente a un pH de 7.4. Debido a que es un zwitteridn,
la taurina es hidrofilica y no puede cruzar las membranas celulares sin la asistencia de
vias de transporte. La mayor via metabdlica para la sintesis de taurina ocurre en el
higado por la via de la cisteina &cido sulfinico. La taurina parece ser sintetizada
principalmente en el higado [15], entrando y saliendo del cerebro por medio de
transportadores [12, 26, 28]. La taurina no es téxica y su principal funcién parece estar
involucrada en mantener el balance osmdtico.
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Figura 1: Transporte de taurina en membranas luminales. Se incubé [*H]-taurina
(0.487uM) con microvesiculas luminales durante los tiempos indicados. En cada
prueba se usé un gradiente de entrada de Na* (cuadrados negros, 126 mM de Na*
inicial externo, 0 mM de Na" interno). Se sustituyé el Na* con colina® (circulos
grises) para determinar el transporte facilitado. Se usé un gradiente de K* dirigido
hacia afuera (140 mM de K" interno, y 14 mM de K" externo) en todas las pruebas.
El potencial transmembrana calculado fue de -59 mV a 25°C [9]. Todos los valores
son promedios de 8 determinaciones + SE. Las lineas interrumpidas indican las
velocidades iniciales. La velocidad inicial en presencia de Na* fue de 2.3 + 0.2 pl x
mg proteina™ x min*y de 2.1 + 0.4 (SE) pl x mg proteina™ x min™ en presencia de
colina®. La diferencia entre las velocidades no fue significativa.

El cerebro de los vertebrados esta casi completamente cubierto por membranas
celulares, conocidas colectivamente como la barrera hemato-encefalica (BHE), a través
de la cual deben pasar los metabolitos para entrar o salir del cerebro. Redes extensas
de uniones apretadas separan las membranas de las células capilares endoteliales del
cerebro en la cara luminal (la cara celular que da a la sangre) y la abluminal (la cara
celular que da al cerebro): por consiguiente, estan polarizadas [7]. Por consiguiente,
tienen que atravesarse dos membranas para entrar o salir del liquido intersticial del
cerebro (LIC).
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Los nutrientes hidrofilico, tales como la taurina y otros aminoacidos, requieren la
presencia de acarreadores tanto en la membrana luminal como en la abluminal para
poder cruzar la BHE. Nosotros desarrollamos técnicas para separar las membranas
luminal y abluminal, lo cual nos permite estudiar cada lado de la BHE
independientemente de la otra [7, 8]. El propdsito de este estudio fue caracterizar los
sistemas de transporte de la taurina en cada membrana.
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Figure 2: Transporte Na'-dependiente y facilitado de la taurina en membranas
abluminales. Se incubé [*H]-taurina (0.487uM) con microvesiculas enriquecidas
con membrana abluminal durante los tiempos indicados. Se utilizé un gradiente de
entrada de Na' (cuadrados negros, 126 mM de Na® inicial externo, 0 mM de Na*
interno) para cada prueba. Se sustituyé el Na* con colina® (circulos grises) para
determinar el transporte facilitado. Se us6 un gradiente de K* dirigido hacia afuera
(140 mM de K" interno, y 14 mM de K" externo) en todas las pruebas. El potencial
transmembrana calculado fue de -59 mV a 25°C [9]. Todos los valores son
promedios de 8 determinaciones + SE. Las lineas interrumpidas indican las
velocidades iniciales. La velocidad inicial en presencia de Na* fue de 10.1 + 0.9
(SE) pl x mg proteina™® x min® y de 3.6 + 0.8 (SE) pl x mg proteina™ x min™ en
presencia de colina’. La diferencia entre las velocidades fue significativa.

Entrada de taurina a las membranas luminales.

La entrada de taurina a las membranas luminal y abluminal se estudié a lo largo del
tiempo en la presencia de gradientes ya sea de Na* o colina” para determinar qué tipo
de transporte podia ser detectado ya sea Na'-dependiente o facilitado. (El potencial
transmembrana calculado fue de -59 mV a 25°C). Las tasas maximas de transporte
facilitativo y Na*-dependiente fueron 2.3 + 0.2 (SE) pl x mg proteina™ x min™"y 2.1 + 0.4
(SE) pl x mg proteina® x min™, respectivamente (Figura 1). La diferencia no fue
significativa. De tal manera, que si el transporte Na'-dependiente estaba presente,
representaba tan s6lo un componente menor, el transporte facilitado fue la actividad
predominante en la membrana luminal.
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Entrada de taurina a las membranas abluminales.
En las membranas abluminales habia evidencia de ambos tipos de transportes, Na'-
dependiente y facilitado, con tasas maximas de 10.1+ 0.9 (SE) pl x mg proteina™ x min-
1y 3.6 £ 0.8 (SE) ul x mg proteina™ x min™, respectivamente (Figura 2). Por lo tanto, el
transportador predominante parece ser el Na'-dependiente, pero también estaba
presente la actividad del transporte facilitado (Figura 4).
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Figura 3: Dependencia de la concentracion de taurina en el transporte en
membranas abluminales. Se incubé un rango de concentraciones de [*H] taurina
(0.24 a 11.4 pM) con microvesiculas abluminales durante 15 seg para medir la
tasa inicial de transporte. Todos los resultados se expresaron como liberacion (ul x
mg proteina™® x min™). El andlisis no linear de cuadrados minimos proporcioné
valores Km de 0.06 + 0.02 uM para el transporte facilitado y de 0.7 + 0.1 uM para
el transporte Na*-dependiente. La diferencia entre los valores Km fue significativa.

Constantes de afinidad aparente.
Las constantes de afinidad aparente de los transportadores Na'-dependiente y
facilitado se determinaron sobre un rango de concentraciones de taurina de 0.24 uM a
11.4 uM utilizando el protocolo de liberacion de taurina [21]. La K, aparente para el
transporte facilitado fue de 0.06 + 0.02 uM; la K,, aparente para el transporte Na'-
dependiente fue significativamente mayor, 0.7 + 0.1 uM (Figura 3).

Osmolaridad y transporte Na*-dependiente.
La influencia de la osmolaridad sobre el transporte Na*-dependiente se midi sobre un
rango de osmolaridades de 229 hasta 398 mOsm/kg H,O. El transporte de taurina fue
significativamente mayor a 229 mOsm/ kg H,O que con las otras osmolaridades
examinadas (Figura 5). Por consiguiente, el transporte Na'-dependiente de taurina
parece ser estimulado por condiciones hipotdnicas bajo concentraciones constantes de
Na’ y taurina 'y Vm.

Dependencia del voltaje del transporte.
La dependencia del voltaje se determiné sobre un rango de potenciales transmembrana
calculados (de -28.2 mV a -101 mV). Los resultados indicaron que el transporte de
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taurina dependiente del Na® era sensible al voltaje, siendo estimulado
significativamente por la hiperpolarizacién. Sin embargo, fue dificil determinar el
namero real de cargas transportadas, ya que no fue posible experimentalmente
exceder -101 mV utilizando la preparacion de vesiculas (Figura 6).
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Figura 4. Transporte de taurina a través de la barrera hematoencefélica. Se
encontraron  transportadores  facilitativos en ambas membranas que
presumiblemente transportan taurina en ambas direcciones. El transportador Na*-
dependiente se encontré solamente en la membrana luminal en posicion tal para
dirigir la taurina del liquido intersticial cerebral hacia las células endoteliales del
BHE, desde donde la taurina se puede difundir hacia la circulacion.

DISCUSION

Pasantes-Morales et al. [15] estudiaron la formacion de taurina en vivo y
concluyeron que la taurina probablemente no era sintetizada en el cerebro sino que se
formaba en el higado y era transportada al cerebro. Nosotros encontramos transporte
facilitado tanto en las membranas luminal (Figure 1) como en la abluminal (Figure 2) de
la BHE con actividades transportadoras similares, 2.1 + 0.4y 3.6 + 0.8 ul x mg proteina
! respectivamente. La concentracién media de saturacién (K,) en la membrana
abluminal fue de 0.06 + 0.02 uM (Figura 3). Por lo tanto, existe el transporte facilitado
gue permite la entrada favorable de taurina al cerebro desde la circulacion.

La presencia de vias de difusion facilitada para la taurina tanto en las
membranas luminal y abluminal de la BHE indican que esta molécula es transportada
bidireccionalmente a través de la BHE, impulsada por la diferencia en la concentracion
de esta molécula entre el plasma y el liquido intersticial del cerebro. Es interesante el
hecho de que el transportador de taurina dependiente del Na* parece estar presente
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s6lo en la membrana abluminal, lo cual indica que la taurina puede ser movilizada del
cerebro aun en ausencia de un gradiente de concentracion favorable para la taurina a
través de la membrana abluminal. EI hecho de que la afinidad aparente para el
transporte facilitado de la taurina es 10 veces mayor que para el transporte Na'-
dependiente sugiere que este Ultimo mecanismo se activa solamente cuando el primero
esta saturado y trabajando a su capacidad total.
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Figura 5. Efecto de la osmolaridad sobre el transporte taurina dependiente de Na".
Las tasas iniciales (15 seg) de transporte de [*H] taurina (0.43 pM) se midieron en
microvesiculas abluminales sobre el rango indicado de osmolaridades. El potencial
transmembrana calculado fue de -59 mV a una temperatura de 25°C. Todos los
valores son promedios de 8 determinaciones + SE. Se utiliz6 un gradiente de
entrada de Na* (Na" inicial externo 50 mM, y de 0 mM el nominal interno) en cada
prueba excepto en los controles donde se sustituyé el Na® por colina®. * Indica
significancia entre transportes a 229 mOsm/kg H,0 y todas las otras
osmolaridades probadas. No hubo diferencias en el rango de 297 a 398 mOsm/kg
H.0.

Desafortunadamente, nuestros estudios no incluyen la estequiometria del
transporte de taurina dependiente del Na’. La habilidad de este transportador para
concentrar taurina intracelular seria de por lo menos 10 veces para un co-transportador
electroneutral 1Na:ltaurina y de 100 veces mas para un co-transportador
2Na’:1taurina.

El transporte Na'-dependiente de taurina ha sido previamente demostradoen
preparaciones aisladas de capilares cerebrales de cerebros de rata adulta [27]. En esta
preparacion, el sustrato se presentd sobre el lado abluminal del capilar, y por tanto,
muy probablemente representaba la actividad de la membrana abluminal. Tayarani et
al. Encontraron que el transporte de taurina estaba mediado por un sistema saturable
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de alta-afinidad que dependia del Na® con una aparente concentraciéon media de
saturacion (Km) de 27.5 pM.

Nuestros estudios demostraron en forma concluyente que el transporte
dependiente del Na* existe en la membrana abluminal, en concordancia con Tayarani et
al., con una Km de 0.7 uM (Figura 3). No pudimos demostrar el transporte dependiente
de Na" en la membrana luminal (Figura 1). La Figura 4 presenta un resumen
esquematico de nuestros resultados.
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Figura 6: Transporte Na'-dependiente neto de taurina en membranas abluminales
en funcién del potencial transmembrana calculado. Se incubaron microvesiculas
abluminales con varios volimenes de la mezcla de reaccion durante 15 seg junto
con [*H]taurina (0.18 puM). Los voltajes iniciales calculados fueron: -28.2, -35.6, -
46.0, -56.5, -63.8, -72.8, -78.2, -83.7, -88.2, -95.4, -101 mV. Todos los valores son
promedios de 8 determinaciones + SE. Se usé un gradiente Na® de entrada
(concentracion inicial externa de Na* 50 mM y nula concentracién interna) para
cada prueba excepto en los controles donde se sustituyé el Na* con colina®. La
linea corresponde al mejor ajuste a los datos por andlisis de regresion lineal
(Sigma Plot).

Varios estudios han demostrado que la tumefaccién celular resultante de
condiciones hipo-osméticas hace que la taurina sea liberada de los astrocitos,
neuronas Yy otras células cerebrales [5, 6, 10, 16, 17, 19, 23]. En ausencia de una via
de regreso a la circulacion, la taurina se acumularia en el liquido intersticial y seguiria
actuando como un osmolito. Para reducir el contenido total de osmolitos en el cerebro y
con ello evitar la tumefaccion, debe existir una via de regreso a la sangre. Nuestros
resultados indican que el gradiente de Na* es la principal fuente de energia para mover
la taurina del liquido intersticial cerebral a la circulacion. A este respecto, es de notarse
que la tasa de transporte Na'-dependiente de la taurina a nivel abluminal aumento6 bajo
condiciones hypo-osmésticas (Figura 5).

34



Existen tres posibilidades para explicar esta observacion. Primero, la
tumefaccion osmatica y su encogimiento puede, respectivamente, disminuir o aumentar
la concentracion intracelular de Na* y, por tanto, aumentar o disminuir respectivamente
el gradiente quimico del Na* para entrar a la célula. Segundo, la tumefaccién osmética
0 su encogimiento puede afectar el potencial de membrana debido a disminuciones o
aumentos, respectivos, en la concentracion intracelular de K* [1]. Esta posibilidad, sin
embargo, no explica nuestros resultados porgue la depolarizacién esperada de la
tumefaccion de la célula podria haber inhibido el co-transporte dependiente del Na®
(Figura 6) en lugar de haber producido la estimulacion observada (Figura 5). La tercera
posibilidad es que los cambios en el volumen de la célula pueden alterar directamente
el transporte del co-transportador dependiente del Na®, quizas afectando al sensor del
volumen celular, tal como la aglomeracion macromolecular intracelular [24]. Esta es una
posibilidad intrigante desde la perspectiva teleoldgica ya que seria deseable prevenir la
acumulacion excesiva de taurina en el liquido intersticial, una vez que esta molécula ha
sido liberada para prevenir la tumefaccion neuronal bajo condiciones hiposméticas (por
ej., hiponatremia). Por tanto, los sistemas de transporte combinados de las membranas
luminal y abluminal pueden jugar un papel activo en la regulacién de la concentracion
de la taurina en el liquido intersticial del cerebro.

Nuestros resultados indican que el transporte Na'-dependiente de taurina es
sensible al potencial de membrana, siendo activado por la hiperpolarizacion e inhibido
por la depolarizacion (Figura 6). Podria esperarse dependencia del voltaje de un
transportador electrogénico. Para el caso del transporte de taurina dependiente del Na*,
podria resultar la electrogenicidad de la estequiometria de por lo menos 2 iones de Na*
por molécula transportada de taurina. Por el otro lado, la sensibilidad al voltaje también
podria presentarse en un transportador electroneutro [20] siempre y cuando la limitante
de la tasa del mecanismo de translocacion ionico sea sensible al voltaje. Esto podria
ocurrir si, por ejemplo, el transportador tuviese cargas netas que no se tamizan
completamente por los solutos cargados transportados.

El grupo de Tamai [26] reportdé que la captacion de taurina a través de ambas
membranas, luminal y abluminal, dependia de la presencia tanto de Na* y CI'. Ademas,
basados en analisis cinéticos, ellos propusieron una estequiometria de 2Na* + 1CI" :1
taurina. Existen dos puntos que estan en aparente conflicto con los resultados
presentados aqui. Primero, Tamai et al., reportaron la presencia del transporte de taurina
dependiente del Na* en las membranas luminal y abluminal, mientras que nuestros datos
(Figuras 1 y 2) so6lo indican la presencia de tal transporte en la membrana abluminal.
Esta discrepancia podria resultar de las diferentes caracteristicas entre ambas
preparaciones experimentales. Es cuestionable, por ejemplo, si la preparacion celular
usada por Tamai et al., realmente se asemeja a la BHE, puesto que no se mostro si esta
preparacion tenia una alta resistencia a través de las capas celulares o que las células
fuesen polares. Un segundo resultado que podria parecer contradecir los nuestros es el
hecho de que la estequiometria propuesta por el grupo de Tamai resultaria en un
transportador electroneutral, mientras que nuestros resultados muestran una
dependencia del voltaje para el transporte dependiente de Na'. En realidad, estos
resultados aparentemente contradictorios no son incompatibles puesto que, como se
menciond antes, un transporte electroneutral puede aun ser sensible al voltaje. Es
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también pertinente tomar en cuenta que la estequiometria propuesta por el grupo de
Tamai se basa solamente en consideraciones cinéticas (es decir, determinacion de los
nameros de Hill) y, por tanto, esta estequiometria es tan solo sugestiva en el mejor de los
casos. La evidencia directa, no controversial, podria obtenerse por la medicién directa de
los flujos acoplados de todos los iones involucrados utilizando, por ejemplo, radio-
trazadores [21].

Finalmente, otra consideracién importante del reporte de Tamia es la posible
participacion del transporte CI" en el transporte de taurina dependiente de Na'. La
envergadura de nuestros estudios no comprendia la evaluacién de un posible papel del
ClI' en el proceso de transporte, y nuestros resultados no apoyan ni contradicen tal
involucro. Sin embargo, el grupo de Tamai propuso el transporte de CI” por el transporte
Na'-dependiente de taurina basado en la observacion de que al remover el Cl” se inhibia
el transporte, debe mantenerse en mente que la inhibicién del transporte de taurina por
remocion de cualquier ion, tal como el CI, no constituye prueba de que este ion
realmente sea co-transportado con la taurina. La remocion del CI" podria inhibir el
transporte de taurina debido a un efecto secundario sobre el potencial de membrana y el
volumen celular, el cual mostramos aqui que afecta el transporte de taurina. La
demostracién del co-transporte de CI necesitaria la mediciébn pertinente de la
translocacion simultanea de iones a traves de la membrana. Desde luego, se requiere un
esfuerzo significativo adicional para determinar la estequiometria real y la regulacién del
transporte de taurina a través de la BHE.
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Resumen

Posterior a un proceso quirdrgico se desarrollan una serie de cambios
neurologicos, inflamatorios y metabdlicos conocidos como “Respuesta de Estrés”.
Durante los cambios neurologicos se liberan hormonas catabdlicas que permiten
proveer sustratos energeéticos provenientes de carbohidratos, proteinas y lipidos. A la
par, se desarrolla una respuesta inmune-inflamatoria en el sitio de la lesién conocida
como reaccion de fase aguda en donde se produce una reprogramacion en la
expresion de genes y cambios en el metabolismo en respuesta a la sefializacion de
citocinas inflamatorias. En la respuesta de fase aguda el zinc plasmatico se redistribuye
al higado mediante transportadores, la concentracion de metalotioneina hepatica
incrementa y se produce una sintesis diferencial de las isoformas de esta proteina. Los
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cambios descritos forman parte de la respuesta estrés y tienen un papel muy
importante en el retorno a la homeostasis durante las cirugias.

Palabras clave: Cirugia, zinc, metalotioneina
Abstract

After surgical trauma, organisms develop neuroendocrine, inflammatory and
metabolic changes known as “stress response”. During neuroendocrine changes are
released catabolic hormones to provide energetic substrates from carbohydrate, protein
and fat stores. At the same time in surgery is produced an immune-inflammatory
response by the tissue damage known as acute phase response, in which there are a
gene expression reprogramming and metabolic modifications as a consequence in
signaling pathways by inflammatory cytokines. In the acute phase response, zinc is
redistributed from plasma to liver with the participation of transporters, liver
metallothionein increase, and metallothionein isoforms show a differential synthesis.
Changes in “stress response” elicit by the organisms after surgery have an important
role in the return of the homeostasis.

Keywords: Surgery, zinc, metallothionein

INTRODUCCION

Después de un trauma o dafio tisular, los mamiferos desarrollan una serie de
cambios neurologicos, inflamatorios y metabdlicos conocidos como “Respuesta de
Estrés” (RE). Los procesos quirdrgicos han sido empleados para estudiar los cambios
bioquimicos y fisiolégicos en respuesta a los procesos inflamatorios, debido a que
estos pueden ser observados a tiempos perfectamente definidos desde la etapa de
inicio hasta el recobro de los individuos afectados, ademas de que los cambios
metabdlicos son similares en otros procesos inflamatorios como traumas, quemaduras,
infecciones severas y ejercicio extremo. La magnitud de los cambios bioquimicos en
respuesta al proceso inflamatorio producidos en una cirugia depende de los eventos
preoperatorios que conducen a la cirugia, la severidad del trauma quirdrgico y también
las complicaciones post-quirargicas. En general, los cambios sistémicos que se han
descrito a consecuencia de un proceso quirdrgico se describen a continuacion:

Cambios Neuroenddcrinos. La RE en las cirugias se caracteriza por un
incremento en la activacion del eje hipotalamico-pituitaria y el sistema nervioso
simpatético a consecuencia de una sefializacion de los nervios aferentes desde el sitio
de la lesion o trauma.
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La estimulacion del hipotalamo resulta en la secrecion incrementada de catecolaminas
desde la medula adrenal y la liberacion de norepinefrina desde las terminales nerviosas
presimpaticas. El incremento de adrenalina resulta en los conocidos efectos
cardiovasculares que incluyen taquicardia e hipertencion, ademas de la modificacion
funcional de ciertos 6rganos como higado, pancreas y rifidn. En rifion se libera renina
causando la conversion de angiotensina | a angiotensina Il, esta ultima estimula la
secresion de aldosterona desde corteza adrenal incrementando la reabsorcion de sodio
por tubulo contorneado distal.

La liberacion de hormonas pancreaticas también sufre modificaciones, es
caracteristico de los procesos quirdrgicos un incremento del glucagén plasmatico,
acompafiado de una disminucion en la secrecidn pancreatica de insulina. Los
incrementos de glucagon en las cirugias promueve la utilizacion de glucégeno hepatico
y muscular, lo que lleva a un incremento en las concentraciones plasmaticas de
glucosa y lactato, asi como a la movilizacion de acidos grasos libres desde los
depdsitos grasos.

La pituitaria anterior es controlada por factores hipotalamicos de liberacion o
inhibicion, los cuales son secretados al sistema portal hipotalamico-hipofiseal.

En respuesta a la presencia del factor de liberacion hipotalamica (FLH), factor de
liberacion de corticotrofina (FLC) y somatotrofina, la glandula pituitaria sintetiza
hormona adrenocorticotréfica (ACTH), hormona de crecimiento (HC) y prolactina (PL).
La pituitaria posterior produce arginina vasopresina, la cual tiene una funciéon mayor
como hormona antidiurética.

En las etapas iniciales de los procesos quirurgicos, la ACTH que es liberada
desde la glandula pituitaria anterior estimula la secrecion de cortisol. El cortisol tiene
efectos importantes sobre el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas,
promueve el catabolismo proteico y la gluconeogénesis en higado, favoreciendo un
incremento de glucosa sanguinea. Ademas, el cortisol promueve la lipdlisis,
incrementando los precursores gluconeogénicos como el glicerol. La liberacion de
cortisol tiene efectos antiinflamatorios al inhibir la acumulaciéon de macrofagos y
neutréfilos en las areas de inflamacion e interfiere con la sintesis de mediadores
inflamatorios, particularmente prostaglandinas. Otras hormonas, como las tiroideas y
gonadotrofinas muestran cambios en las etapas posteriores a los estimulos quirdrgicos
(Tabla 1).
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Tabla 1. Respuestas Hormonales en las Cirugias

Glandula Hormonas Cambios en la
Endécrina secrecion
Pituitaria Anterior Hormona Adrenocorticotrofica Incrementa
Hormona de Crecimiento
Hormona Estimulante de la Incrementa
Tiroides Incrementar o
Hormonas Foliculo Estimulante disminuir
Hormona Luteinizante Incrementar o
Pituitaria Arginina-Vasopresina disminuir
Posterior Cortisol Incrementa
Aldosterona Incrementa
Insulina Incrementa
Pancreas Glucagon Incrementa
Tiroxina, trilodotironina Disminuye
Tiroides Incrementa
Disminuye

Tomado de Desborough JP [1]

El efecto neto de la respuesta endocrina a los procesos quirlrgicos es el
incremento en la secrecién de hormonas catabdlicas que tiene como finalidad proveer
sustratos energéticos provenientes de carbohidratos almacenados y de aquellos
sintetizados a partir del catabolismo de las proteinas y a partir de lipidos. Desde un
punto evolutivo, es probable que la “respuesta de estrés” sea un mecanismo de
supervivencia que permite que los “animales” sean sostenidos por si mismos hasta que
las lesiones sean sanadas, para lo cual emplean combustibles corporales y retienen sal
y agua [1, 2].

Respuesta Inmune Inflamatoria

Ademas de la respuesta neuroenddcrina descrita en al apartado anterior,
durante la RE del trauma quirtrgico se desarrolla una respuesta inmune-inflamatoria en
el sitio de la lesi6n, la que es seguida por una respuesta anti-inflamatoria
compensatoria. La inflamacioén es una respuesta inmune esencial que es activada por
diversos estimulos infecciosos y lesiones tisulares. La reaccion inflamatoria aguda tiene
un inicio rapido y de corta duracion, y el objetivo de esta respuesta es restaurar la
homeostasis y eliminar la causa de su perturbacion [3, 4, 5].

Un proceso inflamatorio agudo comprende reacciones tanto localizadas como
generalizadas, la reaccion inflamatoria localizada se caracteriza por la presencia de
tumefaccion, enrojecimiento, calor, dolor y pérdida de la funcién en la zona del dafio,
estos signos reflejan los 3 fendmenos principales de la reaccion inflamatoria:
vasodilatacion, aumento de la permeabilidad capilar y afluencia de fagocitos. La
duracion y la intensidad de la reaccion inflamatoria aguda local debe ser regulada para
controlar la lesion tisular y facilitar los mecanismos necesarios para que los tejidos
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retornen a la homeostasia. Esta reaccion inflamatoria se acompafia de una respuesta
sistémica o general, conocida como reaccion de fase aguda (RFA) en donde se
produce una reprogramacion rapida de expresion de genes y cambios en el
metabolismo en respuesta a la sefalizacion de citocinas inflamatorias [5,6].

Las citocinas son un grupo de proteinas de baja masa molecular que incluyen
interleucinas e interferones. Estas son producidas por leucocitos activados, fibroblastos
y células endoteliales en respuesta al dafo tisular producido en las cirugias y tienen
una funcion clave en la mediacion de la inmunidad y la inflamacién. Las principales
citocinas liberadas son la interleucina-1 (IL-1), IL-6 y el factor de necrosis tumoral (TNF-
o). La respuesta al dafio inicia con la liberacion de IL-1 y TNF-a desde los macrofagos
y monocitos que son activados en el sitio de la lesién y estas citocinas estimulan a su
vez la produccion y liberacion de mas citocinas, particularmente IL-6, la principal
citocina responsable de la induccion de los cambios sistémicos en la RFA [7].

Tabla 2. Caracteristicas de la Respuesta de Fase Aguda

Fiebre
Granulocitosis
Produccién de Proteinas de Fase Aguda
Proteina C Reactiva
Fibrinbgeno
a-2-macroglobulina
Cambios en la Concentracién de Proteinas de Transporte
Incremento de Ceruloplasmina
Disminucién de Transferrina y Albumina
Cambios en la Concentracion de Cationes Divalentes
Incremento de Cobre
Disminucién de Zinc y Hierro

Tomado de Desborough JP (1)

Durante esta RFA se produce la sintesis y liberacién a circulacion de proteinas
hepéticas conocidas como Proteinas de Fase Aguda (PFA) que actian como
mediadores inflamatorios y anti-proteinasas. Las PFA incluyen a la proteina-C reactiva,
fibrindbgeno, a,-macroglobulina y otras anti-proteasas. Otras proteinas como la albumina
y transferrina disminuyen durante la RFA. Ademas de los cambios proteicos
observados en la RFA, también se ha descrito que la concentracidén de ciertos cationes
como hierro y zinc disminuyen (Tabla 2) [1,8].
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ZINC 'Y METALOTIONEINAS EN LOS PROCESOS QUIRURGICOS

El zinc es el segundo metal mas abundante en los organismos,
aproximadamente de 2 a 4 g de este metal son distribuidos en todo el cuerpo humano,
la mayoria de este metal se encuentra localizado en cerebro, musculo, hueso, préstata,
ojos e higado. Con la finalidad de estudiar el papel del zinc en la recuperacion de las
heridas después de los procesos quirdrgicos en ratas, Pories en 1967 encontrd que la
cicatrizacion de estas heridas fue mucho mas rapida en animales alimentados con
dietas suplementadas con zinc, en comparaciéon con aquellos sin suplemetados con
este metal. Estudios posteriores en humanos demostraron que la curacion de ulceras
en las extremidades, fue mas rapida en pacientes con niveles bajos de zinc sérico, pero
gue fueron suplementados con el biometal, resultados que muestran la importancia del
zinc en los procesos de reparacion de heridas [9].

A B

Figura 1. Estructura de los dominios globulares a y  donde se muestran los angulos
tetraédricos de interaccion entre los grupos sulfhidrilos y los metales. A) dominio a, 11
cisteinas captan 4 atomos de un metal divalente. B) dominio B, 9 cisteinas captan 3
atomos de un metal divalente.

Okada y col. en 1990 mostraron que durante las etapas tempranas de los
procesos quirargicos, el zinc se acumula alrededor de las lesiones, en donde toma
lugar la division celular [8].

Ademas de la acumulacion de zinc en los sitios de la lesion, se ha demostrado
que este biometal también muestra una redistribucién hacia diferentes 6rganos.
Estudios previos han mostrado que en los procesos inflamatorios por diferentes
agentes inflamatorios, el zinc es capaz de pasar desde plasma hacia higado,
explicando asi, al menos en parte, la hipozinquemia observada en la RFA [10,11].
Particularmente a las 20 h de la inflamacion producida por un proceso quirdrgico
abdominal en ratas se produce un cuadro hipozinquémico acompafado del incremento
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de zinc en higado [12]. Recientemente en nuestro laboratorio Aline y col. han descrito
gue, ademas de la redistribucion de zinc desde plasma a higado a consecuencia de un
proceso quirdrgico, este metal también se distribuye a diferentes organelos de los
hepatocitos. Inmediatamente después de un proceso quirdrgico abdominal en ratas, los
niveles de zinc nuclear, asi como el zinc citoplasmatico de los hepatocitos estudiados
incrementan significativamente.

Glucocorticoides E‘.itc:-n::inas Electrofilos Metilacitn
h L H;0; Tumares
® | STATs
GRE _MRE ARE Gen Estructural
oF
MTF-1
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Figura 2. Panorama general de la regulacion de los genes de metalotioneina (MT) y funcion.
Elementos de respuesta que regulan positivamente la transcripcion de MT. Estos incluyen los
Elementos de respuesta a metales (MRE), Elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE),
elementos activados por STAT (Transductores de sefiales y activadores de transcripcién) y
Elementos de respuesta a antioxidantes (o electrofilos) (ARE).

Liuzzi y col. en 2005 propusieron que durante la inflamacion, en la redistribucién
de zinc desde plasma a higado podrian estar involucrados mecanismos mediados por
transportadores de zinc. Para corroborar su hipoétesis, después de administrar a ratones
lipopolisacarido (LPS) y turpentina como agentes inflamatorios, evaluaron los
transcritos de dos familias de genes que codifican para transportadores de exportacion
de zinc, ZnT, e importacién de zinc, Zip, y evaluaron su expresion hepética a las 16 h
de inducido el proceso inflamatorio. Sus resultados mostraron que el ARNm del
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transportador Zip 14, encargado de importar zinc hacia el interior celular fue regulado
positivamente por turpentina y LPS, mostrando su participacion en la captacién de zinc
por el higado [11]. Debido a que la inflamacion producida por LPS y Turpentina
producen la liberacion de IL-6, examinaron el papel de esta citocina sobre la expresion
de Zip14 en ratones knockout para IL-6 (IL-67) administrados con Turpentina y LPS.
Los resultados obtenidos mostraron que la induccién de Zipl4 por estos agentes
inflamatorios requieren de IL-6 para que se lleve a cabo la redistribucién de zinc a
higado. Adicionalmente, mediante inmunohistoquimica mostraron que tanto en la
inflamacion generada con turpentina asi como con LPS mostraron que la proteina de
Zip14 tiene su localizacion en la membrana plasmatica de hepatocitos [11].

Adicionalmente a los resultados de Liuzzi y col., Aburto y col., 2012, han descrito
la probable participacién de otros tranportadores de las familias Zip y ZnT en la
redistribucion de zinc desde plasma a higado, asi como su distribucion intracelular
durante los procesos quirdrgicos. Sus resultados han mostrado que en las etapas
inmediatas de una cirugia experimental en ratas, el nivel de ARNm de los
transportadores de importe de zinc; Zipl, 5y 14, localizados en membrana plasmatica
de los hepatocitos, incrementan significativamente, sugiriendo su participacion en la
redistribucion de zinc desde plasma a higado. Por otro lado, el ARNm del transportador
Zip8, localizado en membrana lisosomal y cuya funcién es exportar zinc de estos
compartimientos, también muestra un incremento, sugiriendo su participacion en el
mantenimiento de zinc citoplasmatico. A diferencia de los transportadores de la familia
Zip, en las etapas posteriores a una cirugia abdominal experimental, algunos
transportadores de exporte de zinc de la familia ZnT muestran disminuciones en la
cantidad de ARNm, como es el caso del transportador ZnT1 localizado en membrana
plasmatica de los hepatocitos y ZnT2 presente en la membrana de endosomas y
lisosomas. Otros transportadores, particularmente ZnT5 y ZnT6 los que transportan
zinc al interior del aparato de Golgi, en las etapas posteriores a un proceso quirirgico
se presenta una disminucion de su ARNm, aunque retornan a sus niveles basales a las
12h del proceso quirlrgico. En conjunto, estos resultados sugieren un proceso
encaminado a incrementar los niveles citoplasméaticos de zinc en los hepatocitos.

Se ha propuesto que la redistribucion zinc desde plasma al higado en los
procesos inflamatorios permitiria la biodisponibilidad de zinc para la regulacion de la
gluconeogénesis, control de especies reactivas (6xido nitrico o radicales hidroxilo),
activacion de factores de transcripcion y la sintesis hepéatica de PFA durante los
procesos inflamatorios [11].
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Metalotioneinas.

En 1957 Margoshes y Vallee describieron en rifion de caballo una proteina
capaz de unir cadmio, a la cual se le dio el nombre de “metalotioneina” para indicar en
esta proteina la presencia de iones metalicos (metalo-) y el alto contenido de grupos
sulfhidrilo provenientes de los aminoacidos cisteina (-tioneina). Por lo que
metalotioneina (MT) corresponde al nombre genérico empleado para describir a la
familia de proteinas con capacidad de unir metales [13]. Las MT son proteinas de baja
masa molecular (6-7 kDa) constituidas por 61-62 aminoacidos de los cuales
aproximadamente el 30% corresponden al aminoacido cisteina y no contienen
aminoacidos aromaticos. La elevada cantidad de grupos sulfihidrilo presentes en las
MT, les confieren una gran afinidad por metales esenciales como zinc y cobre, y
metales no esenciales como cadmio, mercurio y bismuto [14,15]. Los metales unidos a
las MT determinan la estructura terciaria de la proteina y controlan su geometria, por
ejemplo el zinc se une a las MT mediante enlaces de coordinacion con una geometria
tetraédrica [13].

Estructuralmente las metalotioneinas se componen por los dominios globulares
denominados a y B, los que tienen diferente capacidad para asociarse a los iones
metalicos. El dominio a esta formado por el extemo C-terminal y contiene 11 cisteinas,
mientras que el dominio B esta formado por el extremo N-terminal con 9 cisteinas
(Figura 1). Los 20 residuos de cisteina en la MT permiten unir un total de siete iones
zinc o un total de 12 iones cobre [15].

En mamiferos se ha descrito que las MT presentan cuatro isoformas designadas
como MT-1 a 4. Las isoformas 1y 2 de las MT estan presentes practicamente en todas
las células de los mamiferos, aunque la mayor expresion ocurre en higado. La
expresion de las isoformas 3 y 4 de las MT es mas especifica para algunos tejidos, MT-
3 esta presente principalmente en neuronas glutamatérgicas de cerebro, aunque
también se ha encontrado en pancreas, rifion e intestino, mientras que la expresion de
MT-4 ocurre en células del epitelio escamoso de piel y lengua.

En humanos, los genes de las MT son agrupados dentro de la region q13 del
cromosoma 16 e incluye a 11 genes para la expresion de MT-1 (MT1A, -B, -E, -F, -G, -
H, -I, -3, -K, -L y =X), MT-2 (también conocida MT-2A), MT-3 y MT-4 [15].

Trabajos previos han mostrado que la sintesis de las MT es inducida in vitro por
citocinas e in vivo, la MT hepética es inducida por la liberacién de hormonas de estrés y
citocinas después de la infeccion y dafio tisular (Figura 2). Con base en la similitud
entre los inductores de la sintesis de PFA y MT, en la actualidad las MT se consideran
como proteinas de estrés o PFA [16].
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Figura 3. Mecanismo propuesto para la redistribucion de Zinc desde plasma a higado. A)
Induccién de la sintesis de MT-Il por hormonas y citocinas en las primeras etapas del proceso
quirdrgico (<16h), B) Redistribucion de zinc a higado mediado por transportadores de
importacion del metal. En esta etapa MT-I y Il estdn presentes y su expresion depende de
mediadores inflamatorios y la presencia de zinc.

En las etapas inmediatas de un proceso quirdrgico abdominal en ratas se ha
descrito que las MT incrementan significativamente a las 9h llegando a su
concentracion maxima a la 12 h, después de este tiempo, la cantidad de MT disminuye
lentamente hasta las 24 h sin llegar a su nivel basal. No obstante que el zinc es un
inductor efectivo de la sintesis de MT, en los procesos quirurgicos el zinc incrementa
hasta las 20 h, por lo que la sintesis de MT en las primeras 12 h es inducida por la
presencia de factores no metalicos como hormonas y citocinas. Este concepto es
reforzado por el comportamiento de las isoformas de las MT hepaticas después de la
cirugia. En las primeras 12 h después de la cirugia, la MT-2 se encuentra mayormente
presente, mientras que a las 20h la isoforma en mayor proporcion es la MT-1. Klaassen
y Lehman-Mckeeman han reportado que las ratas tratadas con zinc inducen
preferencialmente a la MT-1, mientras que el tratamiento con glucocorticoides sintéticos
induce a la MT-2. Aunado a lo anterior, en trabajos previos se ha descrito que durante
la etapa inmediata de una cirugia abdominal se produce un incremento de los niveles
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plasmaticos de IL-1, IL-6, adrenalina, corticoesterona y glucagon y que la inhibicion de
las vias de sefializacion de las interleucinas y el uso de inhibidores hormonales
especificos administrados antes de realizar un proceso quirdrgico, produce la
disminucién en la sintesis hepatica de MT (comunicacion en prensa). Con base en la
informacion descrita, podemos postular que la redistribucion de zinc desde plasma a
higado y las MT posteriores a los procesos quirargicos puede ser el resultado de dos
eventos:

1. Un incremento de MT-2 en la etapa temprana en respuesta al proceso
quirargico (<16h), que es condicionado por hormonas (adrenalina,
corticoesterona y glucagon) y citocinas (Il-1 y -6) liberadas desde el sitio de la
lesion.

2. Una redistribucion de zinc a higado mediado por el incremento de
transportadores de importacion de zinc a los hepatocitos. En esta etapa la
expresion de las isoformas de MT depende de los mediadores inflamatorios y
de la presencia intracelular de zinc (Figura 3).

El papel que juega el proceso hipozinquémico, asi como el incremento hepatico
de zinc en las etapas posteriores de los procesos quirlrgicos aun no esta
completamente aclarado, sin embargo se ha propuesto que este comportamiento
puede tener varios efectos benéficos: 1) la disminucion plasmatica de zinc puede
modular la funcion leucocitaria, incluyendo la produccion de citocinas, 2) El incremento
hepatico de zinc puede facilitar los procesos metabolicos durante la respuesta de fase
aguda y 3) El incremento de MT permite secuestrar el zinc en exceso el cual podria
tener un efecto inhibidor sobre la actividad de enzimas clave. Por otro lado, el
incremento controlado de zinc intracelular puede favorecer la activacion de enzimas
dependientes de zinc o alternativamente activar factores de transcripcion favoreciendo
asi la sintesis de las proteinas necesarias para retornar a la homeostasis a los
individuos afectados por los procesos inflamatorios.
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Resumen

La idea de remplazar érganos o miembros dafiados ha subyugado siempre la
imaginacion de los seres humanos, en un intento por vivir sin ninguna discapacidad 6,
tal vez, huyendo de los efectos de la vejez. En el presente trabajo trataremos de hacer
una breve reseiia de como ha evolucionado el concepto de medicina regenerativa,
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desde su forma de leyenda, hasta la clonacion en mamiferos haciendo hincapié en el
empleo de células madre con fines terapéuticos. El origen del interés en este tipo de
células y el estado actual de los conocimientos sobre las mismas incluyendo algunos
datos de ensayos clinicos controlados asi como de meta-andlisis rigurosamente
conducidos. Finalmente mostraremos solo unos cuantos datos obtenidos por nuestro
grupo de trabajo y comentaremos nuestra vision sobre el futuro de este tipo de terapia.

Palabras clave: Medicina regenerativa, células madre, células troncales, regeneracion
cardiaca, infarto al miocardio.

Abstract

The idea to replace damaged organs or members has always subjugated the
imagination of the human beings, in an attempt to live without incapacity or, perhaps,
fleeing from the effects of the oldness. In the present work we will try to make a brief
review of how the regenerative medicine concept has evolved, from its legend form, to
the cloning in mammals with special emphasis on the use of stem cells with therapeutic
aims. The origins of the interest in this type of cells and the state of the art of the
knowledge about them, including some data of randomized controlled clinical trials as
well as of rigorously lead meta-analysis. Finally we will show only a few data from our
work group and we will comment our vision about the future of this type of therapy.

Key Words: Regenerative medicine, stem cells, cardiac regeneration, cardiac
infarction.

ANTECEDENTES HISTORICOS

La idea de sustituir un tejido dafiado por uno sano es muy antigua, los primeros
intentos de trasplante de 6rgano se pierden en la historia. Asi, a manera de leyenda, se
relata que en el siglo tercero Damian y Cosmas, trasplantaron la pierna sana de un
etiope a Justiniano un didcono romano, quien sufria de gangrena, hoy en dia sabemos
gue un trasplante exitoso de este tipo no es posible debido a la diferencias que existen
en los antigenos de histocompatibilidad (HLA) entre las distintas etnias, sin embargo,
este relato nos habla de la necesidad historica por parte del ser humano de creer que
un drgano puede ser reemplazado por otro.

El primer trasplante de piel parece haberlo realizado un médico hindi de nombre
Sushruta en el 600 A.C., quién publicé lo que vino a ser la primera coleccién de textos
médicos de la historia, incluyendo en ellos a la cirugia reconstructiva. Siglos después,
alrededor de 1570, el Médico Italiano Gasparo Tagliacozzi considerado el padre de la
cirugia plastica, realizo el primer trasplante exitoso de piel, de naturaleza aut6loga, pero
fracas6 en el intento de efectuar alotransplantes (trasplantes entre individuos
genéticamente diferentes de la misma especie) e introdujo, sin saberlo, el concepto de
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rechazo, mencionado por él mismo, de una forma metaférica, como "la fuerza y el
poder de la individualidad".

N ‘.‘

Damian y Cosmas Rinoplastia de Gasparo
Tagliacozzi

En los primeros afios del siglo XX, los médicos franceses Alexis Carrel y Charles
Guthrie inician sus trabajos sobre trasplantes de arterias y venas, por los cuales fueron
galardonados con el Premio Nobel afios mas tarde. En 1905, Edward Zirm en Austria
efectla el primer trasplante de cérnea en humanos.

Alexis Carrel Edward Zirm

En 1954 el Dr. Joseph Murray llevé a cabo el primer trasplante renal entre
gemelos idénticos (isoinjerto). En Diciembre 3 de 1967 el Dr. Christian Barnard realizé
el primer trasplante cardiaco en Ciudad del Cabo, Sudafrica, el receptor Louis
Washkansky sobreviviéo durante 18 dias, el segundo paciente del Dr. Barnard, Philip
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Blaiberg sobrevivié 18 meses. En 1968 ayudado por las entonces novedosas drogas
inmunosupresoras, el Dr. Denton Cooley realiz6 18 trasplantes incluyendo el primer
trasplante corazon-pulmén, 14 de los pacientes fallecieron antes de los 6 meses
posteriores al acto quirargico

A pesar del indudable avance tecnolégico que impera en nuestros dias, y del
incremento en la sobrevida de los pacientes trasplantados, los alotrasplantes de
corazon, no representan hasta la fecha una terapéutica que pueda emplearse de
manera masiva en todos los individuos que lo requieren, la escasez de donadores, la
necesidad de emplear drogas inmunosupresoras y el desarrollo de aterosclerosis
acelerada del érgano trasplantado, limitan su utilidad.

Denton Cooley

Una alternativa para el transplante de un érgano completo, surgié al descubrirse
la posibilidad del trasplante celular, esto es, trasplantar solo las células funcionales o
células en estados inmaduros capaces de diferenciarse en células funcionales.

Los primeros trasplantes celulares exitosos, y de hecho los Unicos
universalmente aceptados como terapéutica general hasta el momento, son los de
médula 6sea, iniciados gracias a los estudios del Dr. Donnall Thomas en 1949 en
animales experimentales y llevados al terreno clinico por él mismo, junto con el Dr.
Joseph Ferrebee en 1955, inicialmente los pacientes no sobrevivieron mas de 100 dias,
nuevamente en estos casos, se realizaron aloinjertos. A pesar de estos primeros
resultados desalentadores, la investigacion continud, dando como resultado el
conocimiento de la importancia sobre la relacién donador-receptor.

Hacia finales de la década de los 50's el grupo del Dr. Thomas realizé el primer
trasplante de médula 6sea entre gemelos idénticos que funcion6 adecuadamente.
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DnnaII Thomas

Los conocimientos sobre histocompatibilidad y rechazo y el desarrollo de nuevas
drogas inmunosupresoras condujeron a que en 1963 el Dr. Gerorge Mathé y
colaboradores, efectuaran en Paris, el primer transplante exitoso de células de médula
0sea de donador no relacionado.

La clonacién de la oveja Dolly [1] en 1997, marcé un parte aguas acerca de
nuestros conocimientos sobre el proceso de diferenciacién celular, pues por primera
vez se pudo comprobar que a partir del nacleo de una célula adulta se podia generar
un organismo completo, idéntico al donador del material genético, si se colocaba éste
en un microambiente adecuado, esto es, se podia reprogramar, casi en su totalidad, el
ADN de una célula adulta para transformarla en una célula totipotencial. Este
descubrimiento volvio a despertar el interés por el estudio de las células
pluripotenciales presentes no solo en los tejidos embrionarios, sino también en los
tejidos adultos y por entender como éstas células podrian intervenir en los procesos de
regeneracion y reparacion tisular.

Sir lan Wilmut y Dolly
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EL DESARROLLO DE LOS CONOCIMIENTOS SOBRE LAS CELULAS MADRE

En 1909, en Berlin, el bidlogo ruso Alexander Maximov propuso que entre los
linfocitos de la sangre periférica un pequefio nimero deberia de ser capaz de poseer
pluripotencialidad para generar todas las estirpes sanguineas y denomind a estas
células: “gemeinsame Stammzellen” algo asi como células troncales comunes [2]. Pero
no fue sino hasta el aio de 1961 que Hill y McCulloch demostraron la capacidad
multipotencial de las células madre de la médula ésea [3], como puede observarse esta
demostracion ocurrié afios después de los trasplantes realizados por el Dr. Thomas, lo
gue nos demuestra una vez mas que los fendmenos biolégicos ocurren,
independientemente de que nosotros como cientificos podamos o no comprender del
todo los mecanismos de accion que involucran.

En 1998 Shamblott y colaboradores y Thompson y colaboradores reportaron por
separado el establecimiento de las primeras lineas embrionarias humanas, con
capacidad de diferenciarse en cualquier estirpe celular [4, 5], esto vino a generar
inmensas expectativas con respecto al uso de las células madre en lo que se ha dado
en llamar la medicina regenerativa, esta fuente de células madre, sin embargo, ha sido
sumamente debatida, debido a problemas de indole ético como la posibilidad teérica de
generar clones semejantes a Dolly, pero en la especie humana. Por otra parte, el
trasplante de tejidos o células de este origen nuevamente topan con los problemas de
histocompatibilidad que se presentan en todos los aloinjertos.

Recientemente, en el afio 2006, Takahashi y Yamanaka indujeron células madre
pluripotenciales mediante la reprogramacion genética de células sométicas
(fibroblastos) de individuos adultos (iPSCs por sus siglas en inglés) empleando la
transfeccion de los genes Oct3/4, Sox2, c-Myc and KIf4 [6], lo que abri6 la puerta para
obtener células madre equivalentes a las células embrionarias sin los problemas antes
mencionados y con la ventaja de permitir la realizacién de trasplantes autélogos y asi
evitar los fendbmenos de rechazo, aunque persiste el riesgo de la teratogenicidad, la
cual es mayor en este tipo de células que en células madre obtenidas de otras fuentes.

Casi simultdneamente a la descripcion de Shamblott y Thompson se demostro
gue células madre provenientes de tejidos adultos, en particular aquellas de origen
hematopoyético, eran capaces de generar, otras estirpes celulares distintas a las
células sanguineas, entre las que se han descrito: adipocitos, células musculares,
hepatocitos, neuronas y cardiomiocitos [7-11] estas primeras demostraciones de
plasticidad han sido cuestionadas, sin embargo algunos estudios recientes realizados
de forma mas controlada avalan esta capacidad [12-23], aunque la controversia
continda.

Las células madre, no solo las de origen embrionario, sino aquellas derivadas de
cordon umbilical y las que se encuentran presentes en oOrganos adultos han sido
sujetas a una intensa investigacion, generandose grandes expectativas en su empleo
en enfermedades como el infarto al miocardio, las pardlisis postraumaticas, la
enfermedad cerebrovascular, el mal de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la
diabetes mellitus etc.
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LAS CELULAS MADRE Y SU EMPLEO EN CARDIOLOGIA

De todas las fuentes posibles descritas en los parrafos anteriores, las células
madre hematopoyéticas han sido, sin lugar a dudas, las mas empleadas en los
protocolos de regeneracion en cardiologia, se han utilizado como una mezcla completa
de células obtenidas de la médula ésea o “cosechadas” mediante aféresis de sangre
periférica después de un estimulo con Factor de Crecimiento de Granulocitos (G-CSF),
o como subpoblaciones celulares purificadas o semipurificadas como células
mesenquimales (CD73+ CD105+ CD166+, CD90+ etc.), precursores endoteliales
(CD34+, VEGFR-2, FIk-1 etc.) o que presentan algunos marcadores mas generales de
estados indiferenciados como CD34+ CD133+ c-Kit+, etc. Otra posible fuente de
células madre recientemente descrita de origen hematopoyético es la sangre menstrual
gue contiene células madre endometriales [24,25], ademas se ha demostrado la
existencia de células madre provenientes de tumores, las cuales resultan sumamente
interesantes como posibles blancos terapéuticos para el tratamiento de las neoplasias,
en particular de las de mayor malignidad y las que han hecho metastasis, aunque su
potencial terapéutico en el campo de la medicina regenerativa por el momento parece
limitado.

Los primeros experimentos sobre el uso de células madre adultas para tratar de
corregir el dafio celular causado por un infarto al corazén inducido por lesion criogénica
del miocardio en el raton, fueron publicados en el afio de 1999 por Tomita y
colaboradores en un modelo de infarto experimental inducido por lesion criogénica del
miocardio en el ratén, utilizando células madre hematopoyéticas cultivadas in vitro en
presencia del desacoplante 5-azacitidina [26], poco después en el afio 2000 los grupos
de los Doctores Piero Anversa y Bernardo Nadal-Ginard, empleando un modelo de
ligadura de una arteria coronaria, produjeron también un infarto en un modelo murino y
realizaron un transplante de una subpoblacién de células madre derivadas de médula
0sea, que presentaba los marcadores Lin-, c-kitPOS [27] inyectandolas directamente
en el borde de la zona infartada al poco tiempo de generado el infarto. La conclusion de
este trabajo fue que las células madre presentaban la capacidad de diferenciarse en
distintos tejidos, incluidos cardiomiocitos y vasos sanguineos y ello traia aparejada una
mejoria funcional del corazon de los animales de experimentacion. Esta capacidad de
diferenciarse en estirpes celulares distintas a las células hematopoyéticas fue conocida
posteriormente como "transdiferenciacion” 6 "plastia celular".

El primer intento por regenerar un corazén humano después de un infarto al
miocardio fue reportado en el afio 2001 en Alemania por el Dr. Bodo Strauer [28], quien
describe el caso de un unico paciente transplantado mediante inyeccion coronaria de
células madre autélogas. A este protocolo, le siguié otro con un grupo mas grande de
pacientes [29] reportando una mejoria en el tamafio del infarto y un incremento en la
velocidad de movimiento de la pared infartada.

A estos primeros trabajos de orden clinico rapidamente se agregaron otros que
han mostrado resultados muy variables e incluso contradictorios.
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En buena medida estas diferencias pueden explicarse por lo heterogéneo de los
protocolos que se han empleado para estudiar la utilidad del trasplante de células
madre en el tratamiento del infarto al miocardio, desde el tiempo de aplicacién de las
células que varia de dias a meses, la cantidad de células trasplantadas, que en
muchos casos no se describe y parece ser muy variable, la falta de controles
adecuados contra quienes comparar la mejoria observada, el tiempo de seguimiento,
las pruebas utilizadas para definir si hay o no mejoria (fraccion de expulsion, volumen
telediastolico del ventriculo izquierdo, movimiento regional de la zona infartada, tamafio
del infarto, mejoria en la prueba de esfuerzo, clasificacion funcional, perfusion,
presentacion de nuevos eventos cardiovasculares, sobrevida, viabilidad, calidad de
vida, isquemia, presentacién de angina, etc.) todo ello documentado por técnicas que
también difieren entre los distintos protocolos, como SPECT con y sin redistribucion del
radionuclido, PET, ecocardiografia, resonancia magnética nuclear, prueba de banda,
cuestionarios, numero de internamientos, etc.

Assmus reportd [30] en un grupo de 20 pacientes transplantados, en el que las
células se aplicaron de 3 a 6 dias post-infarto por via intracoronaria y observé una
mejoria en la fraccion de eyeccion, a este estudio se le denominé TOPCARE-AMI (The
Transplantation of Progenitor Cells And Regeneration Enhancement in Acute
Myocardial Infarction). EI mismo grupo publico el seguimiento a un afio, reportando en
2004 59 pacientes, sin grupo control, aplicado las células madre entre 3 y 7 dias
postinfarto por via intracoronaria, estas células fueron de 2 origenes, de médula 6sea y
obtenidas mediante aféresis en sangre periférica después de una movilizacion con G-
CSF en este trabajo se reporta una disminucion del volumen telediastolico y una
mejoria en la contractilidad fraccion de eyeccion y disminucion del tamafio del infarto
[31]. En el afio 2006 este grupo reporta ademas una mejoria en la reserva de flujo
coronario [32]. Otro estudio importante es el BOOST publicado por Wollert en 2004
realizado en un grupo de 60 pacientes de los cuales 30 eran controles, aplicando las
células entre 4 y 7 dias postinfarto por via intracoronaria, el origen de las células fue de
médula ésea, y reporta una mejoria en la fraccion de eyeccion [33]. Otros estudios
controlados con resultados positivos son: el publicado por nuestro grupo en pacientes
con infartos antiguos y via de administracion intracardiaca en donde demostramos una
mejoria en la fraccion de expulsion, en los volimenes tele-sistélico y telediastdlico, en
la perfusion miocardica y en el diametro diastdlico del ventriculo izquierdo y el
engrosamiento de la pared infartada [34], el publicado por Losordo [35] y el de Klein
[36].

En contraste otros trabajos no refieren ninguna mejoria, aunque algunos de ellos
no han empleado realmente el transplante de células madre sino Unicamente la
administracion de GCS-F [37-40].

Aln cuando existen en la literatura resultados controversiales, el conjunto de
datos del que disponemos actualmente, hacen pensar que la terapia celular es una
alternativa real en un futuro relativamente cercano. Un meta-andlisis de los estudios
clinicos controlados y aleatorizados publicados hasta la fecha que incluye mas de 1700
pacientes enrolados en 33 protocolos empleando las revisiones rigurosamente
sistematizadas de la base de datos Cochrane hace referencia a una mejoria moderada
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en la funcion ventricular global a corto y largo plazo, mostrando ventajas sobre el
tratamiento tradicional de reperfusion cuando se emplea el trasplante autélogo de
células madre, sin embargo los parametros para incluir los estudios analizados en este
trabajo no permiten ser totalmente concluyentes, pues debido a las diferencias en los
protocolos de investigacion muchos de ellos quedaron excluidos del estudio [41].

Recientemente se han iniciado protocolos que contemplan la aplicacion de
células stem residentes en el corazon, descritas inicialmente por el grupo del Dr. Piero
Anversa y colaboradores [42] obtenidas mediante biopsia endomiocardica y cultivadas
exvivo en estructuras que se han denominado cardioesferas, que contienen en su
interior diferentes estirpes celulares y que han resultado ser sumamente prometedoras
como una alternativa terapéutica tanto en modelos animales [43,44] como en ensayos
clinicos iniciales [45].

Si bien es cierto que existen algunas voces entre la comunidad cientifica que
advierten de los posibles riesgos de la técnica y hacen énfasis en suspender los
ensayo clinicos, en tanto no se contesten preguntas de orden basico, como el
mecanismo de accidn de estos trasplantes, los cuales han sido ampliamente debatidos,
desde la no existencia de la transdiferenciacion o plastia celular [46], explicando la
mejoria observada en los pacientes trasplantados como un efecto de la fusion celular, o
el estimulo mediante citosinas de las células madre cardiacas residentes en el corazén
[47], hasta el conocimiento de la célula responsable de la mejoria detectada [48],
nosotros consideramos que una adecuada seleccion de pacientes, sobre todo de
aguellos en espera de un transplante cardiaco a los que no se les puede ofrecer una
mejor alternativa terapéutica en estos momentos, un mejor disefio de los protocolos
incluyendo técnicas mas cuantitativas y que permitan detectar mejor la viabilidad, la
motilidad, el tamafio del infarto etc. antes y después del procedimiento, enriquecerian el
conocimiento del empleo de esta terapia, sin necesidad de obtener todos los
conocimientos basicos, pues en los momentos actuales el nUmero de pacientes que
mueren en espera de un corazén compatible es sumamente elevado.

ALGUNOS RESULTADOS GENERADOS POR NUESTRO GRUPO DE TRABAJO

El presente articulo tiene como objetivo principal relatar de una manera sencilla
y, esperamos que amena, los origenes del interés sobre el estudio de la medicina
regenerativa, del papel que han jugado las células madre en este campo y ubicar al
lector en el punto en que se halla actualmente la investigacion sobre este tema,
haciendo un especial énfasis en su posible papel terapéutico en las enfermedades
cardiovasculares, sin embargo quisiéramos aportar a manera de ejemplo algunos datos
experimentales obtenidos por nuestro grupo de trabajo desde hace aproximadamente
10 afios.

La siguiente figura representa la evolucion de un paciente quién presentaba un
infarto al miocardio de 18 meses de antigliedad en la region apical, la cara antero-
lateral y el septum después de haber sufrido un trasplante autdlogo intramiocardico de
células mononucleares hematopoyéticas enriquecidas en células madre durante un
proceso de revascularizacion quirargico. Se pueden observar claramente los defectos

59



MENSAJE BIOQUIMICO, VOL. XXXVI (2012)

de perfusidon presentes antes del trasplante, sobre todo en la region apical y la cara
inferior del corazén, mismos que se encuentran corregidos en su mayor parte a los 12
meses post-trasplante.

SPECT PRE- TRASPLANTE SPECT 12 MESES POST-TRASPLANTE

s —
T NOMBRE T.DE NAC.

| pocror e
| F. DEL ESTUDIO 27/09/2008 RADIONUCLIDO Tc-9%m
T

[ Stress Lung/Heart Ratio - —

[_Rest Lung/Heant Ratio - — |

S deg
ST s = Rotation VLA = 67 deg
EJE CORTO Rotation HLA = _10 deg

En la tabla | puede observarse la evolucién ecocardiografica a 28 y 52 semanas
de un total de 20 pacientes con infartos al miocardio de 6 o0 mas meses de antigiiedad
gue fueron sometidos a revascularizacion quirdrgica y trasplante autélogo de células
mononucleares hematopoyéticas, enriquecidas en células madre movilizadas a la
circulacion periférica mediante el empleo de GCS-F.

Incuestionablemente, debemos seguir conociendo mejor la biologia de las células
madre, la forma de inducir su diferenciacion hacia la estirpe o estirpes celulares que
nos interesa que se desarrollen, no solo cardiomiocitos sino células que puedan hacer
mas funcional al corazén, nos falta también contestar desde el punto de vista clinico
cual es la mejor fuente para obtener las células madre, en que dosis es mejor
aplicarlas, si una solo transplante es suficiente o se requiere de multiples
administraciones, cuanto tiempo puede persistir la mejoria (nuestros datos preliminares
nos dicen que al menos 10 afos, cuando se aplica por via intra cardiaca) si se tienen
que aplicar solas o en conjunto con factores de crecimiento, en fin, el nUmero de
preguntas es aun muy grande, sin embargo regresando al aprendizaje generado por
Dolly, si el nicleo de una célula adulta fue capaz de generar, no solo células de
diferente estirpe, no sélo 6rganos o sistemas sino un individuo completo genéticamente
idéntico a aquel del cual procedia el material genético, al colocarse en un
microambiente adecuado, creemos que las células madre tiene un buen futuro y solo
es cuestion de mas investigacion y tiempo para que se conviertan en una terapéutica
generalizada.
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Pre-implante 28 semanas 52 semanas

Caso Control P Caso Control Caso Control P

FE % 36+6 3715 0.58 53+5 3715 5445 37+5 0.001

VTDVI ml 174+15 164+15 0.06 83+£18 163+15 7922 163+14 0.001

VTSVI ml 11522 117+#16 0.84 43+18 11715 44+21 11715 0.001

DTDVImm  59+1.3 58+2.2 0.35 52+3 58+2.2 52+3.2 603 0.001

Tabla 1. Valores en porcentaje de la fraccion de eyeccion (FE), el cual nos indica el
estado global del corazén en su funciobn de bomba, los voliumenes tele-sistélico
(VTSVI) y tele-diastolico del ventriculo izquierdo (VTDVI), los cuales nos indica el
volumen de sangre que permanece en el ventriculo después de la contraccién y la
cantidad que puede almacenar dicho ventriculo durante la diastole antes de
contraerse. Ademas evaluamos el diametro tele diastolico del ventriculo izquierdo
(VTDVI) que nos indica la dilatacion de las paredes del mismo ventriculo.
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Resumen.

Inicialmente las mitocondrias se estudiaron en funciones relacionadas con la
bioenergética como la fosforilacion oxidativa, el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la B-
oxidacion y la oxidacion de ciertos aminoacidos. En 1960 se describié que contenia
DNA y que habia enfermedades relacionadas con mutaciones de éste; ademas se
aceptdé que su origen era por endosimbiosis. Posteriormente se descubrié su
importante papel en la muerte celular por apoptosis y la mitofagia. Sus funciones en
localizaciones fuera de la mitocondria abrieron un nuevo y excitante campo de
investigacion.

Su relacion con la regulacion de la maquinaria epigenética y la expresion
génica y su efecto primario sobre procesos patolégicos como el envejecimiento y el
cancer ocupan ahora una parte muy importante de los trabajos de investigaciéon sobre
las mitocondrias.

Abstract

The initial studies of mitochondria dealt with functions related to bioenergetic
processes, such as oxidative phosphorylation, operation of the tricarboxylic acid cycle,
[} oxidation of fatty acids and amino acid oxidation. In 1960, it was discovered that
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mitochondria have ADN and that there are diseases related to alterations of this ADN. It
was also proposed that mitochondria arose from endosymbiotic events. In later years it
was found that mitochondria play important roles in apoptosis and mitophagy. The
functions of mitocondria on events that occur on the outside of mitochondria has
opened a new and exciting field of research.

The relation of mitochondria with the epigenetic machinery, genetic expression
and its participation on aging processes and some pathological process, such as
cancer, is now an active field of research.

Introduccion.

La mitocondria es un organelo que controla los destinos de las células mas alla
de la sintesis del ATP. Distribuye la energia y el poder reductor e integra los caminos
metabolicos. Regula la maquinaria epigenética, la expresion génica, los factores de
transcripcion y las vias de sefializacion.

La mitocondria es una planta de energia autoregulable. Actia como un centro de
recepcion de sefiales finas del universo celular y responde a las necesidades
metabodlicas de todos los componentes de la célula de una manera integrada vy
eficiente.

En este trabajo se intenta revisar las multiples funciones que realiza la mitocondria que
se han ido descubriendo a medida que las investigaciones han progresado,
demostrando su gran capacidad de integracion de todas las funciones vitales de la
célula normal y en numerosas condiciones patolégicas.

El origen de las mitocondrias. El big-bang evolutivo.

La teoria de la endosimbiosis implica la fusion de una arqueobacteria anaerébica
0 protoeucarionte, el huésped, con una o-proteobacteria capaz de respirar, el
simbionte. Este hecho representdé el big-bang en la evolucion de los eucariotes.
Durante este evento hubo desaparicion de genes redundantes en el simbionte y su
transferencia al huésped. El simbionte, ancestro de las mitocondrias, es un procarionte
gue perdié su libertad, pero gané muchas cosas a cambio. Se ahorr6 la energia de
producir el 90% de sus proteinas que son codificadas en el nucleo por el DNA nuclear,
traducidas en los polirribosomas citoplasmicos e introducidas a las mitocondrias por
sistemas de transporte activo y acarreadores especificos, su entrada a la mitocondria
es seleccionada a través de un péptido sefal, que es procesado por proteasas
especificas y ya maduro es insertado en los diferentes compartimentos y membranas
del organelo, su transporte depende de ATP y del potencial de membrana.

En resumen, la mitocondria experimentd una evolucion reductiva de su genoma
ancestral que dio como resultado un microgenoma, mantenido por el proteoma del
eucarionte huésped.

La integracion de los genes del simbionte al nucleo, fue paulatino y sigue
existiendo aun en especies actuales. A esto se debe que los genes nucleares que
codifican a las proteinas mitocondriales se encuentren con frecuencia repartidos en el
genoma nuclear y no formando operones.
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Las mitocondrias en el centro del Universo celular.

I Origen de las mitocondrias: big-bang evolutivo: simbiosis de alfaproteobacteria aerobica con protoeucariote anaerébico.

I Genoma mitocondrial, cromosoma 24. Reloj molecular .Genética de poblaciones. I

| Compartimentos acuosos: intermembranal, intracrestal y matriz I

M. externa | M. interna | i Crestas tubulares | Funciones canonicas:

fosforilacion oxidativa

Ciclo de Krebs

Beta oxidacion

Ciclo de la urea

Regulacion de: la poza de nucleotidos y de segundos
mensajeros AMPc y Ca2+.

Regulacion del poder reductor: NAD:NADP/NADH:NADPH.
Sintesis de esteroides y de grupo Hemo.

Muerte celular por apoptosis. Mitofagia y autofagia.
Poro de transicion de la permeabilidad (PTP)
Formacion de ROS

Dinamica mitocondrial: Proteinas moonlight. Complejos y subunidades aisladas.
* Composicion: Reguladores del epigenoma :
Lipidos: colesterol, cardiolipina y ATP, NAD, Acetil-CoA y S-adenosil metionina (SAM) mitocondrial, “codigo
fosfolipidos. de las histonas “.
Proteinas: Respirosoma y ATP sintasoma Papel de la mitocondria en procesos patologicos:
* Formacion de redes por fision, fusion . Envejecimiento una enfermedad causada por disfuncion mitocondrial.
Heteroplasmia =»Homoplasmia. Céncer una enfermedad metabdlica ,previsible de origen mitocondrial.
* Estados 4 y 3 estructuras ortodoxa y Cambios metabdlicos como factor comun.
condensada. Prevencion y tratamiento.

El evento de fusion del simbionte solo ocurrié una vez en la evolucion, el proceso
se denomina monofilético. Las células de eucariontes que carecen de mitocondrias, las
perdieron en el curso de la evolucion. En la naturaleza existen ejemplos: los mitosomas
y los hidrogenosomas que evolucionaron a partir de las mitocondrias.

Dindmica mitocondrial.

Estructuralmente, las mitocondrias estan formadas por dos envolturas
membranales: la membrana externa y la interna. La composicion de lipidos y proteinas
es diferente para cada una de ellas. Las dos membranas limitan tres espacios acuosos:
el intermembranal, el intracrestal y la matriz mitocondrial.

La membrana externa contiene, entre otras proteinas, una permeasa
caracteristica, la porina 6 canal anionico dependiente de voltaje (VDAC) que permite la
entrada y salida de proteinas y solutos. Durante la muerte celular por apoptosis y en
condiciones de estrés oxidativo se asocia a la translocasa de ADP-ATP y a un
acarreador de calcio formando el poro de transicion de permeabilidad (PTP)
produciéndose una salida masiva de proteinas, depolarizacién de la membrana y la
muerte celular.
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La membrana interna contiene proteinas especializadas para el transporte de
electrones: el complejo | (NADH /ubiquinonona oOxidorreductasa), el complejo |l
(succinato /ubiquinona o6xidorreductasa), el complejo Il 6 bcl (ubiquinol/citocromo ¢
oxidorreductas) y el complejo IV (citocromo ¢ oxidasa). Todos ellos se asocian entre si
formando supercomplejos llamados respirosomas.

Las proteinas asociadas al complejo V 6 (ATP sintasa) del complejo de la
fosforilacion (F1Fg) se asocian a los acarreadores de ADP/ATP y de fosfato formando
una unidad: el ATP sintasoma. El complejo V se oligomeriza formando dimeros y
oligbmeros de éstos (tetrAmeros, hexameros, etc.) que estructuran las crestas
tubulares, de preferencia en las puntas de éstas.

Las crestas tubulares estan unidas a la membrana interna por una zona estrecha
o pié de cresta. Dentro de las crestas tubulares la distribucién de proteinas es variable
y dindmica. En su interior se compartamentaliza el ADP y los H".

Por otro lado, se ha estudiado la funcionalidad de los oligdmeros del complejo V
y si éste actia como mondémero U oligobmero durante su funcion catalitica. Se han
encontrado proteinas que oligomerizan y que residen en el segmento hidrofébico de la
enzima, por ejemplo: las subunidades “e “ y “g” y una proteina localizada en el pié de
la cresta: la mitofilina que monomeriza el complejo V [1]. Esto parece sugerir que la
dinamica de conversion de oligdmeros a monémeros puede influir en la funcionalidad
de la enzima. Esta membrana tiene un alto contenido de cardiolipina y bajo en
colesterol. La membrana interna tiene la mayor proporcion de proteinas/lipido que
cualquier otra membrana de la célula: 2.85 en la interna y 1.66 en la membrana
externa. Con 75% de proteina y 25% de lipidos. Se ha calculado que la superficie
membranal que ocupan las crestas tubulares en una mitocondria de corazon es de 250
metros cuadrados por gramo de proteinas mitocondriales.

Los compartimentos acuosos entre las membranas interna y externa: el espacio
intermembranal, contiene proteinas acarreadoras de sustratos entre otras, el
intracrestal, que es el espacio interior de las crestas tubulares, complejos acarreadores
de proteinas y sustratos como el ADP vy el fosfato que se requieren para la funcién de
sintesis de ATP. La matriz, que es el espacio limitado por los pliegues de las crestas,
muestra cambios drasticos de volumen durante los estados funcionales de la
mitocondria. En el estado 4, en presencia de fosfato y sustratos oxidables (malato,
succinato, piruvato, etc.) con la cadena funcionando y el potencial de membrana al
maximo, la mitocondria expande la matriz mitocondrial y reduce el espacio intracrestal,
a este macroestado estructural se le conoce como una conformacién ortodoxa [2], si se
afade ADP se obtiene una aceleracién del consumo de oxigeno y un descenso en el
potencial de membrana que se utiliza para sintetizar el ATP. A este estado se le
denomina estado 3 y se acompafia de un macroestado estructural conocido como
condensado, la matriz mitocondrial se contrae y el espacio intracrestal se expende
permitiendo el libre flujo de sustratos para obtener la maxima capacidad de sintesis del
ATP. Esta compartamentalizacion y especializacion del contenido de proteinas de las

68



membranas permite que la mitocondria lleve a cabo con gran eficiencia sus numerosas
funciones.

Formacion de redes por fusion y fision.

Las mitocondrias pueden interaccionar entre ellas formando redes dinamicas:
por fusion, divisibn y tubulacién. Una posible funcion de estos eventos es la
homogenizacion del material genético heteroplasmico heredado después de la
fecundacion a uno homoplasmico con material genético menos heterogéneo o
completamente homogéneo. Ademas, puede funcionar como una medida de proteccion
del DNA mitocondrial contra el dafio oxidativo y durante la muerte celular por apoptosis.
También se ha supuesto que contribuye a seleccionar nuevas funciones que sean
evolutivamente mas favorables y a desaparecer otras que resulten obsoletas.

La tubulacion, que es la formacion de las crestas tubulares para obtener la
maxima eficiencia catalitica del complejo V, esta ligada a la distribucion de los
nucleoides mitocondriales [3] y se ha asociado a la importacion de las proteinas
codificadas por el DNA nuclear. Es la forma funcional de las crestas mitocondriales que
proporcionan mayor superficie membranal dentro del volumen mitocondrial. Mediante
estos continuos cambios se forma un reticulo dentro de la célula moviéndose adosadas
al citoesqueleto, por los microtubulos lo que les permite distribuirse dentro de la célula
haciendo mas eficiente la utilizacion del gradiente de H* y manteniendo la homeostasis
del calcio.

Las mitocondrias presentan distintas morfologias dependiendo de la estirpe
celular a la que pertenezcan. Su niumero de mitocondrias varia por célula dependiendo
de los requerimientos de energia de la misma célula, siendo los tejidos mas ricos en
mitocondrias el musculo cardiaco, el muasculo esquelético y el cerebro. La
permeabilidad de la membrana interna es limitada y muy selectiva, por lo que se
requieren de sistemas especializados de transporte de sustratos, iones y para la
continua y activa importacion de proteinas.

Actian como osmoémetros, se hinchan expandiendo el espacio de la matriz, con
la consecuente contraccion del espacio intracrestal, y se contraen reduciendo el
espacio de la matriz y expandiendo los espacios intracrestales. En los hepatocitos las
mitocondrias presentan una especializacion funcional, son mas glicoliticas cuando
estan rodeando los espacios periportales y mas oxidativas las que rodean a la arteria
hepatica. Por otro lado, durante el ciclo celular, las perinucleares tienen un potencial
membranal menor que las adosadas a la membrana plasmaética.

Las membranas de las mitocondrias establecen una comunicacién estrecha con
las membranas de otros organelos, que junto con el reticulo sarcoplasmico regulan las
pozas de calcio intracelulares e intercambio de lipidos con las membranas del aparato
de Golgi.

Proteinas moonlight del complejo V en condiciones normales y patoldgicas.
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Existen proteinas, cuyos ejemplos han aumentado notablemente, que se
originan de un mismo gene pero que en la célula pueden desempefar distintas
funciones, estas proteinas se conocen como “moonlighting” a semejanza de los
trabajadores que desempefan distintos trabajos durante el dia y la noche. Muestran el
ingenio de que es capaz la naturaleza, porque diversifican las funciones de las
proteinas sin expandir el genoma, son un motor de la evolucion para desarrollar nuevas
funciones utilizando las viejas estructuras [4].

Son la consecuencia de una interaccion entre las proteinas vecinas que se
encuentran muy concentradas en los distintos compartimentos celulares. Mostrando
gue la célula moderna ha evolucionado a un sistema altamente sofisticado, organizado
y con un nuevo nivel de complejidad, capaces de establecer relaciones entre vias
metabdlicas y caminos de regulacién totalmente insospechadas.

La primera sospecha de su existencia fue la observacién de que el genoma
humano codifica para pocas proteinas y tiene que cumplir con las enormes funciones
gue requiere un organismo tan complejo. Una opcién era pensar que sus proteinas
pudieran realizar mas de una funcion, sin relacion con su funcion original, actuando de
manera autébnoma y utilizando los mismos dominios o subunidades de la proteina
original, pero en sitios de la proteina fuera del sitio catalitico, que estuvieran expuestos
al solvente, en nuevos sitios de fijacién para nuevos ligandos o para otras proteinas.

Los mecanismos que emplean son multiples, frecuentemente se localizan en
diferentes compartimentos celulares, organelos o en diferentes membranas. Pueden
ser expresados constitutivamente en diferentes cantidades dependiendo del
compartimento celular. Generalmente son proteinas con estructuras complejas,
oligoméricas y multifuncionales, formadas por diferentes subunidades y que han sido
conservadas durante la evolucion en toda la escala filogenética.

El segmento F;F, de la H" ATP sintasa, cumple con creces las caracteristicas
requeridas para ser un candidato a “moonlitgh”. Es un complejo proteico presente en
casi todos los organismos, de gran complejidad estructural, compuesto, en los
eucariotes, por cuando menos 16 subunidades, con estructuras que realizan dos
funciones diferentes: el segmento Fo, de naturaleza hidrofébica, estd embebido en la
bicapa de la membrana interna mitocondrial y realiza la funcion eléctrica del complejo:
transporta cargas positivas de la cara externa de la membrana interna a la matriz (H* 6
Na’) y el segmento F, hidrofilico, es el componente catalitico de la enzima y sintetiza el
ATP.

En el F; existen dos ejemplos de localizacién ectépica que han sido ampliamente
estudiados: en la membrana plasmética de las células endoteliales se localizaron todas
las subunidades del complejo F1: a3/B3/y/é/e y la proteina reguladora de la catélisis, la
IF;. Con estudios de protedmica se identificaron el resto de las subunidades de Fo y se
ha medido su capacidad para sintetizar ATP, que como se sabe es nula. Sin embargo,
la enzima hidroliza ATP exdgeno, ya que mira hacia el espacio extracelular. Su funcion
principal es ser el receptor de la angiostatina, un inhibidor de la angiogénesis, que
bloquea la hidrolisis de ATP del complejo [6]. Se ha supuesto que la llegada del
complejo y su fusion a la cara externa de la membrana plasmatica se hizo a través de
las llamadas “balsas lipidicas resistentes a detergente”, que son complejos de lipido-
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proteina que tienen la capacidad de fundirse a la membrana plasmaética de las células
endoteliales, probablemente a partir de la membrana interna mitocondrial. Sin embargo
no hay datos sélidos experimentales que lo demuestren [5, 6].

El segundo ejemplo reportado fue la localizacion del complejo F; en la
membrana plasmética del hepatocito, actuando como un receptor de la apolipoproteina
Al (Apo Al), que forma parte de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) que protegen
contra la ateroesclerosis estimulando el transporte reverso del colesterol de las células
periféricas al higado, para su posterior metabolismo y su excrecion. Se ha medido la
hidrélisis de ATP vy la generacién de ADP de la que depende la fijacion de la Apo A-1

[71

El citocromo ¢, componente de la cadena trasportadora de electrones, cumple
con la funcién de “moonlight”, ya que ademas de trasportar electrones del complejo IlI
al complejo IV, puede ser liberado al citoplasma por la mitocondria a través del poro de
transicion de permeabilidad (PTP), formado en la membrana mitocondrial, siendo uno
de los factores importantes en la cascada de las caspasas que dirige y dispara la
muerte celular por apoptosis [8].

Existen varios ejemplos de subunidades de la F; con funcion moonlithg en
condiciones normales: la subunidad a del segmento F; puede actuar como chaperonina
[9]. Ademas, forma parte del complejo de importacién de un RNA de transferencia a la
mitocondria. Finalmente se ha reportado su actividad como receptor de citosina, p43
factor en la inflamacion [10].

Por otro lado, en el segmento F; la subunidad B se ha reportado como receptor de la
hormona enterostatina [11]. En el segmento Fy se ha descrito que la subunidad F6
puede funcionar como un vasoconstrictor [12]. La subunidad ¢ en la membrana del
sinaptosoma interviene en la liberacion de la acetilcolina.

Se ha descrito que la IF1 actia como una proteina reguladora de la actividad
del complejo F;Fo. Tomando como modelo a Caenorhabditis elegans, por la grandes
similitudes con los eucariotes, se describié que la F; se sintetiza en compartimentos
mitocondriales (Mai 2). Es sintetizada en los polirribosomas citoplasmicos con su
péptido sefial en el amino terminal que hace que sea transportada a la mitocondria y
otro citoplasmico (Mai 1), con igual secuencia sin péptido sefal [13]. Esta proteina
moonlitgh se desconoce su funcién en el citoplasma.

En colaboracion con el grupo de Dra. Rosa Navarro de nuestro Instituto, experta
en C. elegans, hemos iniciado experimentos para dilucidar su funcion en distintas
estirpes celulares utilizando RNA de interferencia para cada una de las proteinas y
estudiando los respectivos fenotipos. Recientemente se publicé la existencia de la IF1
mitocondrial en el suero de humanos normales [14], por lo que quedan otras funciones
gue descubrir de ésta multifacética proteina.

Proteinas moonlight del complejo F1FO en condiciones patolégicas:

71



MENSAJE BIOQUIMICO, VOL. XXXVI (2012)

Se han descrito algunos ejemplos de componentes del complejo F1Fy que se pueden
describir como moonligth en condiciones patolégicas. Uno de estos ejemplos es la
subunidad ao; que forma parte de los agregados en el cerebro de enfermos con
Alzheimer [15]. La subunidad B, que se acumula en la membrana de los linfocitos
citotoxicos implicados en la induccién de la destruccion de los tumores. La subunidad
¢ en la enfermedad denominada lipofuscinosis ceroide, que afecta los canales de Na* y
Ca** en los cardiocitos y las neuronas [16]. Con estos ejemplos el campo de las
proteinas moonlight se ha enriguecido y nos ha mostrado que este tipo de
observaciones no son tan infrecuentes como se pensaba.

El genoma mitocondrial 6 el cromosoma 24.

El genoma mitocondrial ha sido extensamente estudiado, es de herencia
materna, ya que en la formacion del cigoto después de la fecundacién, solo se heredan
las mitocondrias del évulo que contiene aproximadamente 100,000 copias del DNA vy
las de la cabeza del espermatozoide que aporta unas 100 copias de su DNA.

El DNA mitocondrial de humano es circular, de doble cadena, superenrrollado,
formado por 16,569 pares de bases. La cadena externa pesada y la interna ligera
codifican para diferentes proteinas y la separacion de los genes no es clara, se
intercalan genes de proteinas con genes que codifican para RNAs de transferencia y
existe con frecuencia sobrelapamiento de genes, que se traducen como un policistron.
Como no existe una secuencia que indique el sitio de iniciacion, se han descrito
proteinas que actian como activadores de la traduccion y ayudan a localizar el sitio de
iniciacion [17].

Hay diferencias claras entre el DNA nuclear y el DNA mitocondrial: el
mitocondrial se duplica de manera autbnoma independiente del nuclear, una vez por
cada ciclo celular, carece de histonas y forma complejos llamados nucleoides con
proteinas especificas relacionadas con la duplicaciéon del DNA, su transcripcion a RNA
mensajero y su traduccion a proteinas. Cada nucleoide se adosa a la membrana
interna mitocondrial y contiene 6 copias de DNA. Los nucleoides son unidades
dinamicas que responden a las condiciones metabdlicas de la célula. Presentan una
frecuencia de mutaciones de 7 a 10 veces mayor que el DNA nuclear y un sistema de
reparacion deficiente. La traduccibn de ambas cadenas pesada y ligera es
bidireccional y asincrénica. Los codones para los aminoacidos difieren del cédigo
universal.

Durante la fecundacion y la herencia de las mitocondrias del o6vulo y del
espermatozoide existe heterogeneidad en los genes que contiene cada mitocondria lo
que se conoce como heteroplasmia a diferencia de la homoplasmia en que todas las
copias del DNA son iguales, esto ocasiona que se hereden en forma no mendeliana.

El genoma mitocondrial funciona como un “reloj molecular” en la evolucion de las
poblaciones humanas [18].

Como se duplica y muta a mayor velocidad que el DNA nuclear funciona como
un reloj molecular y ha sido utilizado para estudios de evolucion reciente. Utilizando
secuencias del DNA de humanos llamadas polimorficas, en las que se encuentran
variaciones silenciosas o neutras y estudiando distintas poblaciones se encontré una
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correlacion entre el namero de nucleétidos cambiados en el genoma y el tiempo
transcurrido.

Comparando las mismas secuencias del DNA en organismos de las mismas o
de diferentes especies, a través de sus polimorfismos, se forman los haplotipos o
grupos que se heredan de una generacién a otra y que han servido como marcadores
genéticos que caracterizan las diferentes poblaciones humanas, y han servido para
formar grupos por su origen étnico o por su ubicacién geografica . Estos estudios
identificaron a la primera “Eva”, que vivi6 hace 200 000 afios en Africa, como la
madre de la especie humana. Estds secuencias polimorficas permitieron seguir el
rastro de la migracion humana a todos los continentes que fue el resultado de oleadas
migratorias multiples. En las poblaciones de los amerindios hay los que provienen de
origen materno asiatico o los que provienen de las migraciones siberianas.
Con esta metodologia fue posible concluir que el Homo sapiens se origind en Africa
hace aproximadamente 130 000 afios, que emigro a Asia hace 70 000 afios, y que 12
000 afios después colonizé Europa vy el Oriente Medio. Posteriormente debido a tres
oleadas migratorias diferentes a los 34 000, 15 000 y 9 500 afios, coloniz6 el centro,
sur y norte de América. Siendo los esquimales los mas recientes que emigraron de
Asia hace 3 000 afios y poblaron Alaska [18].

Sistemas de traduccion e insercién de las proteinas codificadas por el DNA
mitocondrial.

El DNA mitocondrial humano codifica para 13 proteinas: 6 del complejo | de la
cadena respiratoria 0 NADH deshidrogenasa, el citocromo b del complejo 11l 6 ubiquinol
citocromo “c “ dxidorreductasa, las 4 subunidades de la citocromo oxidasa y dos
subunidades de la ATP sintasa. Ademds, codifica para dos especies de RNA
ribosomal, 16S y 12S y para 22 RNAs de transferencia. La traduccion de las proteinas
codificadas por el DNA mitocondrial esta disefiada para subunidades hidrofébicas, con
numerosos cruces transmembranales. Por lo que su traduccidén esta coordinada a su
insercion membranal, por lo que depende del potencial transmembranal y de ATP [17].

No existe recombinacion, lo que garantiza la fidelidad de la traduccion de
proteinas que son vitales para el funcionamiento correcto de la cadena de transporte
de electrones y la sintesis del ATP. Todos los factores de transcripcion son de origen
nuclear. Los sitios de iniciacion de la traduccion no tienen la secuencia sefal del
extremo 5 prima no traducido y para comenzar la traduccion se requieren activadores
de la traduccion gue localizan el sitio de iniciacion.

Acoplada a la traduccion en los mitorribosomas se inicia la insercion a la
membrana coordinada por chaperonas. Existen factores de elongacion y codones de
paro, pero es en la maquinaria de traduccion en la que con frecuencia se observan
mutaciones que son las causas mas frecuentes de las enfermedades clasificadas como
de origen mitocondrial.

El 90% de las proteinas mitocondriales es codificado por el DNA nuclear
traducidas en los ribosomas citoplasmicos como preproteinas, con un péptido sefial
que las .dirige a los diferentes compartimentos mitocondriales: membrana externa,
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espacio intermembranal, membrana interna, espacio intracrestal, pié de crestas vy
matriz mitocondrial. Utilizando sistemas especificos de transporte codificados por el
DNA nuclear. Las proteinas son translocadas y desenrolladas con chaperonas
asociadas; su maduracion se lleva a cabo por proteasas que cortan el péptido sefial y
permiten su insercidon coordinada con el resto de las proteinas codificadas por ambos
DNAs, el nuclear y el mitocondrial ya que la mayoria de los complejos es de origen
bigenémico.

Las mitocondrias realizan una gran variedad de funciones que responden a
todas las necesidades de la célula; esto se debe a que mantienen un alto grado de
organizacién y tienen una gran complejidad estructural. Es capaz de extraer y procesar
la energia de los nutrientes y sintetizar su propio acarreador de energia: el ATP que
es universalmente utilizado para realizar trabajo.

Funciones candnicas:

Fosforilacion oxidativa y sintesis de ATP.

Sobre este tema las investigaciones han mostrado enormes progresos:

1. La sintesis de ATP en el complejo F1FO es el resultado de la funcién acoplada de dos
rotores uno de componente eléctrico que conduce iones positivos, H+ o0 Na+,
estructuralmente representado por un carrusel de 8 a 15 subunidades “c” al que se
adosa la subunidad “a” que es el conductor de los H+ a través de la formacién de dos
hemicanales de entrada o de salida de los iones. El segundo componente coordina la
funcidbn quimica de la sintesis o hidrolisis del ATP en los 3 sitios cataliticos de un
hexamero compuesto por 3 heterodimeros de las subunidades o/ B en el centro del
cual gira el segundo rotor compuesto por las subunidades v, 8, € en la enzima de los
Eucariotes. Existen ademas subunidades que son estabilizadores del complejo durante
la rotacion y que forman la parte periférica o “cuello lateral” formado por los
componentes estructurales OSCP, subunidad “b”, subunidad “d” y subunidad “a”(F6).
Funcionalmente la enzima se ha dividido en rotor: compuesta por las subunidades: c, v,6
y €. Estator: compuesto por los 3 dimeros o/ff mas las subunidades del cuello lateral. El
sector membranal se ha visto enriquecido con nuevas subunidades: e, f, g, h, i, j y k.,
cuya funcion especifica comienza a ser descubierta. Las subunidades e y g estan
implicadas en la oligomerizacion del complejo F1FO y en la remodelacion de las crestas
tubulares.

Su regulacién por una proteina supernumeraria descrita inicialmente como un
inhibidor de la hidrélisis (IF1). Ha continuado activamente en diferentes grupos de
investigacion y conocemos su estructura en solucion y en el complejo F1-IF1,
utilizando una preparaciéon de F1 reconstituida con un exceso de IF1 exdgena [19], que
funcionalmente difiere de la enddgena [20] por lo que su funcién y su interaccion con la
enzima sigue siendo motivo de investigacion.

Es una proteina de 84 aminoacidos que presenta diferentes dominios de
interaccion con la enzima: en el extremo amino terminal los residuos del 1 al 22 actdan
como un estabilizador del complejo [22]; el segmento comprendido entre los
aminoacidos 23 al 45 contiene los elementos que producen la inhibicion,
interaccionando con la interfase o/p y con la subunidad y, interrumpiendo la interaccién
de un segmento elastico del carboxilo terminal de la subunidad § (DELSEED) con la
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subunidad y que funcionalmente parece ser el sitio para detener la rotacion del complejo
y/d/e e inhibir la catdlisis reversiblemente en ambos sentidos de la reaccion [21].

Los residuos del carboxilo terminal 46-52 forman una bisagra [23] que separa el
segmento intra F; con el exterior de la enzima que contiene los residuos 53-84, que con
otro complejo IF;-F; forma una estructura de hélices superenrrolladas y dimeriza a la
enzima, que se supone es la unidad oligomerizante del complejo: dimeros, tetrdmeros ,
hexameros , etc. En la forma monomérica el complejo IF;-F; y por la flexibilidad que le
confiere la bisagra, el carboxilo terminal de la IF; puede interaccionar con las
subunidades del cuello lateral como la OSCP [24].

Nuestro grupo de trabajo continGia activamente investigando estas nuevas facetas de la
proteina reguladora en su forma endégena. En colaboracién con las Dras. Adela
Rodriguez y Alejandra Hernandez, cristalégrafas del Instituto de Quimica, se han
obtenido cristales del complejo IF;-F; con la proteina reguladora endégena, los
resultados muestran diferencias en la ubicacion de la proteina con respecto al
reconstituido.

2. La correlacion estructura-funcion de este extraordinario complejo protéico cuya
eficiencia cercana al 100%, supera el de otros motores procesivos como en la actina-
miosina. El secreto de su alta eficiencia es que posee en su compleja estructura zonas
elasticas que almacenan la energia y son capaces de transmitirla a los sitios cataliticos.
La energia o torca de rotacién del rotor central aplicado a la subunidad y por el
componente eléctrico, representado por el gradiente de H*, se transmite a distancia a
los sitios cataliticos en las 3 interfases o—f asimétricas por su diferente contenido de
nucledtidos; un sitio vacio, un sitio con ADP y un sitio con ATP. Los contactos entre la
subunidad gamma del rotor y la parte elastica de las subunidades cataliticas, permite la
reversibilidad del complejo en la sintesis consumiendo el gradiente eléctrico o
generandolo durante la hidrélisis.

3. La gran versatilidad cinética y estructural de este complejo ,sigue siendo material de
investigacion y una nueva explicacion de como funciona es compararla con la
transformacion que han sufrido las computadoras de analédgicas a digitales sefialando
gue actia como un transformador analdgico-digital de energia que integra sefales
analdgicas: el gradiente eléctrico del H*, con otras formas de energia: mecanica,
elastica y magnética generadas por la rotacion, dando como resultado una sefal digital
representada por la estequiometria H*-ATP sintetizado [25].

Regulacion mitocondrial del epigenoma.

El epigenoma es la informacion heredable durante la division celular, a través
del “cédigo de las histonas”, ademas de la herencia por el DNA. En el epigenoma, las
histonas se modifican postraduccionalmente, remodelan la cromatina y regulan la
expresion de los genes [27, 28].
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El DNA nuclear esta empacado formando nucleosomas, esta protegido por un
conjunto de diferentes histonas H2A, H2B ,H3 y H4. En los nucleosomas los genes
se organizan en territorios estructurales y funcionales que forman fabricas de
transcripcion que facilita la expresion de genes que se encuentran repartidos en
diferentes cromosomas, como sucede con los genes de las proteinas mitocondriales
gue se encuentran dispersos en diferentes cromosomas, resultado de su incorporacion
paulatina al genoma nuclear. Las regiones inactivas durante la transcripcion se
localizan en zonas LOCKS.

Un componente muy importante de la maquinaria epigenética son las diferentes
histonas asociadas a la cromatina, que reciben sefiales del medio externo a través de
los sustratos generados en las mitocondrias y exportados al nucleo, en el que las
enzimas nucleares las modifican covalentemente dando como resultado la apertura o
el cierre de la expresion de los genes y estableciendo vias especificas de traduccion
gue son heredables, se perpetlan durante la division celular en la fase posterior a la
mitosis y establecen cambios fenotipicos sin variaciones genéticas.

Existen diferentes sustratos provistos por la mitocondria que son utilizados para
modificar el cédigo heredable de las histonas nucleares que remodelan la cromatina e
inducen la expresion de los genes.

ATP. EL ATP es el sustrato de las fosforilasas de las histonas, que al introducir un
grupo cargado negativamente tienden a abrir la cromatina y reposicionar los
nucleosomas a través de activadores y silenciadores. Por otra parte, a través de
reacciones dependientes de ATP Ila maquinaria  epigenética actia directamente
sobre proteinas efectoras de diferentes vias de sefalizacion y factores de
transcripcion.

Acetil CoA. Las histonas son acetiladas por acetilasas especificas (HATs) que
requieren Acetil-CoA como sustrato, actuan afadiendo un grupo acetilo a las lisinas
que disminuye su carga positiva abren la expresion de los genes y estimulan la
transcripcion y secundariamente a los factores de transcripcion y vias de sefializacion.
NAD. Las histonas nucleares son desacetiladas por desacetiladas especificas
llamadas sirtuinas que utilizan como coenzima al NAD proporcionada por la
mitocondria a través de la exportacion del poder reductor.

Ambas la Acetil-CoA y el NAD son  proporcionadas por la mitocondria
formando parte de la llamada “ respuesta retrograda” (RT) de la mitocondria al nucleo.
S-adenosil -metionina (SAM). La S-adenosil metionina se produce en el citoplasma a
partir de L-metionina y ATP dando como productos SAM+pirofosfato y fosfato. La
produccion de metionina a partir de homocisteina es producto de enzimas
mitocondriales. Por lo que la produccién de ambos sustratos depende de la funcién
mitocondrial.

Las metilaciones de las histonas que dependen de SAM aumentan las fuerzas
de Van der Waals resultando en cambios en la metilacioén de las citocinas en el DNA 'y
de las lisinas y argininas de las histonas. Estas modificaciones resultan mas versatiles
gue las fosforilaciones o las acetilaciones , su efecto sobre la expresion de los genes es
aumentar la interaccion y cerrar la cromatina.
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Estas modificaciones de las histonas son mas frecuentes en las células
proliferantes inmortales, como las células germinales , las células “madre” (stem) y las
células neoplasicas que tienen la cromatina abierta a diferencia de las células
somaticas especializadas y no proliferantes que tienen la cromatina cerrada. (LOCK).
Son dependientes del buen funcionamiento mitocondrial y en conjunto ,forman parte
de la respuesta retrograda (RT) mitocondrial al ntcleo. Regulando el ciclo celular , la
diferenciacion y la plasticidad celular. Existen otras modificaciones de las histonas
como ubiquitinacion, sumoylacion y desamidacién de las argininas en las histonas.
Todas estas modificaciones postraduccionales constituyen el “Cdodigo de las histonas”
gue es heredable y modifica la expresion de los genes.

En conclusion la expresién coordinada de genes nucleares de proteinas
mitocondriales depende de los requerimientos de energia del DNA nuclear y su
regulacion transcripcional por enzimas y sustratos (ATP,NAD,AcetilCoA y Sadenosil
metionina) generados directa o indirectamente por las mitocondrias que establecen
una cooperacion energética/epigenética que es un proceso dinamico que responde a
las variaciones del medio y en las cuales la mitocondria es el intermediario para las
modificaciones posteriores del epigenoma y su respuesta. ( 27)

Papel de las mitocondrias en diferentes condiciones patoldgicas.

Envejecimiento es una enfermedad degenerativa, irreversible de origen
mitocondrial causada por estrés oxidativo y produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en los sitios | y Il de la cadena, con acumulacion progresiva de
mutaciones del DNA mitocondrial y posteriormente productos de oxidaciéon en
proteinas, lipidos estructurales, carbohidratos y al DNA nuclear. Este es el mecanismo
gue parece ser el mas aceptado hasta ahora [29, 30].

La proteccion de las funciones mitocondriales con antioxidantes no ha
modificado sensiblemente la maxima vida media de ninguna especie que esta
genéticamente determinada, con el fin de mantener los miembros de una especie hasta
la edad reproductiva y garantizar la sobrevida de la especie. Sin embargo, los cambios
degenerativos inevitablemente progresivos del envejecimiento pueden ser paliados
disminuyendo la produccion de especies reactivas de oxigeno; por ejemplo por
restriccion caldrica y previniendo las enfermedades asociadas a este proceso como las
enfermedades cardiovasculares y el cancer.

Cancer: una enfermedad metabodlica previsible originada por disfuncion
mitocondrial [31].

Existen en la actualidad numerosos estudios en modelos animales que parecen
afirmar la idea de que es la disfuncibn mitocondrial la causa primaria de las
alteraciones que ocurren en todos los tejidos neoplasicos, y que la inestabilidad
genética es secundaria a los cambios metabdlicos primarios de la disfuncion
mitocondrial.

Etapa metastatica. Produccién de metastasis: se ha observado que la
desdiferenciacion de las células de tumores metastasicas presentan un fenotipo
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semejante a los macrofagos o a las células mesenquimatosas que les permite
emigrar a través de los vasos sanguineos y hacer siembras a distancia.

Prevencidn: Las principios de prevencion requieren un cambio de estilo de vida
que parece necesario para prevenir el cancer y muchas otras enfermedades
degenerativas que predisponen a su aparicion.

Evitar los cancerigenos que dafian la fosforilacion oxidativa, como los procesos
inflamatorios crénicos, las radiaciones, los cancerigenos ambientales, la hipoxia, las
infecciones virales, el uso del tabaco, el abuso del alcohol y la obesidad. Prevenir la
formacion excesiva de ROS con antioxidantes, como el glutation y polifenoles.
Mantener una dieta de restricciéon cal6rica sana y una actividad fisica moderada.

Tratamiento: Un tratamiento barato, efectivo y menos traumatico que los
utilizados en la actualidad consiste en mantener una dieta balanceada de restriccion
caldrica periddica, bajando el consumo de glucosa que estimula la glicdlisis aerdbica y
la sobrevida del tumor. Adicionar en la dieta acidos grasos omega 3 para dar un “golpe
metabdlico “ a las células indiferenciadas. Adicionar inhibidores de la glicolisis como la
2-deoxiglucosa o factores que mejoren la carga energética, como la adenosina de vida
media larga que ha sido utilizada como un hepatoprotector, que previene el deterioro
mitocondrial [34].

En colaboracion con Dra. Victoria Chagoya, se ha estudiado en modelos
animales el efecto de la adenosina como hepatoprotector del dafio mitocondrial en la
cirrosis hepatica y en la prevencion y reversion de la produccion de cancer
hepatocelular experimental en ratas.

En nuestro laboratorio hemos estandarizado una técnica rapida de extraccion
del los complejos de FiFo, por un detergente, la digitonina, su separacion en geles
nativos y su capacidad de hidrolizar ATP por una técnica de tincion en el gel. Estas
técnicas han sido ampliamente empleadas para determinar actividades de enzimas en
células aisladas o en tejidos y obtener datos semiquantitativos por densitometria con
un grado de incertidumbre aceptado de un 20%. Resultados preliminares de nuestro
laboratorio, utilizando estas técnicas a partir de mitocondrias de higado de rata de los
tres grupos experimentales estudiados y caracterizados en el laboratorio de la Dra.
Chagoya evaluamos el contenido de enzimas F1F0 activas en: controles, cancerigeno
por 18 semanas y en un programa de prevencion consistente en la administracion
simultanea del cancerigeno y un derivado de la adenosina (IFC 305) por las mismas
18 semanas. Las muestra ademas fueron evaluadas por otros métodos para medir el
grado de malignizacién del DEN y su reversion por el derivado de la adenosina. Los
resultados sugieren que es posible utilizar la técnica para evaluar el grado de dafio
mitocondrial por el cancerigeno y su prevencion por el tratamiento con el derivado de
la adenosina, midiendo el % de enzimas activas en los geles nativos. El aceptar que el
origen de las neoplasias es una enfermedad metabdlica producida por una disfuncion
primaria de las mitocondrias, es un concepto revolucionario que cambia totalmente los
actuales procedimientos de tratamiento y abre la puerta a medidas de prevencién no
contempladas con anterioridad.
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Figura 1. (A) Calculo densitométrico de bandas de actividad de ATPasa en geles nativos
en gradiente, (B) correspondientes a la forma monomeérica, en extractos de digitonina
de mitocondrias de higado de rata medidas en geles nativos azules de gradiente de un
promedio de 6 determinaciones , tomando el control de cada experimento como 100% vy
calculando una desviacion estandar. Las ratas fueron tratadas en las siguientes
condiciones; Control (C): ratas wistar macho de 200 g de peso mantenidas en
condiciones normales por 18 semanas. (D): Ratas a las que se les administré por
inyeccion intraperitoneal 50 mg por Kg de peso de un cancarigeno (DEN: dietil
nitrosamina) inyectadas por 18 semanas, 1 vez por semana. (P): Ratas sometidas a un
programa de prevencion: inyectadas con la misma dosis de DEN y simultaneamente con
un derivado de adenosina (IFC 305) a una dosis de 50 mg por kilo de peso 1 vez por
semana por 18 semanas.
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Resumen

El mecanismo por el cual una proteina adquiere su estructura terciaria a partir de
su secuencia de aminoacidos ha sido un problema que se ha tratado de resolver por
muchos afios por muchos investigadores. Se han obtenido resultados importantes, sin
embargo, todavia hay problemas que aclarar. Una de las preguntas que existen
actualmente es si los datos que se han obtenido in vitro reflejan los eventos que
ocurren in vivo. En esta breve revision se mencionan los principales puntos en que los
dos procesos parecen mostrar diferencias importantes.

Palabras Clave: Proteinas, estructura terciaria, plegamiento
Abstract
The problem of how a protein acquires its tertiary structure from its amino acid

sequence has been studied for a long time by many investigators. Important results
have been obtained, however there are still many questions that remain to be
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answered. A current question is whether the folding that occurs in vitro reflects the
events that take place in vivo. In this brief review, the points in which the two processes
apparently differ will be described.

Key words: Proteins, structure folding

Introducciodn

Las proteinas son las entidades moleculares que directamente ejecutan la
miriada de funciones y trabajos que caracterizan de todos los seres vivos. Dado la
multitud de trabajos que los organismos vivientes llevan a cabo, no es de extrafiar que
las proteinas sean unas de las estructuras moleculares mas complejas que se conocen
y que mas han llamado la atencion de muchos investigadores de distintas disciplinas.
Es interesante que la investigacion sobre la naturaleza, estructura y funcion de estas
fascinantes moléculas tiene una historia de varias décadas, y por lo tanto, se podria
pensar que dado el tiempo que centenas de investigadores han empleado en
estudiarlas ya se sabria con certeza como se forman, adquieren su estructura y
trabajan. Sin embargo, las proteinas son entidades moleculares sorprendentes y cada
vez es mas claro que aun falta mucho por descubirir.

Desde hace muchos afios se sabe que las proteinas se forman por la unién de
un numero muy variable de aminoacidos enlazados unos con otros por medio de
uniones peptidicas. Existen proteinas que constan de unas decenas de aminoacidos,
pero hay otras que estan formadas por cientos de aminoacidos, y algunas contienen
varios miles. Un hecho sorprendente en el universo de las proteinas es que, sin
importar la especie a la que pertenecen, todas estan integradas por solo 20
aminoacidos diferentes (se debe mencionar que algunas proteinas contienen un par de
aminoacidos distintos a los convencionales, pero éstas son poco frecuentes). El que
con solo 20 aminoacidos se puedan formar miles de proteinas diferentes obviamente
llamé6 la atencion de los investigadores, los cuales después de algunos estudios
llegaron a la conclusion de que el orden en que estan colocados los aminoacidos que
las constituyen es lo que le confiere a las distintas proteinas estructuras
tridimensionales Unicas, y en consecuencia, cada una de ellas puede lleva a cabo una
funcion especifica. Naturalmente para los que deseaban conocer intimamente las
proteinas, el conocimiento de la secuencia de los aminoacidos que forman a las
proteinas se hizo imperativo.

Con el desarrollo de la biologia molecular y el desarrollo muy impresionante de
tecnologias de secuenciacion de nucleotidos y aminodcidos ahora es posible conocer
de manera relativamente facil, la secuencia de aminoacidos de la proteina que se
guiera. Casi en paralelo a estos avances, se desarroll6 la cristalografia y la resonancia
magnética nuclear; como resultado ahora se conoce la estructura de miles de proteinas
a nivel atdmico. De igual importancia es que toda esa informacién esta accesible en los
llamados bancos de datos. Cada uno de los logros mencionados es un triunfo de la
ciencia contemporanea, sin embargo, ain no se conoce con certeza y en su totalidad
como se forman las proteinas, ni coOmo una secuencia de aminoacidos origina una
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estructura tridimensional precisa con la capacidad de realizar una funcion Unica. En
este capitulo se describen algunos de las incognitas sobre la formacién de las
proteinas tanto in vitro como in vivo que, desde el punto de vista del autor, ameritan ser
explorados.

Plegamiento de las proteinas in vitro

El dogma en los estudios sobre como las proteinas adquieren una estructura
tridimensional precisa y fisiolégicamente competente surgié hace cerca de 40 afios
cuando Anfinsen [1] demostré que una enzima desplegada por la accién de una agente
desnaturalizante adquiria su estructura nativa cuando se eliminaba el desnaturalizante
en presencia de agentes reductoras. El hallazgo ha sido la base de mucha de la
investigacion actual, de hecho hay cientos de trabajo con una multitud de enzimas
diferentes que validan la observacion. En su junto estas observaciones indican
claramente que la informacion para lograr un plegamiento funcional depende del orden
en que estan colocados sus aminoacidos, y que ademas el proceso es espontaneo.
Dado que la informacién para el plegamiento correcto reside en su secuencia de
aminodcidos, las preguntas que surgen son ¢ Cual es la naturaleza de esa informacion?
y ¢,cO0mo se manifiesta dicha informacion?.

Para empezar, se puede considerar que el plegamiento ocurre por interacciones
al azar entre los distintos aminoacidos de una cadena polipéptidica. Obviamente que
esta posibilidad se evalud, y se encontr6 que si se toma en cuenta el nimero de
posibilidades de interaccion entre los distintos aminoacidos que integran una proteina
para que finalmente se forme una estructura exitosa, resulta que el tiempo que se
necesitaria para obtener una proteina correctamente plegada no es compatible con la
existencia del mundo biolégico [2]. Dada esta situacidén, surgieron hipotesis y se
hicieron experimentos, tanto in vivo como in vitro, para tratar de entender como las
proteinas adquieren la estructura correcta a partir de su structura primaria.

Los experimentos in vitro generalmente consisten en desnaturalizar a una
proteina utilizando algin agente quimico como urea o alguna sal de guanidina, o por
medio de agentes fisicos como calor y presion. A continuacion se remueve el agente
desnaturalizante y se empieza a registrar los eventos que ocurren en el camino de la
proteina hacia su estructura nativa. En varios casos, se ha observado que el
plegamiento sigue un camino secuencial, o sea que en la ruta del plegamiento existen
intermediarios. A partir de las observaciones y con el deseo de tener un modelo de los
eventos que se observaban aparecid el modelo del embudo [3]. EI modelo refleja en
forma gréfica la ruta que sigue una proteina desplegada hacia la estructura nativa. Se
visualiza que la proteina desplegada viaja de la parte superior del embudo a través de
multiples estados y distintas conformaciones hasta que finalmente se llega al fondo, el
cual se visualiza como el estado en que la proteina esta en su conformacion nativa y en
un nivel de minima energia.

Un punto importante en el modelo del embudo es que la proteina puede llegar
por distintos caminos a su estado final, lo cual se ha demostrado experimentalmente.
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Por ejemplo, en un estudio sobre la cinética y energética del camino que sigue las
triosafosfato isomerasa de distintas especies y recopilacion de datos de la literatura [4]
se observo que en su ruta de plegamiento, cada una de las enzimas muestra distintas
relaciones de velocidades en los diferentes pasos de la ruta del plegamiento, a pesar
de gque en todas se llega al estado funcionalmente activo Esto implica que
dependiendo del camino hacia la forma nativa, la proteina puede encontrar obstaculos
(o adquiere conformaciones) que retrasan, pero no impiden, su viaje hasta el estado
final. Cabe mencionar que los obstaculos son de naturaleza cinética, ya que al final del
vigje se llega al mismo estado.

Los datos que se han obtenido en numerosos laboratorios sobre la adquisicion
de una estructura nativa a partir de una cadena polipeptidica desplegada y
desordenada por algun agente desnaturalizante demuestran claramente que la
estructura primaria de las proteinas contiene la informacion para formar las proteinas
que llevan a cabo el trabajo celular. Por otro lado, los experimentos han sido
fundamentales para entender la cinética y la termodinamica del proceso de
plegamiento. Sin embargo, cuando se examina la literatura se encuentran situaciones
gue no encajan facilmente con la reaccion:

Secuencia de aminoacidos — Proteina nativa

A pesar de gue se incluyan pasos intermedios. Por ejemplo, en muchas proteinas se ha
encontrado que después de desnaturalizarlas y eliminar el agente desnaturalizante,
solo una porcion vuelve a su estado nativo, e incluso hay algunas en las que ni siquiera
una pequefia porcion se llega a plegar correctamente [5] Se ha explorado la causa de
este fendbmeno y una de las explicaciones es que en la ruta de plegamiento existe un
intermediario del plegamiento que puede seguir dos caminos:

Proteina desplegada <« Intermediario < Proteina nativa

!

Estructura incorrecta
(agregados)

En la secuencia de reacciones, es facil visualizar que el intermediario puede dar
lugar a estructuras nativas, pero también transformarse en una proteina que no tiene la
estructura correcta. Cuando se sigue el camino equivocado, es frecuente que las
proteinas incorrectamente plegadas formen agregados, lo cual indica que en la
superficie del intermediario existen grupos hidrofébicos cuya tendencia natural es
interactuar con grupos similares de otras proteinas que también tienen una
conformacion equivocada.

Como en cualquier proceso quimico o metabdlico, la secuencia de reacciones
ilustrada arriba implica cambios en energia libre (AG). Los experimentos in vitro indican
gue es posible pasar del estado desnaturalizado al renaturalizado sin aportes
energéticos externos. Esto quiere decir que el proceso ocurre espontdneamente y por
tanto tiene un AG favorable. Por otro lado, e independientemente de la naturaleza del
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intermediario, la secuencia de reacciones implica que en la formacion de la proteina
nativa o las estructuras incorrectas también intervienen factores cinéticos.

De hecho, si se examina la secuencia de reacciones, se puede ver facilmente
gue si la velocidad de la reaccion del intermediario hacia la proteina nativa es mayor
que la que se dirige hacia las estructuras incorrectas, seria dificil que en el proceso de
formacion de proteinas nativas se formaran estas Ultimas. Viceversa, si la velocidad de
la reaccion hacia las estructura incorrectas es mayor que la de la reaccién que da lugar
a la estructura nativa, la formacion de estructuras incorrectas seria mayor que la de
estructuras correctas. En ultima instancia, la secuencia de reacciones implica que en la
formacion de proteinas participan factores termodinamicos, esencialmente el cambio de
energia libre entre el estado inicial (proteina desplegada) y final (proteina nativa), que
siempre son favorables para la formacién de estructuras nativas y funcionales. Pero,
como se muestra en la serie de reacciones, la formacion de proteinas también esta
sujeta a factores cinéticos.

Generalidades del plegamiento de proteinas in vitro e in vivo

Los experimentos in vitro han sido fundamentales en el desarrollo de los
conceptos actuales sobre los mecanismos y factores que participan la formacion de las
proteinas; es importante afiadir que, por medio de experimentos in vitro, también se ha
logrado determinar la estabilidad termodinamica de las proteinas e intermediarios en su
camino hacia la estructura nativa [4]. Sin embargo, una pregunta que por muchos afos
ha estado en la mente de los investigadores es si los experimentos in vitro reflejan los
eventos que ocurren in vivo. Las dudas estan plenamente justificadas y una parte del
problema, en particular la formacion de agregados en el interior celular, se resolvid
cuando se descubrieron y se conocio el mecanismo de accion de un tipo particular de
proteinas, que genéricamente se han llamado chaperonas. Estas moléculas atrapan a
proteinas parcialmente plegadas y las liberan en el momento adecuado. Por medio de
su accion, se previene, o cuando menos se disminuye, la formacién de proteinas
incorrectas. También se descubrieron enzimas que catalizan la transformacion de
algunos aminoacidos de la forma cis a la forma trans; su funcién es conferir
rapidamente al aminoacido una conformacién que favorezca y estabilice su interaccion
con otros aminodcidos de la proteina. La existencia y accion de estas enzimas
eliminan, o cuando menos disminuyen, la posibilidad de que una proteina siga por un
camino indeseable.

De cualquier forma, la inquietud continla, especialmente cuando se comparan
los sistemas experimentales que generalmente se emplean para evaluar como ocurre
la formacién de una proteina in vitro y como sucede la formacién de las proteinas en el
interior celular. Como se menciond, los experimentos in vitro se llevan a cabo con
proteinas que ya han sido aisladas y purificadas de alguna fuente bioldgica, o de
extractos de células en las que se previamente se habia sobre-expresado la proteina
deseada. En otras palabras, en los experimentos in vitro, se parte de una cadena de
aminoacidos que previamente adquirié su estructura correcta.
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In vivo, la formacién de una proteina es un proceso mucho mas complicado en el
gue participam reacciones y procesos que, en general, no se toman en cuenta en los
sistemas in vitro. Unos datos relevantes sobre si el plegamiento de las proteinas es
diferente in vivo e in vitro surgieron de experimentos que mostraban que las
conformaciones en la cadena polipeptidica naciente en el ribosoma son diferentes a las
gque se habian observado in vitro [6]. Lo cual sugiri6 que in vivo e in vitro, el
plegamiento de las proteinas podia ocurrir a través de rutas diferentes.

La maquinaria celular de sintesis de proteinas

La biosintesis de las proteinas en el interior de las células se lleva a cabo en los
ribosomas, unas estructuras enormes y complicadas, a través de un proceso
secuencial en el que en cada paso intervienen distintas moléculas. Como se describe
en cualquier libro de bioquimica, en la sintesis de una proteina participa un RNAmM que
se coloca en una posicion precisa entre la subunidad grande y pequefia del ribosoma.
En el siguiente paso intervienen los RNAts cargados con sus aminoacidos
correspondientes. Después de una serie de sefales y arreglos moleculares e
interacciones entre codones y anti-codones, un aminoacido se enlaza a otro; el ciclo se
repite con otro aminoacido que previamente se unio a su RNAt y se transfirio hacia el
complejo ribosoma-RNAm, y asi sucesivamente. Por tanto, in vivo la cadena
polipeptidica crece a partir de su amino terminal residuo por residuo, hasta que
finalmente se enlazan todos los aminoacidos que constituyen a la proteina. Cuando se
llega a este punto, la proteina, por medio de una sefal de paro, se libera del ribosoma.

Son muchos los factores cinéticos y estructurales que ocurren en el ensamble de
los aminoé&cidos a nivel de los ribosomas. Pero uno de los més intrigantes es la
existencia de un tunel en la subunidad grande de los ribosomas. Se ha demostrado que
después de que un amino aminoacido se enlaza a otro, el primer aminoacido (el amino
terminal) penetra al tunel, y en la medida que se van enlazando mas aminoacidos, el
primer aminoécido y los que los siguen se desplazan a través del tanel. Como
resultado, durante la sintesis de proteinas, el tinel siempre esta ocupado por residuos
gue se ven enlazando unos con otros a partir de su amino terminal. Cuando unos 20 o
30 aminoacidos (el niamero preciso aun no esta muy bien defnido) se han enlazado y
pasado a través del tunel es cuando el amino terminal de la proteina sale al exterior de
los ribosomas. El proceso continda hasta que todos los aminoacidos de la proteina se
han enlazado y han pasado a través del tunel. Es bastante peculiar que el diametro
interior del tunel es lo suficientemente grande para acomodar una a-hélice, lo cual ha
llevado a pensar que en el tinel se puedan formar este tipo de estructuras, [7], o sea,
gue el plegamiento de una proteina se podria iniciar cuando solo unos cuantos
aminoécidos se han enlazado.

Plegamiento co-transduccional

Otra pregunta sobre la biosintesis de las proteinas es si la que emerge del tunel
del ribosoma es una cadena polipeptidica desordenada que posteriormente adquiere su
estructura tridimensional. En principio es dificil aceptar que en el interior de las células,
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una proteina que acaba de nacer exista como una cadena polipeptidica desplegada.
Ademas de problemas de espacio, todas las proteinas contienen residuos hidrofébicos
cuya tendencia natural en el medio acuoso intracelular es la de interactuar con otros
aminoécidos apolares. Puesto en otra forma, en términos energéticos, la existencia de
una estructura proteica desplegada en el interior celular es dificil de concebir; en
consecuencia, se puede hipotetizar que desde que se inicia la formacion de una
cadena polipeptidica, sus aminoacidos empiezan a interactuar. El pensamiento eparece
correcto, pero uno se pregunta si existe evidencia de que esta linea de pensamiento es
cierta. Incluso se puede aceptar que dadas las caracteristicas fisico-quimicas de los
aminoacidos es muy factible que en una proteina naciente, unos aminoéacidos
interactien con otros, pero entonces surge la pregunta si esas interacciones son
relevantes en la formacion de la estructura nativa.

Los experimentos para abordar el problema no son faciles, se requiere estudiar y
caracterizar, o cuando menos determinar, si la proteina naciente unida al ribosoma
muestra alguna de las caracteristicas estructurales o funcionales de la proteina nativa,
A pesar de lo dificil del problema ha habido resultados ilustrativos. En uno de los
primeros estudios, Mekeyev et al [8], a partir de datos en los que se habia visto que la
luciferasa unida a los ribosomas no mostraba actividad, pensaron que la falta de
actividad se debia a que los aminoacidos de la porcion carboxi-terminal de la luciferasa
aun estaba sumergida en el ribosoma. Para examinar esa posibilidad, los autores
alargaron la cadena polipéptidica a partir de su residuo carboxi-terminal con 26
residuos y encontraron que la proteina unida a los ribosomas efectivamente tenia
actividad catalitica.

Ademas de las observaciones anteriores existen otros datos que apoyan la idea
de que la proteina naciente unida a los ribosomas posee una estructura funcional. Por
ejemplo, la union de ligandos, como el grupo hemo, a una proteina requiere que la
proteina tenga un sitio en la conformacién precisa para aceptar y unir dicho ligando. Se
ha visto que la globina unida a los ribosomas puede unir el grupo hemo cuando solo
sus primeros 86 residuos se han enlazado [9] En las proteinas nacientes aun unidas a
los ribosomas también se ha visto que éstas pueden unir anticuerpos especificos [10],
de igual manera, se ha observado que en las proteinas unidas a ribosomas se
establecen puentes disulfuro en los sitios correctos [11].

Los ejemplos anteriores son solo algunos de una lista relativamente grande de
trabajos que ilustran que las proteinas nacientes pueden plegarse y adquirir una
estructura que mimetiza la accion de las proteinas nativas, ver por ejemplo, las
revisiones de Komar [12] y Marin [13] sobre el plegamiento co-traduccional.

Plegamiento de las proteinas in vivo

Los estudios sobre la renaturalizacion de proteinas in vitro han revelado que
proteinas relativamente pequefas se pueden plegar a su estructura nativa en tiempos
de segundos 0 menos, y que la adquisicidén de estructura secundaria y contactos entre
los residuos que integran a una proteina puede ocurrir en escalas de tiempo mucho
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mas cortas [14]. La biosintesis de proteina in vivo es mas lenta, a nivel del ribosoma se
enlazan entre 2 y 4 aminoacidos por segundo [15], aunque también se ha descrito que
la velocidad es de aproximadamente 12 residuos por segundo [16]. En una forma u
otra, las cifras son interesantes ya que sugieren que el paso limitante en la sintesis de
la proteina in vivo es la formacion de la cadena polipeptidica.

En este sentido, es apropiado mencionar que desde hace mas de dos décadas
se consider6 que el plegamiento correcto de una proteina podria estar modulado por la
velocidad a la que un aminoacido se enlaza con otro a nivel del ribosoma [17]. Es
interesante que los autores del trabajo escribieran: “... we suggest that their (de las
cadena polipeptidicas) gene sequences have evolved to control the rate of translational
elongation such that the synthesis of defined portions of the polypeptide chain is
separated temporarily....”. En su trabajo, los autores llamaron la atencién a la
posibilidad de que durante el alargamiento de una cadena polipeptidica, los
aminoacidos no se enlazaran a una velocidad constante, sino que en la sintesis de una
cadena polipeptidica existieran retrasos 0 pausas que estaban dictados por la
traduccion de determinados codones. Los autores sugirieron ademas que las pausas
son fundamentales en la formacion de las proteinas funcionalmente activas.
Obviamente que la pregunta que surgio era que si en realidad existen dichas pausas, y
en caso de existir, si éstas son necesarias en la formacién de una proteina.

Una de las ideas que surgieron fue que las pausas sirven para que la porcién de
la cadena polipeptidica que ya estaba formada tuviera tiempo para adquirir una
estructura terciaria que fuera indispensable para que el resto de la proteina adquiriera
la conformacion correcta. En cierta forma, las pausas serian equivalentes a las comas
de nuestros textos y cuya utilidad es proporcionar coherencia al escrito. Por lo tanto, es
importante examinar si hay factores que pudieran ocasionar pausas en el crecimiento
de la cadena polipeptidca.

En relacion a este punto, es interesante recordar que la informacion del DNA del
ndcleo se transmite a los ribosomas por medio del RNAmM que contiene los codones
gue interactian especificamente con un triplete de bases de un RNAt que transporta
determinado amino&cido. Es un tanto peculiar que aunque la materia prima para la
sintesis de proteinas son los 20 aminoacidos candnicos, en el mundo bioldgico existen
61 codones (hay otros tres codones que sirven como sefial de paro). Esto simplemente
implica que hay mas de un codon y mas de un RNAt (con su respectivo anti-codon)
para cada aminoacido. Los estudios que se hicieron hace varios afios confirmaron que,
excepto para triptofano y metionina (en que solo hay un codon para cada uno de ellos),
para los 18 aminoaciduos restantes existen varios codones y, en consecuencia, varios
RNAt para cada uno de ellos. El nimero de codones para cada uno de los 18
aminoacidos es variable, siendo los codones para arginina y leucina los mas
abundantes, seis para cada uno de ellos.

A los codones que codifican para mas de un aminoacido se la ha llamado
“sindnimos”, ya que codifican para el mismo aminoacido, pero debido a que algunos
son mas frecuentes que otros, a los menos frecuentes se les ha llamado codones
‘raros”. Cabe aclarar que cada especie tiene un uso de codones particular; en otras
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palabras en distintas especies bioldgicas existen relaciones diferentes entre codones
raros y frecuentes. Ya que la abundancia y relacion entre codones raros y frecuentes
es variable en diferentes especies, el término codones raros puede ser aplicable en
algunas especies, pero no necesariamente en otras. Ya que los codones sin6nimos, ya
sean raros o frecuentes, codifican para el mismo aminoacido, se podria esperar que no
importaria el codén sinbnimo que se emplee, la proteina resultante tendria ese residuo,
visto desde este punto de vista, a este tipo de codones también se les ha calificado
como codones “silenciosos”. Aunque las aseveraciones anteriores son correctas, se ha
encontrado que el uso de codones tiene implicaciones importantes en la estructura de
la proteina que surge de los ribosomas (ver revisiones [12] y [13]).

En la actualidad, por medio de la bioinforméatica se exploran los aspectos
evolutivos del codigo genético y se ha encontrado que éste es un fenédmeno complejo
gue, entre otras cosas, esta relacionado con el uso de codones en diferentes especies.
El hallazgo tiene implicaciones teéricas y practicas. Por ejemplo, hace pocos afios se
observo [18] que una mutacion “silenciosa” en el gene que codifica para la proteina P-
gp que participa en el transporte de drogas, da lugar a una proteina con caracteristicas
estrucurales y cinéticas diferentes a la proteina que esta codificada “correctamente”. A
la luz de estos datos, uno se puede preguntar si el uso de codones contribuye de
manera similar en la formacion de otras o todas las proteinas. La pregunta esta abierta;
algunos estudios sobre el uso de codones y su posible participacién en los mecanismos
de sintesis de las proteinas y la adquision de su estructura funcional se mencionaran
mas adelante.

Desde el punto de vista tecnolégico, el uso de los codones es particularmente
importante. Ya que cada especie tiene un patron definido de uso de codones, ha
surgido la pregunta sobre si la expresion de proteinas en sistemas heterélogos se
podria mejorar tomando en cuenta este factor. Por ejemplo, uno de los sistemas mas
usados para la expresion de proteinas es Escherichia coli, sin embargo la bacteria tiene
un uso de codones que en muchos casos difiere de la especie de la que provino la
proteina que se desea expresar. En gran medida, el problema se ha resuelto utilizando
células en el que las secuencias codificantes se han optimizado. Otra de las formas
para mejorar el sistema de produccién de la proteinas es introduciendo en el gene
codones que son aceptados por el sistemas bioldgico de expresion. En un caso muy
ilustrativo sobre el uso de codones en la expresibn de proteinas en sistemas
heterélogos [19], se encontrd6 que efectivamente, la expression del gene de una
proteina que fija acidos grasos proveniente de Echinococcus granulosos en E. coli, se
afecta drasticamente por el uso de codones; ademas, los autores vieron que €stos son
particularmente importantes en la porcion que une dos a- hélices de la proteina. Lo
anterior apoya la idea de que el el uso de codones puede jugar un papel central en el
plegamiento in vivo de la proteina.

La influencia que puede tener el uso de codones en la formacion de proteinas,
en especial los codones raros, es un campo muy activo, en gran medida por su
importancia biotecnologica. Entre otras cosas, se ha visto que hay relacion entre la
eficiencia de la traduccion de cada codon y la abundancia de RNAts que participan en
la traduccion de ese codon [20]. Esto puede indicar que la sintesis de una proteina se

90



puede detener o dar una estructura no deseable si en el RNAm existe un codon para el
cual existe una baja concentracion del RNAt que reconoce ese codon. En ese punto,
puede ocurrir una pausa en la sintesis de la cadena polipeptidica que puede (0 no)
tener repercusiones sobre la cantidad de proteina final. De hecho, se ha documentado
gue la expresion de proteinas heterdlogas en E. coli puede verse afectada por la
presencia de codones raros en el gene de la proteina que se desea expresar. En E.
coli, los codones particularmente importantes son los que codifican arginina, isoleucina
y leucina. En este caso la pausa esté directamente relacionada con la concentracion
relativamente baja de los RNAt para dichos aminoéacidos. Para solucionar el problema
se han fabricado cepas de expresion que resuelven el problema, una de ellas es la
llamada CodonPlus de E. coli en la que se sobreexpresan los genes que codifican
genes para RNAt que reconocen los codones raros para arginina, isoleucina y leucina
[21].

Los estudios que se han mencionado se han hecho en sistemas de expresion
heterdlogos, asi es que cabe la pregunta de si existen factores de regulacion en la
velocidad de la traduccién que tengan importancia fisiolégica. Zhang y cols [22]
estudiaron las causas de que dos isoformas de la actina presentaran diferentes
estabilidad y sensibilidad a ubiquitinilacion. ElI grupo encontré que la forma menos
estable posee una lisina expuesta al solvente, lo cual la hace susceptible a reaccionar
con ubiquitina. Lo fascinante de los datos es que las caracteristicas de la ultima se
relacionan con la secuencia de nucledtidos en el gene, lo cual resultaba en diferentes
velocidades de traduccion.

Hay un punto que vale la pena sefialar. Como se mencion6 anteriormente, en la
medida que se unos aminoacidos se enlazan con otros, la cadena polipeptidica
creciente viaja a traves del tunel ribosomal. En términos muy simples, ésto quere decir
gue el plegamiento hacia la estructura terciaria de la proteina tendria que a ocurrir
después de unos que unos 20 a 30 residuos se han enlazado. De esta manera, se
puede suponer que un retraso en la formacién de una una peptidica tendrd impacto en
los 20 o 30 que se ensamblaron previamente y que salieron del ribosoma, y no en la
zona del residuo que se esta uniendo a otro.

Errores en la formacién de proteinas

Los trabajos anteriores muestran que las pausas en el enlace de un aminoéacido
con otro pueden afectar la estructura final de las proteinas que salen del ribosoma. Sin
embargo, a pesar de que los hallazgos son convincentes, no es posible concluir que las
pausas en el ensamble de los aminoacidos de una proteina siempre tienen
repercusiones en la estructura y propiedades de todas las proteinas que se sintetizan in
vivo. Existen numerosas observaciones en muchos laboratorios que demuestran que
en sistemas heter6logos, a pesar de que el gene posea codones raros, se obtienen
proteinas funcionalmente activas y estructuralmente correctas. En una forma u otra, las
observaciones ciertamente sugieren que en el campo de la cinética en la formacion de
proteinas hay puntos que es importante definir.
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Los estudios sobre las pausas que pueden ocurrir durante la formaciéon de las
proteinas indican que la cinética de su sintesis puede influir de manera importante en la
adquisicién de la estructura terciaria de las proteinas. Sin embargo, esa no es toda la
historia. También se ha demostrado experimentalmente que los sitios con codones
raros son susceptibles a sufrir errores en la traduccién de dicho codén. En un estudio
relativamente reciente [23] se encontro que cuando el gene de la triosafosfato
isomerasa de humano se expresaba en E. coli BL21, se obtenian dos enzimas
claramente distinguibles. En estudios posteriores se observé que cuando la expresion
se llevaba a cabo en la cepa CodonPlus (que contiene un exceso de RNAt para
arginina, isoleuciena, y leucina), Unicamente se expresaba una de las dos formas.
Posteriormente se observé [24] que la formacion de una de las dos formas de la
enzima que se habia expresado en E. coli BK21 se debia a un error en la traduccion en
un codon raro para arginina que resultaba en la incorporacion de lisina. El error en la
traduccién de arginina por lisina no es extrafio, se han estudiado los factores
involucrados en los errores de traduccién y se ha encontrado que en gran parte se
deben a la relacion de concentraciones entre los RNAt para arginina y lisina [25, 26].

El medio intracelular en la formacion y estabilidad de las proteinas

Finalmente es necesario recordar que los estudios in vitro se llevan a cabo en
condiciones controladas de pH, sales, temperatura y concentracion de proteina. A
pesar de las precauciones, las condiciones son distintas a las condiciones que ocurren
en el interior de las células. Una diferencia importante entre las dos condiciones es que
la concentracion de proteina en el medio intracelular puede ser hasta de 300 o 400 mg
de proteina por ml, lo cual puede tener efectos drasticos sobre la actividad
termodindmica del agua en el espacio celular. Pero existen otros factores, por ejemplo
se ha estudiado in vitro si la presencia de proteinas afecta la velocidad de plegamiento
y estabilidad de proteinas. Sorprendentemente se encontré [27] que la velocidad y
magnitud del plegamiento de varias proteinas se afecta favorablemente por la
presencia de proteinas marcadamente diferentes a las que se estudiaban. Cuando se
estudio el fenbmeno con mas detalle se encontré que las interacciones débiles entre
diferentes proteinas contribuyen de manera importante a su estabilidad.

En resumen, la pregunta sobre como las proteinas adquieren su estructura
tridimensional fisiologicamente activa no se puede contestar totalmente. La razon es
gue a pesar de que los estudios se hacen con cuidado e imaginacion y arrojan datos
incontrovertibles, se encuentra que son demasiados los factores que participan en la
formacion de estas grandes biomoléculas. Por tanto, tal vez no sorprenda que en la
medida que se profundiza sobre la biosintesis de las proteinas y se empiezan a tomar
en cuenta los eventos que ocurren en el interior celular, surgen datos que simplemente
no se explican de manera simplista con los dogmas y mecanismos conocidos hasta
ahora. La pregunta sobre cual es y como se expresa el cédigo que rige la formacion de
estructuras terciarias y cuaternarias aun esta vigente. Entre otras cosas parece que un
componente importante en el codigo genético involucra factores cinéticos, es decir el
cbdigo genético no es simplemente codén — aminoacido incorporado, de hecho, un
factor que puede estar involucrado en la adquisicion de la estructura terciaria de una
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proteina es la velocidad a la que se enlazan los distintos aminoacidos. Finalmente, es
conveniente recordar que la mayoria de las enzimas son oligdmeros. Los mecanismos
de oligomerizacién in vitro se ha estudiado mucho, pero aln hay pocos datos sobre la
biosintesis de oligdmeros en el interior celular.
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Resumen

El tratamiento indicado para reducir el tamafio del infarto en la patologia
isquémica cardiaca es la reperfusion arterial coronaria. A pesar de que este procedimiento
se ha optimizado notablemente mediante diversas técnicas, paraddjicamente contribuye a
aumentar la tasa de mortalidad en pacientes, constituyendo un factor de riesgo extra para
el miocardio isquémico. A este fendmeno se le conoce como dafio por reperfusion y se ha
ligado intimamente con la funcidon mitocondrial.

Estudios recientes demuestran que el corazon isquémico puede activar

mecanismos enddgenos de proteccion ante el dafio por reperfusion, si se le acondiciona
con periodos cortos de hipoxia y normoxia. Este acondicionamiento induce la activacion
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de cascadas de sefializacion que son integrados por la mitocondria, determinando el
destino final de la célula cardiaca.
Palabras clave: cardioproteccion, mitocondria, cascadas de sefializacion.

Abstract

Coronary artery reperfusion is the indicated treatment to reduce infarct size in
ischemic pathology. Although this proceeding has been optimized through diverse
techniques, paradoxically contributes to increase mortality among patients, becoming an
extra risk to the ischemic myocardium. A close relationship between this phenomenon and
mitochondrial function has been established.

Very interestingly, recent studies have demonstrated that the ischemic heart
posses the ability to activate endogenous protective mechanisms after the application of
short cycles of hypoxia and normoxia. Such ischemic conditioning activates signaling
cascades that are integrated by mitochondria, determining the final fate of the cardiac cell.

Key words: cardioprotection, mitochondria, signaling cascades.

INTRODUCCION

En México y en el mundo, las enfermedades del corazén y en particular el infarto
agudo al miocardio (IAM) ocupan el primer lugar entre las causas de muerte segun
estadisticas recientes [1]. El infarto al miocardio produce necrosis y la pérdida contractil de
los cardiomiocitos en la periferia de la arteria coronaria afectada (Figura 1A). El &rea del
dafio por el evento isquémico agudo, incluye tanto a las células dafiadas
permanentemente como a aquellas con una pérdida temporal de la funcion contréctil,
condicion a la que se conoce como “miocardio aturdido” [2]. También incluye a los
cardiomiocitos sobrevivientes que pudieron adaptarse a un medio persistentemente
isquémico a través de modificaciones fenotipicas que reducen su contractilidad
(hibernacién), pero que con el tiempo derivan en un miocardio estructuralmente
degenerado, aumentando la region del ventriculo izquierdo que serd permanentemente

hipocontractil.

Todos estos factores alteran significativamente la esperanza de sobrevida de los
pacientes. El tratamiento indicado para reducir el tamafio del infarto en la patologia
isquémica cardiaca es la reperfusién arterial coronaria (Figura 1B), que a pesar de ser un

procedimiento que se ha optimizado notablemente mediante técnicas de intervencion
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primaria percutanea y trombolisis, paradéjicamente, contribuye a aumentar la tasa de

mortalidad, por lo que constituye un factor de riesgo extra para el miocardio isquémico.

Figura 1. Infarto agudo al miocardio antes y después de la reperfusion. A) Area
afectada por constricciébn de la arteria coronaria izquierda durante el IAM y B)
Imagen de la zona tras la aplicacion de intervencion primaria percutanea y
restauracion del flujo de reperfusion.

Dafio por reperfusion

Este fendmeno, descrito por primera vez en los afios 70’s por Jennings y Kloner
[3] causa dafio estructural y funcional adicional al que sufre el miocardio durante el
periodo isquémico. En modelos animales se ha demostrado que como consecuencia del
dafio por reperfusion, se incrementa hasta en un 50% el tamafio final de la zona infartada
[4]. Por lo tanto, la reduccién del dafio por reperfusion, es el objetivo de multiples estudios

para mejorar la prognosis del paciente tras un evento de IAM.

El dafio por reperfusién es consecuencia de multiples mecanismos que se activan
tanto en el interior de la célula, como en el exterior de la misma [5]. Fisiolégicamente, el
dafo se traduce en disfunciones del endotelio, del sistema vascular, del metabolismo y
de la contraccion; en la descompensacion en el flujo de sangre y en fenomenos de muerte

celular, como la necrosis y apoptosis.

En este sentido, se sabe que la mitocondria es particularmente sensible a
sobrecarga de calcio y al incremento en la produccién de especies reactivas de oxigeno
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gue aumentan durante la reperfusion. La disfuncién mitocondrial es considerada el “punto
sin retorno” en la muerte celular del miocardio. Un elemento clave en esta condicion, es el
poro de la transicion de la permeabilidad mitocondrial (PTPm) [6, 7]. Su apertura causa la
pérdida de la impermeabilidad mitocondrial a iones y sustratos, que se traduce en un
colapso del potencial de membrana, en el desacoplamiento de la cadena respiratoria y

gue favorece la salida de factores pro-apoptéticos hacia el citosol [8,9].

Post-acondicionamiento cardiaco.

En los ultimos veinte afios se ha reportado la utilizacion de multiples compuestos,
gue son capaces de disminuir en diferente medida, el dafio por reperfusion en modelos
animales [10, 11, 12]. Sin embargo, los intentos por reproducir estos resultados en la

clinica han sido, en la mayoria de los casos, desalentadores.

Recientemente, se describié una nueva estrategia para evitar el dafio por
reperfusion, basada en la demostracion de que el corazén puede “acondicionarse” de
manera enddégena, mediante la aplicacion de episodios breves de anoxia-normoxia, antes
de re-establecer la reperfusion prolongada [13]. Estos episodios intermitentes de
isquemia-reperfusion  (hipoxia-normoxia) son ahora conocidos como  post-

acondicionamiento (Figura 2).

Post-acondicionamiento

Isquerhia Reperfusion

30s/30s X 5

Figura 2. Esquema del protocolo de post-acondicionamiento. Los bloques en color
blanco indican el tiempo en que el corazén recibe oxigeno y nutrientes. En negro se
representa el tiempo en que el corazén se encuentra en estado de hipoxia
(Isquemia). En el recuadro aumentado se muestran los ciclos de post-
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acondicionamiento: 5 ciclos alternados de hipoxia-normoxia de 30 segundos cada
uno, aplicados antes de la reperfusion prolongada en un modelo de rata.

Mecanismos celulares activados durante el post-acondicionamiento.

Desde que este procedimiento se describid, se han estudiado intensamente los
eventos que se relacionan con la recuperacion de la funcion cardiaca y su aplicacion. Se
ha podido comprobar por ejemplo, que el tamafio del infarto y el dafio endotelial

disminuyen [13] y que la funcién cardiaca se recupera [13, 14, 15].

La respuesta enddgena de proteccion en el corazdn sugiere la participacion de
diversos mecanismos, entre los que destacan: la regulacion en la produccion de especies
reactivas de oxigeno, la disminucion de muerte por apoptosis [16], el mantenimiento de la

funcién mitocondrial y la inhibicién de la apertura del PTPm [17].

PC
~ 7

T T ] Repertusion

1T
lit g A
20000 ii %l E —

15000

25000 A

Mechanical Work
(mm Hg. beats/min)

10000

5000

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Time (min)

Figura 3. Efecto de la inhibicibn de la glucdlisis sobre la funcién cardiaca en
corazones con post-acondicionamiento. Corazones controles (m); corazones
isquémicos-reperfundidos (V¥); corazones isquémicos-reperfundidos y post-
acondicionados (e); corazones isquémicos-reperfundidos y post-acondicionados + 2-
deoxiglucosa (A ). Tomada de la referencia 16.

En este sentido, hemos reportado que el post-acondicionamiento también

estimula la glicélisis, como un mecanismo de emergencia en el periodo de transicion de
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metabolismo anaerdbico a aerobico, produciendo reservas de energia que el corazon
demanda durante la reperfusiéon temprana. En la figura 3, se observa que el trabajo
cardiaco de los corazones isquémicos-reperfundidos se pierde totalmente, en marcado
contraste con el trabajo cardiaco de corazones a los que se les aplico el post-
acondicionamiento, tras una isquemia prolongada. Al inhibir la glucdlisis con acido
iodoacético o con 2-deoxiglucosa, el efecto protector del post-acondicionamiento se
pierde.

Al igual que otros grupos de investigacion, hemos demostrado que la aplicacion
de la maniobra de post-acondicionamiento evita la disfuncion mitocondrial [14, 17]. El
consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas de corazones post-acondicionados es
comparable al de las mitocondrias de los corazones controles (Tabla 1); mientras que en
las mitocondrias de los corazones isquémicos reperfundidos la capacidad respiratoria se
pierde, al igual que su capacidad para acoplar el consumo de oxigeno a la sintesis de
ATP. (RC = 3.2 encontrolesy 3.9 en IR + PC vs 1 en IRg).

Estado 4 Estado 3 RC Respiracion Estado 4 Estado 3 RC
malato/glutama  malato/glutamat Desacoplada succinato + succinato +
te e (ng AO/min/mg) rotenona (ng rotenona (ng
(ng AO/min/mg) (ng AO/min/mg) AO/min/mg) AO/min/mg)

Control 53.0 169.5 3.2 84.3 15.2 81.3 5.3

IIR 39.6 39.6 méas 1 41.6 41.6 41.6 1
succinato: 51.8
IR + 56.5 224.7 3.9 108.4 20.3 88.9 4.3

PC

Tabla 1. Consumo de oxigeno en mitocondrias de corazones post-acondicionados. Se
muestran los valores de respiracion en estado 4, estado 3, el control respiratorio (RC) y
la respiraciébn desacoplada con sustratos del Complejo | (malato/glutamato) y I
(succinato) de la cadena transportadora de electrones. [I/R60: Mitocondrias de
corazones isquémicos-reperfundidos; I/R + PC: Mitocondrias de corazones isquémicos-
reperfundidos con post-acondicionamiento. Tomada de la referencia 14.

Ademas, encontramos niveles significativamente mayores de NAD®
intramitocondrial en corazones con post-acondicionamiento (I/R + PC), que en los
corazones isquémicos-reperfundidos (I/Rgo), o que sugiere que se preserva la integridad
de las membranas mitocondriales in situ (Figura 4). En el recuadro se muestra que la
proteccion conferida por el post-acondicionamiento, es semejante a la que brinda la CSA,
inhibidor selectivo del PTPm.

100



mg
=

noml WaD™ ¢

(=] ka L i [
B a i a L

PC

IRy IR+CSA

noml NAD* mg

Contral VR+ PC IHey

Figura 4. Contenido de NAD" mitocondrial en corazones post-acondicionados. 1/Rg
(isquemia-reperfusion); PC (post-acondicionamiento); I/R + CSA: corazones tratados
con un inhibidor del mPTP (CSA), antes de la isquemia/reperfusion. *P<0.05 vs.
control. Tomada de referencia 14.

Cascadas de sefializacion.

Otros estudios han demostrado que existe una estrecha relacion entre la
proteccion miocardica y la activacion de cinasas de sobrevivencia al dafio por reperfusion
RISK, por sus siglas en inglés (reperfusion injury survival kinase), como la via de PI3-
K/Akt (Phosphatidylinositol-3-kinase/Akt) y de MEK/ERK1/2 (mitogen-activated protein
kinase kinase/ Extracelular signal-regulated kinase 1/2) en animales como la rata y el
conejo [18, 19]. Se ha observado que PI3-K esta ligada a la via de la sintasa de 6xido
nitrico endotelial (eNOS) y que el éxido nitrico tiene al menos dos blancos principales en
mitocondria: los canales de potasio mitocondriales dependientes de ATP (mKatp) ¥ el
PTPm [20]. En este sentido hemos encontrado que la preservacion del trabajo cardiaco,
la disminucion del area infartada, la atenuacion de estrés oxidante y la preservacion de la
funcidon mitocondrial en corazones con co-morbilidad asociada al dafio isquémico, esta
asociada con el incremento en la activacion la via de cinasas MEK1/2-ERK 1/2 en el

citosol (datos sin publicar).
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Sefializacidon por especies reactivas de oxigeno.

Se sabe que el estrés oxidante es un factor muy importante en la génesis del
dafio por reperfusion, y por lo tanto se ha sugerido que la reduccion de las especies
reactivas de oxigeno (ERO) es determinante para la cardioproteccion. En corazones post-
acondicionados, se ha observado que las ERO disminuyen, que aumentan las reservas
antioxidantes al final de la reperfusion y que esto se relaciona con menor dafio oxidante

en proteinas y lipidos [14, 21, 22].

Auln cuando la sobreproduccion de ERO se asocia con el dafio por reperfusion y
en general con eventos patologicos, también se ha demostrado que a ciertas
concentraciones, pueden ejercer un papel fisiolégico activando la sefializacion y la
proliferacion celular [23]. Entre las evidencias experimentales que apuntalan el papel de
las ERO como moléculas de sefalizacion en el post-acondicionamiento, destacan las del
grupo de Penna (2006), quienes demostraron que si se administra el antioxidante N-acetil
cisteina (NAC) desde los ciclos de hipoxia-normoxia y durante la reperfusion, se pierde la
cardioproteccion conferida por el post-acondicionamiento en corazén de ratas [24], pero Si
la administraciébn del antioxidante se hace justo después de los ciclos de post-
acondicionamiento (es decir, sélo durante la reperfusion), la cardioproteccién se mantiene.
Esto significa que las ERO generadas de “forma controlada” durante los ciclos de hipoxia-
normoxia activan vias de sefializacion, que ayudan a prevenir del estallido oxidante que

ocurre durante la reperfusion y que encienden otras vias de proteccion.

Integracion de sefiales intracelulares en la mitocondria.

Aunque las ERO funcionan como moléculas de proteccién activando proteinas
cinasas como PKC, p38 y/o JAK/STAT principalmente en el citosol [25,26, 27], también
se ha descrito que pueden activar a cinasas residentes en mitocondria, como la PKCe
[28]. De igual forma, se ha demostrado que la funcién de componentes mitocondriales
puede ser regulada por modificaciones oxidativas y nitrosativas [29]. La participacion de
estas vias de sefializacion en cardioprotecciéon se ha demostrado al infundir radicales
libres en las arterias coronarias de corazones isquémicos-reperfundidos y bloqueando la

proteccion en corazones post-acondicionados administrando antagonistas para PKC [30].
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Como se menciond, hemos encontrado que la via de MEK1/2-ERK1/2 responde a los
estimulos activados durante el post-acondicionamiento en corazones isquémicos-
reperfundidos con co-morbilidad asociada. Actualmente estudiamos sus posibles blancos
intracelulares. Utilizando un modelo de isquemia/reperfusion in vivo, hemos encontrado
gue la inhibicion selectiva de esta via de sefializacion, tiene efecto sobre la funcién

mitocondrial y sobre el estado de fosforilacion de sus proteinas (Datos sin publicar).

Integracion de sefales intracelulares en el nucleo.

Otras vias de respuesta a ERO que pudieran estar relacionadas con el post-
acondicionamiento, son aquellas integradas a nivel transcripcional, En particular el factor
de transcripcion Nrf2-ARE (nuclear factor E2-related factor 2/Antioxidant Response
Element), regula la expresion inducible y constitutiva de numerosos genes cuyas
proteinas se encuentran involucradas en la destoxificacion y eliminacion de reactivos
oxidantes y electrofilicos. La exposicion a estrés oxidante o electrofilico provoca la
disociacion de Nrf2 de su proteina represora Keapl, rescatando asi a Nrf2 de la
degradacion proteosomal y favoreciendo su acumulacién en el nucleo [31]. Otro de los
mecanismos propuestos para explicar la disociacion de Nrf2 de Keapl involucra proteinas
secundarias que actian como sensores y que activan vias de sefalizacion de proteinas
cinasas que al fosforilar a Nrf2, aumentan su estabilidad y lo liberan de su represor
Keapl. Existen evidencias de que algunas cinasas citosdlicas, incluyendo a PKC [32],
PI3-K [33] y MAPK (mitogen-activated protein kinase) [34], podrian fosforilar a Nrf2. Sin
embargo, en corazones post-acondicionados no se ha estudiado la comunicacion entre

ambas vias y tampoco se sabe si la via de MEK1/2-ERK1/2 podria activar a este factor.

Conclusion

En los ultimos afios se ha logrado un gran avance en el conocimiento de las
sefales cardiacas de transduccion que producen proteccion contra el dafio por isquemia/
reperfusion y del papel que la mitocondria juega en estos procesos. Sin embargo, se
requiere profundizar en estos temas para entender qué mecanismos controlan la decision

final que llevara a la supervivencia o muerte celular.
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Resumen.

La F1Fo ATP sintasa es el nanomotor biol6gico ubicuo que produce la mayoria
de la energia quimica que impulsa la vida en todas sus formas al sintetizar al ATP a
partir del ADP y del Pi. Se trata del nanomotor molecular mas pequefio y mas eficiente
en toda la naturaleza. Su estructura se divide en una parte giratoria o rotor y una parte
relativamente estatica o estator. Este Gltimo esta compuesto por las tres interfases o/
cataliticas localizadas en la parte hidrosoluble o F;-ATPasa ademas de un cuello lateral
gue la ancla a la parte fija del canal de protones transmembranal (Fo). Por otro lado, el
cuello central del nanomotor estd conformado principalmente por las subunidades yy ¢
de la F;-ATPasa que giran asociadas al anillo de 8-15 subunidades c de Fo. Este anillo
Cs-15 funciona como una rueda hidrodindmica giratoria impulsada por la corriente de
protones a través de la membrana. El giro del anillo cg.15 se transmite hasta los sitios
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cataliticos de la F; a través del cuello central formado por las subunidades y/e que
conectan a la F; con el Fo. Al girar en contra de las manecillas del reloj (visto de Fo a
F1), la subunidad y funciona como el arbol de levas de un motor e induce
simultdneamente la union de sustratos (ADP y Pi), la catdlisis y la liberacién de
productos (ATP) en las tres interfases cataliticias o/f. El giro del nano-rotor es
impulsado por el gradiente electroquimico de protones a través de las membranas
transductoras de energia de las bacterias, mitocondrias y cloroplastos. Sin embargo,
cuando este gradiente de protones disminuye en condiciones anaerdbicas en bacterias
y mitocondrias, 0 en la oscuridad en cloroplastos, el nanomotor tiende a girar en
sentido inverso al de la sintesis del ATP para hidrolizarlo. A lo largo de la evolucion
bioldgica, se han integrado algunas subunidades o dominios regulatorios a la estructura
basica del complejo FiFo para inhibir la hidrélisis del ATP catalizada por este
nanomotor. Estas subunidades regulatorias son la subunidad & en eubacterias, la
proteina inhibidora o IF; en mitocondrias, y un puente disulfuro en la subunidad y del
rotor central de la enzima de cloroplastos. Estas subunidades regulatorios tienen en
comun que controlan el giro del rotor central de la enzima ademas de interactuar con
las interfases cataliticas (o/p). En estudios recientes de nuestro grupo, descubrimos
una nueva subunidad inhibitoria de 11 kDa en la ATP sintasa de la a-proteobacteria
Paracoccus denitrificans completamente diferente a las ya descritas anteriormente.
Esta nueva subunidad la denominamos “C” dado su menor peso y posicidon
electroforética debajo de ¢ y resultd ser un potente inhibidor de la F;-ATPasa de P.
denitrificans. Esta nueva subunidad ¢ la encontramos en todas las a-proteobacterias y
es diferente en estructura primaria y terciaria a las subunidades inhibitorias ¢ e IF; de
eubacterias y mitocondrias, respectivamente. En resumen, la subunidad ¢ de la ATP
sintasa de a-proteobacterias es un mecanismo totalmente nuevo de control del
nanomotor bacteriano F;Fo que involucra el control del giro del rotor, de manera similar
a los otros inhibidores ya descritos (¢ a IF;), pero con una estructura completamente
diferente. En este trabajo describimos la evidencia bioguimica y estructural que nos ha
llevado a descifrar este nuevo y fascinante mecanismo de control del nanomotor F;Fo-
ATP sintasa de las a-proteobacterias.

Palabras clave: ATP sintasa, nanomotor, rotacion, a-proteobacterias, subunidad C.
Abstract.

The F;Fo ATP synthase is the ubiquitous biological nanomotor that produces
most of the chemical energy that drives all forms of life by synthesizing ATP from ADP
and Pi. Its structure is divided in a spinning part or rotor, and a relatively static part or
stator. The latter is composed by the three catalytic interfaces o/p localized in the
soluble F;-ATPase part besides a side stalk that anchors F; to the static part of the
transmembranous Fo proton channel. On the other hand, the central stalk of the
nanomotor is mainly formed by y and & subunits of the F;-ATPase that spin together
with the ring of 8-15 ¢ subunits of Fo. This cg15 ring works as a hydrodynamic wheel
fueled with the proton flow across the membrane. The spin of cg 5 ring is transmitted up
to the catalytic sites of F; through the central stalk formed by the y/e subunits that
connect F; with Fo. By spinning in the counterclockwise direction (viewed from Fg to
F1), the y subunit works as the camshaft of a motor and induces simultaneously
substrate (ADP and Pi) binding, catalysis and product (ATP) release at the three
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catalytic a/b interfaces. Gyration of the nano-rotor is driven by the electrochemical
proton gradient across the energy transducing membranes of bacteria, chloroplasts and
mitochondria. However, when this proton gradient diminishes in anaerobic conditions in
bacteria and mitocondria, or in the darknes in chloroplasts, the nanomotor is prone to
gyrate in the direction opposite to that of ATP synthesis, thus hydrolyzing it. Through
biologic evolution, some regulatory subunits or domains have been integrated to the
core structure of the F;Fo complex to inhibit the hydrolysis of ATP catalyzed by this
nanomotor. These regulatory subunits are the ¢ subunit of eubacteria, the inhibitor 1F;
protein of mitochondria, and a disulfide bridge at the y subunit of the central rotor of the
chloroplast enzyme. These regulatory subunits or domains have in common that they
control gyration of the central rotor in addition to interact with the catalytic interfaces
(a/B). In recent studies from our group we discovered a novel inhibitory subunit of 11
kDa in the ATP synthase of the a-proteobacterium Paracoccus denitrificans, which is
completely different to those already described. We named this the “C” subunit since its
smaller size and electrophorectic position below ¢, and resulted a potent inhibitor of the
F1-ATPase of P. denitrificans. This novel { subunit was found in all a-proteobacteria and
is different in primary, secondary and tertiary structure to the inhibitory subunits ¢ and
IF; of eubacteria and mitochondria, respectively. In summary, the ¢ subunit of the ATP
synthase of a-proteobacteria is a totally novel control mechanism of the bacterial F;1Fo
nanomotor that involves the control of the rotor gyration, in a similar fashion to the other
inhibitor proteins described (¢ and IF;), but with a totally different structure. In this work
we describe the biochemical and structural evidence that had taken us to unveil this
new and fascinating control mechanism of the F;Fo-ATP synthase of a-proteobacteria.
Key words: ATP synthase, nanomotor, rotation, o-proteobacteria, £ subunit.

Introduccion.

La ATP sintasa es el nanomotor ubicuo mas pequefio y mas eficiente de la
naturaleza dado que proporciona energia quimica para todas las formas de vida al
sintetizar la mayoria del ATP a partr de ADP y Pi. Como hemos descrito
termodindmicamente con anterioridad [1], dado que la sintesis del ATP es una reaccion
endergonica, la F;Fo ATP sintasa de todos los organismos acopla esta sintesis del ATP
en su parte catalitica F; al transporte de protones por su canal Fo impulsado por el
gradiente electroquimico de protones (Auy+). Este Ultimo es mantenido por las cadenas
respiratorias o fotofosintéticas de las membranas transductoras de energia como son
las membranas internas de las mitocondrias y de los cloroplastos y las membranas
plasmaticas de las bacterias (ver Figura 1). En esta figura se puede observar que en
condiciones energizadas, es decir durante la respiracion mitocondrial o bacteriana, y
durante la fase luminosa de la fotofosforilacion, las cadenas transportadoras de
electrones mantienen un flujo transmembranal de protones que se acumulan en el lado
acido y positivo de la membrana y regresan hacia el lado basico y negativo a través de
la F1Fo-ATP sintasa. El flujo de los protones a través del canal transmembranal “F” de
la ATP sintasa impulsa la sintesis del ATP en la parte extramembranal catalitica o “F;”.
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Figura 1. Mecanismo quimiosmadtico de la F;Fo-ATP sintasa conservado en mitocondrias,
cloroplastos y bacterias. En todas las membranas traductoras de energia (membrana interna
mitocondrial, membrana tilacoidal de los cloroplastos y membrana plasmatica de bacterias) la ATP
sintasa funciona de manera similar consumiendo el flujo de protones a través de la membrana impulsado
por la cadena respiratoria (mitocondrias y bacterias) o fotofosforilante (cloroplastos, bacterias
fotosintéticas y cianobacterias). Los protones regresan hacia en lado basico o negativo de estas
membranas a través del canal transmembranal (Fo) y esto impulsa la sintesis del ATP en la parte
extramembranal catalitica o F;. El mecanismo de acoplamiento entre F; y Fo es indirecto dado que los
protones no llegan hasta la F;, sino que impulsan el giro del cuello o rotor central para promover la
sintesis del ATP en la F; (ver el texto y figuras en adelante, modificado de Nelson y Cox, (4).

Numerosos estudios funcionales y estructurales han mostrado que el canal de
protones Fo y la parte catalitica F; se acoplan estructural y funcionalmente por un
mecanismo mecdnico ligeramente diferente al de la Figura 1 dado que los protones no
atraviesan el centro del canal Fo, sino que impulsan el giro de un anillo de 8-15
subunidades c (variable entre especies) que funciona como una rueda hidrodinamica
giratoria [2]. Este giro se transmite por el cuello central de la enzima donde las
subunidades y y ¢ funcionan como el arbol de levas del motor impulsando la unién de
los estratos (ADP y Pi), la sintesis y la liberacion del ATP de manera simultanea y
alternada en las tres interfases cataliticas (o/p) de la parte F; de acuerdo con el
mecanismo de cambio de union de Boyer [3].

Regulacion de la rotacion intrinseca de enzima para prevenir la actividad de FiFo-
ATPasa in vivo.

Como todo motor molecular, el complejo F1Fo es reversible, es decir, funciona
tanto en el sentido de la sintesis como en el de la hidrdlisis del ATP. Cuando el Auy. se
colapsa parcial o totalmente se favorece la actividad de F;Fo-ATPasa la cual tiende a
restablecer el Auy. al bombear protones en el sentido reverso. El colapso del Aup.+
ocurre por ejemplo durante la anoxia (durante periodos isquémicos en los tejidos de
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eucariontes complejos, o en ambientes con bajas presiones parciales de oxigeno en el
caso de bacterias o eucariontes simples) o durante la oscuridad en los cloroplastos y
bacterias fotosintéticas. Tanto en mitocondrias como en cloroplastos, la actividad de
FiFo-ATPasa estd bloqueada para prevenir la hidrolisis del ATP por mecanismos
diferentes para evitar el dafio en la energética y fisiologia celular, Sin embargo, un caso
diferente es el de las bacterias en donde la actividad de F;Fo-ATPasa puede
promoverse en condiciones del colapso del gradiente de protones durante la anoxia
(ver figura 2). Es el caso de las bacterias facultativas que durante la respiracion normal
en presencia de oxigeno dado que en estas condiciones la cadena respiratoria provee
de gradiente de protones que consume tanto la ATP sintasa como los transportadores
secundarios que alimentan a la bacteria (Figura 2A); sin embargo, en condiciones
anaerobias donde no hay una cadena respiratoria funcional, el nanomotor F;Fo puede
revertir el giro del rotor para hidrolizar al ATP proveniente de la glucdlisis y asi
mantener un gradiente de protones con el cual los transportadores secundarios
funcionen para alimentar a la célula bacteriana (Figura 2B). Por lo tanto, el caso de la
enzima bacteriana adquiere una regulacion particular dado que esta regulacion debe
permitir tanto el giro del rotor del nanomotor en el sentido de la sintesis como en el de
la hidrolisis del ATP. El caso de la figura 2 donde el nanomotor FiFo funciona de
manera reversible cinética y termodinAmicamente puede ocurrir por ejemplo en
enterobacterias como Escherichia coli en vida libre (condiciones aerobias) o en su ciclo
de vida dentro del tracto digestivo humano (condiciones anaerobias).

A) CONDICIONES AEROBICAS
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Anteriormente hemos descrito la evidencia que demostré el funcionamiento de la
ATP sintasa como nanomotor [1] de tal manera que ahora nos concentraremos en la
estructura y subunidades que forman rotor y el estator de la ATP sintasa para
enfocarnos en los mecanismo de regulacion. Como se ha mencionado, la estructura del
nanomotor se divide en una parte giratoria o rotor, formado principalmente por el anillo
Cs.15 que esta conectado a la subunidad y del cuello central por medio de la subunidad ¢
también denominada & en la enzima mitocondrial (Ver Figura 3).

Por lo tanto, la naturaleza ha disefiado o modificado a algunas subunidades de la
enzima para inhibir a la actividad de F;Fo-ATPasa y permitir o favorecer la de F;Fo-
ATP sintasa. En general, al disminuir el Auy+, algunas subunidades o dominios
inhibitorios se estructuran de tal manera dentro del rotor de la enzima que impiden el
giro del cuello central impulsado por la unién del ATP (revisado en [5]). En bacterias,
esta funcién inhibitoria la lleva a cabo la
subunidad ¢ que funciona como un trinquete,
es decir, una estructura que favorece el giro
del cuello central de la F; en el sentido de la
sintesis, pero lo inhibe en el de la hidrdlisis.

Figura 3. Estructura rotor/estator del nanomotor
FiFo. En tonos naranja-rojo se muestran las
subunidades del rotor (cy, 8/, Y v), mientras que las
subunidades del estator se muestran en tonos azules
(sub. a de Fo; subunidades b, F6 y OSCP en azul
claro; o, cian, y B azul). El paso de los protones por la
interfase a/c del canal Fo promueve el giro del rotor
(C1ofy/8) para impulsar la sintesis y liberacion del ATP
de la parte F;. La imagen proviene de un modelo
atomico compuesto del monémero de la ATP sintasa
insertado en la estructura en 3D resuelto por
microscopia electronica de la ATP sintasa dimérica
mitocondrial (6), donde la subunidad & funciona como
el homodlogo no inhibitorio de subunidad ¢ de
eubacterias (E. coli).

Como se muestra en la Figura 2, en
bacterias, la actividad del nanomotor F;Fgo
expresa su reversibilidad cinética y termodinamica en condiciones aerébicas o
anaerodbicas para favorecer la actividad de ATP sintasa o de ATPasa, respectivamente.
Esto implica que el giro del rotor central conteniendo a las subunidades cs.1s/y/e debe
revertirse a favor o en contra de las manecillas del reloj (visto de Fo a F;) para sintetizar
o hidrolizar al ATP, respectivamente (ver Figura 3). En bacterias, la subunidad que
regula el sentido de esta rotacion, ademas del anillo cg15 que responden al flujo de los
protones, es la subunidad ¢ que lleva a cabo un gran cambio estructural para favorecer
el giro del rotor en el sentido de la sintesis del ATP (ver Figura 4). Se ha demostrado
qgue el dominio inhibitorio de la subunidad ¢ bacteriana se encuentra en las dos hélices
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del extremo C-terminal de la proteina el cual se extiende para contactar a las
subunidades del estator (a/B) y del rotor (y) de la enzima y entonces inhibir el giro del
cuello central pero uUnicamente en el sentido de la hidrélisis del ATP (en el
contrasentido de las manecillas del reloj). Por lo tanto, la conformacion extendida de la
subunidad ¢ (eex) favorece el giro del rotor del complejo F1Fo en el sentido que cataliza
la sintesis del ATP, por lo cual se ha propuesto que funciona como un trinquete o
“‘matraca” (Ver Figura 4C). En consecuencia, la conformacién compacta de ¢ (gcom Vver
Figuras 3 y 4A) es un conférmero no inhibitorio, en la cual el dominio C-terminal se
dobla en una trenza antiparalela de dos a-hélices para interactuar con el dominio N-
terminal no-inhibitorio y con la subunidad y. En esta forma ecom €l rotor puede girar
libremente tanto en el sentido de la hidrdlisis como en el de la sintesis del ATP (Ver
Figura 3 y 4A). Casualmente la enzima que se muestra en la figura 4A es de la F; de la
bacteria termofilica Bacillus sp. TA2.A1 que es inactiva debido a una interaccién
irregular de la subunidad y con las subunidades o/f que bloquea el rotor con un
mecanismo independiente a ¢ [7]. La transicién de ecom a gex debe pasar por una forma
intermedia semi-extendida (esex) Similar a la que se muestra en la figura 4B, en donde
las dos a-hélices N-terminales de ¢ se extienden parcialmente hasta alcanzar a los
dominios C-terminales de o y B. Esta estructura esex Se encontr6 tanto en la F;-ATPasa
de E. coli ([8]); figura 4B) como en el complejo y/e de E. coli cristalizados (9) indicando
gue debe ser un intermediario real en la transicion de ecom (Figura 4A) a eex (Figura
4C). Esto datos estructurales muestran que al extenderse al maximo, ¢ enreda sus dos
a-hélices N-terminal con la subunidad y dentro del rotor central para bloquear el giro del
rotor de la F;-ATPasa (Figura 4C). Ademas se ha observado que la forma ecom Se
estabiliza uniendo un ATP entre sus dominios C- y N-terminales, sugiriendo que esta
subunidad funciona como un sensor de ATP que promueve su hidrélisis cuando se
acumula ATP en la célula bacteriana [10] y probablemente en condiciones anaerdbias
como se indica en la figura 2B.

Por otro lado, una de las preguntas importantes en cuanto a la evolucién de los
sistemas de regulacién de la ATP sintasa, es como ha sido la transicién evolutiva de las
subunidades inhibitorias desde bacterias hasta mitocondrias, dado que a diferencia de
la subunidad ¢ de la ATP sintasa bacteriana, otra subunidad diferente o proteina
inhibidora (IF;) impide la actividad de la F1Fo-ATPasa durante el colapso del Apys.

La IF; estd presente como subunidad regulatoria de la ATP sintasa mitocondrial
desde levaduras hasta eucariontes complejos. Este inhibidor ha sido ampliamente
estudiado, es una subunidad de 10 kDa se une a la F; con una estequiometria de 1:1 a
distancia de entrecruzamiento del dominio C-terminal de la subunidad  y también con
la subunidad o de la F; (revisado en (5)). Esto sugiri6 por muchos afios que el
mecanismo de accion de esta proteina era el de bloguear los cambios
conformacionales de la subunidad B que son necesarios para la catalisis, uniéndose a
través de su dominio N-terminal inhibitorio en alguna interfase o/f [11]. Sin embargo,
nosotros reportamos la primera evidencia de que la IF; interfiere con la rotacion del
cuello central del nanomotor dado que encontramos que la IF; entrecruza a una
distancia < 12A con las subunidades del rotor y y ¢ tanto en la F; soluble como en la
F1Fo-ATP sintasa completa [12]. Esto lo confirmé posteriormente el grupo del premio
Nobel Sir. John E. Walker al observar que el dominio N-terminal de la IF; interactla
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directamente con la subunidad y en el cuello central del complejo F;-1 de bovino en su
estructura cristalina [13].

e L ‘o‘.\.\(""

o, dh‘,(i‘ s

Figura 4. Mecanismos de control de la rotacién del cuello central de la F,-ATPasa en bacterias y
mitocondrias. A) Conformacion cerrada o compacta de la subunidad ¢ bacteriana (ecom, rojo) donde se
muestran sus dos o-hélices N-terminales compactadas interactuando con el dominio N-terminal de la
misma subunidad y con la subunidad y en naranja (Enzima cristalizada de la bacteria termofilica Bacillus
sp. TA2.Al; PDB: 2QE7). B) Conformacion semi-extendida de la subunidad ¢ (ese,) donde las dos a-
hélices inhibitorias del extremo N-terminal de ¢ se extienden parcialmente para interactuar con los
extremos C-terminales de las subunidades a y B en cian y azul, respectivamente. (Enzima cristalizada de
Escherichia coli; PDB: 1JNV). C) Estructura extendida de la subunidad ¢ (sgy), las dos a-hélices de ¢ se
extienden para enredarse con la subunidad y del rotor central (naranja). Esta estructura corresponde a la
conformacion inactiva de la F1-ATPasa eubacteriana de E. coli (PDB: 30AA). D) Estructura inactiva de la
F,;-ATPasa mitocondrial de corazon de bovino donde el dominio N-terminal inhibitorio de la proteina
inhibidora (IF;-Nt, residuos 1-60, en rojo), se insertan en una interfase o/p e interactta con la subunidad y
del rotor central para bloquear la rotacion del cuello central de la enzima (PDB: 2V7Q).

La estructura primaria, secundaria y terciaria de la IF; es muy diferente a la
subunidad ¢ bacteriana, dado que no contiene estructura p-plegada sino que es, en su
forma aislada una sola a-hélice muy larga cuyo dominio N-terminal inhibitorio se inserta
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entre las subunidades o y B para contactar a la subunidad y y asi inhibir la rotacién del
cuello central y los cambios conformacionales de las interfases cataliticas o/p ([13]; Ver
Figura 4D). En esencia, el mecanismo de inhibicion tanto de la IF; como de ¢ son
similares en cuanto a que ambas proteinas interaccionan con la subunidad y para
inhibir la rotacién del cuello central, sin embargo, lo hacen de manera diferente dado
gue la IF; tiene una mayor superficie de contacto con las interfase o/f donde se inserta
y contacta a y con algunos residuos de su extremo N-terminal (Figura 4D), mientras que
la subunidad ¢ tiene mayor contacto con la subunidad y dado que sus dos a-hélices N-
terminales literalmente se enredan con la subunidad y (Figura 4C).

Evolucién de las subunidades regulatorias del nanomotor F;Fo

Para tratar de resolver como ha sido esta transicion en el control de la ATP
sintasa en la evolucion biolégica, hemos estudiado la cinética y estructura de la ATP
sintasa de la a-proteobacteria Paracoccus denitrificans, la cual esta relacionada
filogenéticamente con el protoendosimbionte que dio origen a las actuales mitocondrias
[14, 15]. P. denitrificans se ha utilizado como modelo para aislar y estudiar a los demas
complejos respiratorios debido a su relativa simplicidad en composicion de
subunidades comparado con los complejos mitocondriales. Ademas, la ATP sintasa de
P. denitrificans tiene la peculiaridad de ser la ATP sintasa mas rapida que se ha
descrito, y la ATPasa mas lenta o latente, esto se refleja en su cociente de actividades
ATP sintasa/ATPasa que es de 20-60 [16-18], mientras que el mismo cociente de las
enzimas de eubacteria o de mitocondria (o cloroplasto) es menor o cercano a la unidad;
es decir, el resto de las ATP sintasas sintetizan o hidrolizan al ATP a una velocidad
similar mientras que la enzima de P. denitrificans es practicamente una ATP sintasa
unidireccional. Otro caso similar es la ATP sintasa de la bacteria termofilica Bacillus sp.
TA2.A1 (Figura 4A), la cual también tiene una actividad hidrolitica muy baja y una
velocidad sintética muy alta, sin embargo, la actividad sintética de P. denitrificans en al
menos 10 veces mas alta que la de Bacillus sp. [7]. De manera peculiar, el bloqueo de
la actividad de la TA2F;-ATPasa es independiente a la conformaciéon de ¢ (Figura 4A),
dado que la actividad de F;-ATPasa esta bloqueada por una interaccion idnica fuerte
gue ancla a la subunidad y del rotor central en una interfase o/p lo cual la saca del eje
central de pseudo simetria de la F;-ATPasa (comparar la Figura 4A de TA2F; con la
EcF; en 4B,C y la MF; en 4D). Esto bloquea la rotacion en el sentido de la hidrdlisis del
ATP, pero de alguna manera permite la rotacion en el sentido de la sintesis. Debido a
estos antecedentes, nuestro grupo ha estado interesado en resolver el mecanismo de
regulacion de la ATP sintasa de P. denitrificans que le permite sintetizar al ATP a gran
velocidad sin hidrolizarlo.

Después de aislar por primera vez a los complejos F; y F1Fo de P. denitrificans,
(PdF; y PdF;Fo) descubrimos una sexta subunidad de 11 kDa asociada a la PdF;
adicional a las 5 subunidades canonicas de las F;-ATPasas bacterianas (o, B, v, 9, Y €).
Esta proteina se encontr6 también asociada al complejo PdF;Fo, el cual se purifica con
un método diferente al usado para aislar a la PdF; ([18] y Figura 5); por lo tanto, esto
indicd que esta sexta subunidad de la PdF; es una subunidad estructural del complejo
PdF;Fo.
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PadF, EcF, PadF, Std PadfF,F, MF,| PadFF,

Figura 5. Una nueva proteina inhibidora o subunidad ¢ en la ATP sintasa de P. denitrificans. Gel
desnaturalizante mostrando a la nueva subunidad ¢ en la PdF;Fq y PdF;-ATPasas. Los carriles muestran
de izquierda a derecha a la F1-ATPasa de Paracoccus denitrificans (PadF,), la F;-ATPasa de Escherichia
coli (EcF,), de nuevo la PadF; con sus subunidades marcadas, en el carril central estandares de peso
molecular (Std), el nanomotor F;Fo aislado de P. denitrificans (PadF.Fo), el complejo F;-IF; de corazdn
de bovino (MF,l) y finalmente al complejo PadF;Fo mostrando que la nueva proteina inhibidora ¢ esta
asociada tanto a la PdF; como a la holoenzima de P. denitrficans (PadF.Fg), y co-migra con la IF;
mitocondrial (comparar PadF; y PadF;Fo vs MF;). El gel separa en forma desnaturalizante las cinco
subunidades candnicas observadas en el resto de las F;-ATPasas (o, B, v, 8, Y €) Yy muestra la posicion de
la subunidad £ como una sexta subunidad de la PadF;-ATPasa. Geles similares se han publicado
anteriormente por nuestro grupo (Morales-Rios y cols., 2010 [18]).

Coincidentemente, esta proteina co-migra en geles desnaturalizantes con la
proteina inhibidora (IF;) de la ATP sintasa mitocondrial (Ver Figura 5: MF; vs PadF; y
PadF;Fo; referencia [18]). Esta observacion junto con el control de la ATP sintasa de P.
denitrificans que favorece su actividad sintética sobre la hidrolitica, nos llevé a proponer
gue esta sexta subunidad de la PdF; podria ser una proteina inhibidora propia de esta
ATP sintasa bacteriana. Dado su peso molecular y migracion en geles
desnaturalizantes, denominamos a esta proteina como subunidad { en orden
decreciente al peso molecular respecto a la subunidad ¢ (Figura 5). Después de
clonarla, sobre-expresarla en E. coli y purificar a la proteina recombinante, ensayamos
el efecto de esta proteina en la actividad de ATPasa de la PdF;Fo ATPasa de
particulas sub-bacterianas (PSB, vesiculas invertidas de la membrana plasmatica
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donde la parte catalitica F; queda expuesta al medio acuoso), y también en la PdF;-
ATPasa soluble. De acuerdo a nuestra hipotesis regulatoria para esta subunidad ,
corroboramos que esta proteina es un potente inhibidor de las actividades de PdF;-
ATPasa y PdF;Fo-ATPasa de la enzima de P. denitrificans incluso en condiciones de
activacion en presencia del oxianion sulfito (ver figura 6 y referencia [18]).
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Figura 6. Inhibicion de la actividad de ATPasa ejercida por la subunidad ¢ en la PdF;-ATPasa.
Curso temporal de actividad de PdF;ATPasa. Se reconstituyd a la subunidad { recombinante de P.
denitrificans en la PdF;-ATPasa carente de las subunidades enddgenas ¢ y ¢ (Complejo azPsyd). Se
afiadieron las concentraciones indicadas de la subunidad £ (Jll) y en un experimento en paralelo un
exceso de ¢ (@) previo a la adicion de ¢. La subunidad € no inhibi6 la actividad basal de la PdF;-ATPasa,
sino que la incrementd ligeramente (el punto a la concentracion de ¢=0). Concentraciones crecientes de
¢ inhibieron a la PdF-ATPasa con una cinética de inhibidor no competitivo total lo cual se verificd por el
ajuste no lineal mostrado por la lineas de ajuste. Inserto: Pardmetros cinéticos de inhibicién obtenidos
por el ajuste no-lineal que se muestra. ICgy, concentracion necesaria para inhibir el 50% la actividad
basal de la PdF;-ATPasa. V,, velocidad inicial de actividad de PdF;-ATPasa en ausencia de inhibidor ().

De manera interesante, encontramos también que la subunidad & no ejerce
funcion inhibitoria en la PdF;-ATPasa o en la PdF;Fo-ATPasa ([18] y Figura 5), lo cual
sugiere fuertemente que en P. denitrificans existe un mecanismo de regulacién de la
ATP sintasa diferente al de la subunidad ¢, y que esta ultima no participa de manera
esencial en la inhibicibn de la PdF;-ATPasa. Es entonces muy probable que la
subunidad ¢ que encontramos represente un mecanismo de control del nanomotor
bacteriano totalmente diferente al mecanismo de “matraca” que se ha propuesto para la
subunidad ¢ en eubacterias. De manera relevante, también encontramos que esta
proteina existe como marco de lectura abierto en todas las o-proteobacteias ademas
de P. denitrificans, y verificamos que la misma subunidad { se expresa unida a la ATP
sintasa de otra a-proteobacteria como lo es Rhodobacter sphaeroides [18]. Esto implica
gue este nuevo mecanismo de control con la subunidad { no es exclusivo de P.
denitrificans y existe como tal en toda la familia de las a-proteobacterias.
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Adicionalmente, secuenciamos tanto al gen como a la proteina correspondiente a
la subunidad £ y encontramos que esta subunidad no tiene similitud significativa con las
otras subunidades regulatorias del nanomotor F1Fo como lo son ¢ en eubacterias o la
IF1 mitocondrial, con la excepcion del extremo N-terminal de £ que es similar al dominio
inhibitorio de la IF; mitocondrial, pero esta ultima similitud parece ser de baja
significancia. Esto sugiere fuertemente que la subunidad ¢ de la ATP sintasa de a-
proteobacterias no es un predecesor evolutivo de la IF; mitocondrial, aunque no
descarta del todo esta posibilidad.

Un hallazgo que encontramos por métodos bioinformaticos es que el gen de esta
subunidad £ se encuentra presente como marco de lectura abierto en todas las a-
proteobacterias sugiriendo que esta subunidad regulatoria  funciona como tal en el
nanomotor F;Fo de esta familia de bacterias. Para corroborar esto, por medio de geles
nativos en doble dimension desnaturalizante combinado con inmuno-deteccion tipo
“Western-Blot” anti subunidad ¢, verificamos que esta subunidad se encuentra asociada
a la ATP sintasa de Rhodobacter sphaeroides, una o-proteobacteria relativamente
cercana a P. denitrificans (18) . Este resultado corrobora que la subunidad £ conforma
un nuevo mecanismo de regulacion del nanomotor F;Fo en la familia de las a-
proteobacterias. En cuanto a la posicién del gen de la subunidad £ en el genoma de P.
denitrificans, se encuentra de manera externa a los dos operones que coordinan la
expresion de las partes F1 y Fo.

En otras a-proteobacterias bacterias rodobacterdceas como Rhodobacter
sphaeroides y Rhodospirillum rubrum, el operdon de la ATP sintasa se divide en dos,
uno para la F1-ATPasa y otro para el canal Fo. No existen subunidades externas al
operdn ATP que se asocien al nanomotor F;Fo, por lo tanto, la subunidad ¢ seria el
primer ejemplo de una subunidad regulatoria incorporada al nanomotor como un gen
externo a los operones de la ATP sintasa. Existe un par de genes que se encuentran
localizados en el operon ATP en todas las bacterias que es el primer gen | del operon
ATP por ejemplo de E. coli (en eubacterias hay un solo operon para todos los genes del
nanomotor). Este gen codifica para un factor de ensamblaje de la subunidad c del canal
de protones Fo, pero no forma parte del complejo F;Fo nativo [19]. Por otro lado, otro
gen en Rhodobacter blasticus se encuentra en el operon de la enzima pero codifica
para proteina llamada majastridina, una aparente glicosiltransferasa que no forma parte
funcional ni estructural de la ATP sintasa bacteriana [20]. En resumen la subunidad ¢
es el primer gen externo a los operones ATP que se integra estructural vy
funcionalmente al nanomotor F1Fo.

Con la secuencia del gen y de la proteina confirmamos que la subunidad £ no es
una subunidad regulatoria exclusiva de P. denitrificans, sino que constituye un nuevo
mecanismo del control del nanomotor que se extiende a lo largo de toda la familia de
las a-proteobacterias (Ver Figura 7 y Tabla I). Dado que dentro de éstas se encuentran
algunas de las mas cercanas al protoendosimbionte que dio origen a las actuales
mitocondrias, la pregunta que surge es si esta proteina representa un predecesor de la
proteina inhibidora mitocondrial (IF;) o si es un inhibidor con estructura y mecanismos
diferentes.
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Figura 7.

Reconstruccion filogenética del gen de la subunidad ¢ inhibitoria del nanomotor F;Fo en las a-
proteobacterias. Se alinearon 100 secuencias de la subunidad £ encontrado como marco de lectura
abierto en todas las a-proteobacterias. La posicion de la subunidad ¢ de P. denitrificans se subraya en
rojo, otros genes muy similares para la misma subunidad se encuentran el las rodobacteraceas muy
cercanas a P. denitrificans como son Rhodobacter sphaeroides y Jannaschia sp., de las cuales se ha
encontrado a ¢ como subunidad unida a la ATP sintasa (18) y se ha resuelto su estructura por RMN (21),
respectivamente.

Estructura y mecanismo de la subunidad £ como inhibidor de la ATP sintasa de
las a-proteobacterias.

Para comenzar a escalarecer este nuevo mecanismo de regulacién del nanomotor F1Fgo
bacteriano, resolvimos por dicroismo circular la estructura secundaria de la subunidad ¢
recombinante encontrando que es 100% a-hélice [21]. En el camino de resolver la
estructura de esta subunidad, encontramos reportada una estructura preliminar resuelta
por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de esta misma proteina pero de otra a-
proteobacteria como lo es Jannaschia sp. La estructura no estaba publicada
formalmente pero si aparecia en linea como estructura parcialmente resuelta por el
grupo del Premio Nobel de Quimica, Dr. Kurt Withrich del Scripps Research Institute
de California, USA. En colaboracién en este grupo, corroboramos que su proteina
clonada de Jannaschia compite con la subunidad ¢ de P. denitrificans para unirse a la
PdF,-ATPasa [21] y ademas resolvimos por NMR la estructura atdmica en 3D de la
subunidad ¢ de P. denitrificans, la cual sirve como modelo estructural de trabajo.
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Tabla I. Composicién en subunidades integrales del nanomotor F;Fo-ATP sintasa en diferentes
organismos. La tabla muestra el contenido de subunidades de la ATP sintasa nativa asilada de
diferentes especies, desde bacterias hasta mitocondrias. Se muestran las 8 subunidades basicas del
nanomotor que se conservan desde eubacterias (E. coli, EcF;F), es decir las cinco canédnicas de la Fi-
ATPasa (o, B, v, 8 Y €) y las 3 esenciales del canal de protones Fq (a, b,y ¢). Las estequiometrias de cada
subunidad se muestran como subindices. La nomenclatura de algunas subunidades cambian en la
enzima de cloroplastos (CF1Fg), de Saccharomyces cerevisae (ScF;Fo) y la de mitocondrias de corazon
de bovino (MF;Fp). Las subunidades inhibidoras o reguladoras del nanomotor se muestran en negritas
con fondo gris. La subunidad ¢ es el regulador del nanomotor tanto en eubacterias como en cloroplastos,
mientras que en la enzima de Paracoccus denitrificans (PdF;Fo) y las a-proteobacterias no funciona
como tal. La IF; es la proteina inhibidora de la enzima mitocondrial desde levaduras hasta eucariontes
complejos. La nueva subunidad inhibidora que descubrimos en la ATP sintasa de P. denitrificans es un
inhibidor con estructura primaria y terciaria completamente diferentes a ¢ y a la IF;, y represente un
mecanismo de control del nanomotor bacteriano completamente novedoso por resolver.
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Figura 8. Modelo de la estructura terciaria de la subunidad £ de la ATP sintasa de Paracoccus
denitrificans. A partir de la estructura resuelta por RMN de la subunidad { de Jannaschia sp, se
construyé un modelo atdmico de la subunidad £ de P. denitrificans por su alta similitud (>70%) con la
subunidad de Jannaschia sp. La estructura terciaria de la proteina corresponde a una estructura globular
con 4 o-hélices con los extremos N y C terminales (azul y rojo respectivamente) entrelazados entre si en
forma antiparalela de manera similar a los dedos indice y medio cruzados en forma inversa. Las o-
hélices 1-4 se muestran en un gradiente de colores desde azul, verde, amarillo y rojo, respectivamente.
Las hélices estan conectadas por tres asas, de las cuales las primeras dos (azul y verde) muestran la
mayor movilidad. A) Vista “frontal” de la estructura mostrando a las dos hélices N-T terminales cruzadas
en la parte posterior del dominio globular analogo a los dedos cruzados en forma inversa en una mano
derecha, donde la hélice N-terminal (azul) seria analoga al dedo medio y la hélice C-terminal (rojo) al
dedo indice (ver inserto). B) Vista lateral del modelo con el dominio N-T cruzado formando la parte
“trasera” de la estructura del lado izquierdo. C) Vista “trasera” de la subunidad ¢ mostrando el dominio N-
T cruzado como la parte posterior de la mano con los dedos cruzados a la inversa (ver inserto). D) Vista
“inferior” del modelo de la subunidad ¢ de P. denitrificans donde se observa el empacado de las 4 hélices
en una estructura compacta y globular. El dominio N-T cruzado que esta mas expuesto forma parte de la
region inhibitoria de la proteina de acuerdo a resultados de protedlisis limitada (ver texto y referencia

(21)).

Se resolvieron 20 conférmeros de la subunidad { mostrando una proteina con
100% a-hélice como observamos inicialmente por dicroismo circular, conteniendo 4 a-
hélices dobladas en forma globular y las dos a-hélices de los extremos N y C
terminales se aproximan entre si para formar una dominio que sobresale del dominio
globular ([21] , Ver Figura 8). La estructura terciaria de la proteina es totalmente
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diferente a la subunidad ¢ de la ATP sintasa de eubacterias y a la proteina inhibidora
mitocondrial (IF;). Experimentos de protedlisis limitada con la subunidad £ de P.
denitrificans muestran que el dominio inhibitorio de esta proteina se encuentra en el
extremo N-C terminal que sobresale del dominio globular, dado que al remover ambos
extremos N y C terminales con tripsina se pierde la capacidad inhibitoria de la
subunidad ¢ [21]. La estructura preliminar de la subunidad { esta por publicarse en
breve a nivel internacional [21], debido a esto no la podemos publicar en este trabajo,
sin embargo, podemos mostrar la estructura de un modelo de la subunidad ¢ derivado
de la estructura resuelta de la misma subunidad de Jannaschia sp. (Ver Figura 8).

La estructura primaria y terciaria de ambas proteinas £ de P. denitrificans y
Jannaschia sp. es casi idéntica, y muestran el dominio globular de 4 o-hélices, asi
como el dominio N-C terminal donde los dos extremos de la proteina se entrelazan
para formar el probable dominio inhibitorio, de acuerdo a los resultados de protedlisis
limitada que hemos encontrado hasta ahora [21].

Comparativamente, la estructura terciaria de la subunidad £ de P. denitrificans es
totalmente diferente a las subunidades inhibitorias ¢ e IF; de eubacteias y de
mitocondrias, respectivamente. A diferencia de ¢ eubacteriana, la subunidad ¢ carece
de estructura B plegada, dado que es una proteina toda a-hélice, pero su doblamiento
en forma globular es diferente a la estructura de la IF; dado que esta ultima se extiende
como una sola a-hélice alargada (Ver Figura 9C). Por lo tanto, { representa una
estructura primaria y terciaria totalmente diferente a las subunidades ¢ e IF;. Esto
sugiere que ¢ no es un predecesor evolutivo directo de la IF;, sino que se integré como
una proteina regulatoria externa al operon ATP de las a-proteobacterias en substitucion
por g, y posterior al evento endodimbiotico mitocondrial, la proteina se perdié como
subunidad regulatoria de la ATP sintasa para ser substituida por la IF;. A pesar de la
diferencia en secuencia y estructura de C con la IF;, cabe mencionar que un primer
segmento del extremo N-terminal de ( tiene un 35% de identidad con un segmento
similar del dominio inhibitorio de la IF; [21] de tal modo que no se descarta del todo la
posibilidad de que £ sea un predecesor evolutivo de la IF; aunque puede ser un caso
de convergencia evolutiva sin que ¢ ni la IF; estén relacionados filogenéticamente.

Buscando alguna propiedad en comun entre los inhibidores ¢, C, e IF, de las ATP
sintasas eubacterianas, a-protobacterianas y mitocondriales, respectivamente,
encontramos que los dominios inhibitorios de estas proteinas se localizan ya sea en el
extremo C-terminal, como en el caso de ¢, 0 en el extremo N-terminal como en el caso
de la IF; (ver dominios en rojo en la Figura 9). Estos dominios inhibitorios se insertan en
la interfase entre el rotor (o/B) y el estator (y/e) de la F;-ATPasa para interferir con el
giro del nanomotor (ver Figura 4). El caso de { podria ser similar, dado que aunque
contiene una estructura terciaria completamente diferente a ¢ y a IF; (Figura 9), como
mencionamos anteriormente, datos de protedlisis limitada muestran que el segmento
inhibitorio de £ se encuentra en el dominio N-C donde entrecruzan sus extremos N- y
C-terminales. Falta discernir cual de ambos extremos es el inhibitorio, aunque es
posible que ambos segmentos contribuyan a la inhibicion del nanomotor ejercido por C.
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Figura 9. Comparacion de las estructuras terciarias de los inhibidores de las F-ATPasas
bacterianas y mitocondriales. Se muestran las estructuras de las subunidades recombinantes
clonadas, sobre-expresadas y purificadas a partir de sus fuentes originales. A) Estructura en solucion
(NMR) de la subunidad ¢ de la ATP sintasa de E. coli (PDB: 1BSN). B) Modelo inicial de la estructura de
la subunidad ¢ de P. denitrificans a partir de la estructura en solucion resuelta por NMR de la misma
proteina de Jannaschia sp. C) Estructura de la proteina inhibidora de la ATP sintasa mitocondrial de
corazoén de bovino (IF;) (PDB:1GMJ). En rojo se muestran los dominios inhibitorios que corresponden al
C-terminal de ¢ (A), al dominio N-C cruzado de ¢ (B) y al N-terminal de la IF; (C). En B), la a-hélice 1 o N-
terminal de { se muestra en rojo como la mas probable de contener el dominio inhibitorio (ver texto),
mientras que la a—hélice 4 del C-terminal se muestra en naranja dado que esta hélice puede participar
directa o indirectamente en la inhibicion que ejerce esta subunidad ¢ en la ATP sintasa de las o-
proteobacterias.

Finalmente, respecto al sitio de union de la subunidad { endbégena en la PdF;-
ATPasa nativa, hemos realizado experimentos de entrecruzamiento quimico y de
proteolisis limitada de las subunidades C y € en la PdF;-ATPasa para resolver si existe
alguna posible interaccién entre estas dos subunidades, y para definir algunas de las
interacciones cercanas entre la subunidad C y el resto de las subunidades de la PdF;-
ATPasa. Este tipo de experimentos los realizamos anteriormente para el complejo F;-
IF; nativo aislado de mitocondrias de corazéon de bovino y encontramos
entrecruzamientos entre las subunidades del estator (o/p) y del rotor (y/e) de la F;-
ATPasa mitocondrial, siendo la primera evidencia que la IF; interferia con la rotacion de
la subunidad y del cuello central del nanomotor [12]. En el caso de la PdF;-ATPasa, los
resultados més claros de entrecruzamiento muestran una interaccion mayoritaria entre
las subunidades a y 3 con la subunidad C.
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Figura 10. Modelo estructural del posible sitio de unién de la subunidad ¢ de P. denitrificans en la
F,-ATPasa bacteriana. La figura muestra a la F;-ATPasa de E. coli con la conformacién semi-extendida
de ¢ dado que los datos entrecruzamiento de € en P. denitrificans muestran que ¢ puede entrecruzar con
las subunidades o y p de la PdF;-ATPasa. El sitio de union de la subunidad ¢ (rojo) se propone en una
interfase entre el estator (a/B) y el rotor (y/e) del nanomotor donde puede interferir tanto con los cambios
conformacionales de una interfase catalitica (o/B) como con el giro del rotor central, bloqueando la
catalisis rotacional. Se asume que el dominio inhibitorio N-T se debe orientar como se muestra en la
figura para unirse en una interfase o cavidad entre las subunidades o/p/y/e como se indica por la flecha
roja. EI modelo final estd en vias de refinarse y enviarse a publicacién con al estructura completa de

¢ resuelta por NMR [21].

En particular con entrecruzadores homobifuncionales reversibles con distancias
de entrecruzamiento de 12-14 A, encontramos un par de entrecruzamientos de bajo
rendimiento entre la subunidad ¢ y las subunidades y y ¢ del rotor de la PdF;-ATPasa
[21]. Estos resultados sugieren muy fuertemente que de manera similar a la IF;
mitocondrial, la subunidad ¢ interactia en una interfase o/p con el estator de la PdF;-
ATPasa, y ademas también interactia con la subunidad y y probablemente con la
subunidad ¢ en la PdF;. En conclusion, es muy probable que ¢ se una en una interfase
entre el estator (o/PB) y el rotor (y/e) de la enzima interfiriendo directamente con la
rotacion del cuello central del nanomotor, de manera similar a la IF; mitocondrial, y en
general también de manera parecida a la subunidad ¢ eubacteriana, pero con una
estructura terciaria diferente a estas otras subunidades regulatorias. Esto se ilustra en
la figura 9 donde se posiciona a la subunidad { cerca de una interfase o/p/y/e con el
dominio N-T inhibitorio apuntando hacia esta interfase donde muy probablemente se
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une para interferir con la rotacion de y y/o los cambios conformacionales de una
interfase catalitica o/p. También es posible que ¢ funcione como un trinquete (Figura
4A) substituyendo funcionalmente a ¢ de las eubacterias dado que esta subunbidad
parece ser no inhibitoria en las a-proteobacterias (Figura 6 y referencia [18]).

Para resolver estas preguntas se necesitan datos estructurales que resuelvan a la
mayor resolucion posible la posicion exacta de la subunidad £ en la PdF;-ATPasa
nativa. Actualmente, nuestro modelo estructural hipotético de trabajo (Figura 9) lo
estamos probando por varios métodos estructurales como son los entrecruzamientos,
la mutagénesis dirigida, la protedlisis limitada, a corto o mediano plazo. Finalmente, a
largo plazo estamos comenzando la resolucion atémica de la PdF;-ATPasa
conteniendo a la subunidad ¢ por cristalografia de rayos X en colaboraciéon con el
Premio Nobel de Quimica, el Dr. Sir. John E. Walker (Cambridge, UK). Todo esto para
resolver a nivel atbmico esta fascinante estructura que abre una nueva linea de
investigacion en la regulaciéon del nanomotor mas eficiente y mas importante para toda
las formas de vida.
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todas las células al sintetizar al ATP, el cual se hidroliza en ADP y fosfato inorganico
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laboratorios de los de los Dres. Marietta Tuena de Sangri y Armando Gomez-Puyou,
ambos investigadores eméritos del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. EIl Dr.
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el laboratorio del Dr. Roderick A. Capaldi, en la Universidad de Oregon, USA, y
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bioenergética y la estructura, regulacion y evolucion del la ATP sintasa son las
siguientes: la cinética y energética de la fosforilacidn oxidativa y del mecanismo
rotacional del nanomotor F1- ATPasa; la estructura tridimensional y biogénesis de las
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mitocondrias al resolver la estructura dimérica en 2D y 3D de la ATP sintasa
mitocondrial que le da forma a las crestas mitocondriales; més recientemente en la
bioenergética, evolucién y microbiologia bacteriana al descubrir una novedosa proteina
inhibidora o subunidad ¢ de la ATP sintasa en las a-proteobacterias. Estas dos ultimas
lineas lo mantienen en la frontera de su campo y le abrieron importantes
colaboraciones internacionales con el Dr. Stephan Wilkens de la SUNY Upstate
Medical School de NY, USA, y de manera sobresaliente con dos Premios Nobel de
Quimica, con el Dr. Sir John E. Walker, de Cambridge, UK, y el Dr. Kurt Wihtrich del
Scripps Research Institute, de California, USA; esto para descifrar a nivel atomico el
nuevo mecanismo de regulacion del nanomotor ATP sintasa por la subunidad C en las
a-proteobacterias. En el ambito de investigacion clinica, el impacto de sus
publicaciones abarca la proteGmica y genomica de las miopatias mitocondriales y
cardiomiopatias humanas, el control de la angiogénesis y el transporte de colesterol.
Ademas de todo esto, el Dr. Garcia Trejo ha mantenido una labor docente continua a
nivel licenciatura y posgrado impartiendo cursos de Fisiologia Microbiana, Bioquimica y
Termodinamica de Proteinas, respectivamente, esto desde sus inicios como estudiante
de posgrado de la UNAM hasta la fecha como Profesor Titular del Departamento de
Biologia de la Facultad de Quimica de la UNAM.
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Resumen

Un gran nimero de evidencias han documentado que la inflamacién es un mecanismo
gue podria participar de forma importante en el progreso de la neurodegeneracion
presente en las enfermedades de Parkinson (EP) y Alzheimer (EA) principalmente. La
desregulacion y la sobre activacién de las células de la glia en el sistema nervioso
central ocasionan la sintesis y liberacion diversos factores pro-inflamatorios (citocinas,
quimiocinas y radicales libres), los cuales, se propagan de forma descontrolada para
conducir a un circulo vicioso que conduce a la muerte neuronal y a la progresion
cronica de la enfermedad. En este sentido, se estan investigando diversos tratamientos
gue permitan modular la reaccion inflamatoria, con la finalidad de interrumpir el proceso
neurodegenerativo presente en estas patologias.

Palabras claves: astrocitos, microglia, Interleucina-13, iNOS, estrés oxidativo muerte
celular.
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Abstract

Several evidences indicated that inflammation is a mechanism that could participate
significantly in the progress of the neurodegeneration found in Parkinson's disease (PD)
and Alzheimer (AD). Deregulation and overactivation of glial cells in the central nervous
system resulting in the synthesis and release pro-inflammatory factors (cytokines,
chemokines and free radicals), which, spread out of control to lead to a vicious circle
leading to neuronal death and chronic progression of the disease. In this regard, various
treatments are under investigation to modulate the inflammatory reaction, in order to
interrupt the neurodegenerative process present in these pathologies.

Keywords: astrocytes, microglia, Interleukin-13, INOS, oxidative cell death.

Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la muerte de
neuronas en diferentes regiones del sistema nervioso seguido del deterioro funcional
de las partes afectadas. Las patologias mas frecuentes y mejor conocidas son las
enfermedades de Alzheimer (EA) y de Parkinson (EP), aunque existen otras
afecciones, como, la esclerosis lateral amiotrofica y la enfermedad de Huntington, las
cuales también pertenecen al mismo grupo clinico. Las enfermedades
neurodegenerativas tienen un enorme impacto en la vida de los individuos afectados,
en sus familias, y en misma la sociedad.

El mecanismo que impulsa el progreso cronico de las enfermedades
neurodegenerativas continda sin conocerse por completo. Es evidentemente, que las
estrategias terapéuticas activas, destinadas al neurorescate son hasta ahora
ineficientes. Por lo tanto, se convierte en fundamental y urgente la investigacién que
identifique el origen del progreso cronico de las enfermedades neurodegenerativas. La
inflamacion  parece ser un denominador comun en la enfermedades
neurodegenerativas (EP y EA). Sin embargo, la naturaleza de su participacion en la
progresion de la enfermedad continda sin esclarecerse por completo.

Aspectos generarles de la inflamacion del SNC

La inflamacion es una compleja cascada de respuesta fisioldgica a los estimulos
nocivos del medio ambiente. Tradicionalmente, el sistema nervioso central (SNC) se
considerd inmunoldgicamente privilegiado por su limitada capacidad inflamatoria y la
escasa infiltracion linfatica. Mas tarde, se explicé que se debia a la existencia de la
barrera hematoencefalica (BHE), la cual es una barrera fisica localizada entre los vasos
sanguineos y el tejido cerebral, que limita el acceso de casi todas las moléculas para
proteger al cerebro de cualquier tipo de patdgeno o sustancia toxica. Actualmente se ha
demostrado por estudios neuropatologicos y neuroradiologicos que el SNC es
inmunoldgicamente especializado por la accidon de las células de la glia, que son
células residentes en el SNC, las cuales, regulan la inmunidad innata, constituyen la
primera linea de defensa cada vez que se produce una lesion o enfermedad. Se puede
detectar en una amplia gama de estimulos que afectan la homeostasis fisioldgica,
como los traumas del SNC, la isquemia, insultos toxicos y las enfermedades
neurodegenerativas [1,2].

La inflamacion presente en las enfermedades neurodegenerativas, tanto agudas
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como cronicas se dan como respuesta a una lesion o alteracion en el SNC, consiste
principalmente en una respuesta inmune innata que activa a las células de la glia
(astrocitos y microglia), sintetiza y libera citocinas, quimiocinas, prostaglandinas,
proteinas de la cascada del complemento y especies reactivas de oxigeno (ERO) y
nitrogeno (ERN) [1,3,4]. Todo esto puede ocurrir bajo un proceso bien regulado, con la
finalidad de proteger a las células. Sin embargo, una respuesta inflamatoria excesiva y
descontrolada puede ser una fuente adicional de dafio para integridad y funcién de las
células huésped, debido a que los tejidos neurales tienen una regeneracion celular
restringida, ademas de que el SNC es extremadamente vulnerable a los procesos
inmunes e inflamatorios descontrolados [2].

Hasta la fecha, una gran cantidad de datos convincentes indican que la
inflamacion contribuye a la pérdida de neuronas en las enfermedades
neurodegenerativa, pero se desconoce como es que la inflamacion afecta de manera
decisiva la progresion crénica de estas enfermedades, en este sentido describiremos
en primer lugar la participacion de las células de la glia en el proceso inflamatorio y
posteriormente todos los procesos que derivan de la activacion de dichas células.

El papel de la glia en la respuesta inflamatoria

El SNC esta constantemente supervisado por una red bien desarrollada de
células inmunes, denominadas células gliales, las cuales controlan todos sus portales
de entrada [4]. Estas, reaccionan enérgicamente ante cualquier estimulo inmunolégico
o al dafio neuronal y desempefian un papel activo en el desarrollo de la inflamacion.
Las células gliales se clasifican generalmente en dos grupos: 1) macroglia, que
incluyen los astrocitos y oligodendrocitos, de origen ectodérmico, y 2) la microglia, de
origen mesodérmico, que invaden el SNC durante el desarrollo embrionario en el
momento de la vascularizacion [5]. Las células gliales difieren de las neuronas, ya que
Nno poseen contactos sinapticos y tienen la capacidad de dividirse durante toda la vida.
Las principales funciones de las células gliales son 1) mantener el medio iénico de las
células nerviosas, 2) modular la velocidad de propagacion de sefiales nerviosas, 3)
modular la accion sinaptica mediante el control de la captacién de neurotransmisores,
4) proporcionar un cimiento para el desarrollo neural, y 5) ayudar en (o impidiendo, en
algunos casos) la recuperacion de una lesién neuronal [6].

La microglia constituye parte de los macréfagos, derivados de la médula ésea, se
localizan en el SNC durante su desarrollo, comprenden hasta un 20% de la poblacion
total de células no neuronales y son especialmente importantes para proteger la
integridad y la homeostasis del cerebro. En condiciones normales, la microglia se
encuentra en reposo, pero si existe una lesion o infeccion se activan [7]. Una vez
activada se somete a la maduracion en dos estados diferentes: el activo y reactivo [8].
La microglia activada se caracteriza por ser una célula hinchada, ramificada, con un
cuerpo celular mas grande y con proyecciones mas cortas. Expresa receptores del
complemento CR3 y el complejo de histocompatibilidad de clase-1 (MHC-1). Por otra
parte, la microglia reactiva es mas pequefa, esférica y carece de ramificaciones.
Constituye los macréfagos en plena actividad incrementando la expresién del de MHC-I
y MHC-II con la capacidad de presentar antigenos a las células T para su degradacion.
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Se ha reportado que en condiciones normales la expresion del MHC-I y MHC-II es
generalmente muy baja, pero en casi todas las enfermedades neurodegenerativas su
expresion incrementa [7], a causa del dafio neuronal progresivo.

El mecanismo que regula la funcién de la microglia es pobremente comprendido.
En recientes afios se han tratado de explicar como es el vinculo entre los marcadores
de activacion de la microglia y la funcién celular especifica que esta envuelve. Se
propone que en las primeras etapas de la inflamacion la microglia promueve la
secrecion de factores de sobrevivencia neuronal como el factor neurotréfico derivado
de la glia (GDNF) con el propésito de limitar el dafio y proteger a la poblacién de
neuronas vulnerables asi como reparar el tejido dafiado. Por otra parte la microglia
promueve actividades neurotdxicas al producir ROS y RNS como o6xido nitrico (NO) y
secretar prostaglandina, quimiocinas y citocinas (ver tabla 1). Si la activacion de la
microglia persiste por amplios periodos, se podria ocasionar un descontrol de la
respuesta, que da origen a ciclo de inflamacion que resulta crénico y que lleva al
incremento local de la concentracion de citocinas, quimicinas, prostaglandinas y otros
mediadores pro-inflamatorios, los cuales contribuyen al dafio del tejido [9]. Por lo tanto,
la activacion de la microglia influye en la extension de la lesion cerebral después de un
estimulo inflamatorio descontrolado, la activacién microglial crénica esta implicada en
una serie de enfermedades neurodegenerativas [10].

Un segundo tipo de célula de la glia son los astrocitos que residen en el SNC,
participan en una variedad de procesos fisioldgicos y patoldgicos, actian como puente
para suministrar los nutrientes de los capilares sanguineos a las neuronas y son el
lugar principal de almacenamiento de glucégeno en el cerebro [11]. Por otra parte,
también son capaces de sintetizar y secretar una variedad de factores neurotroéficos y
de crecimiento como el factor de crecimiento neuronal (NGF), el factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF), el factor neurotrofico ciliar (CNTF) y el factor de
crecimiento derivado de insulina-1 (IGF-1), que puede ser benéfico para la
supervivencia de las neuronas [12].

Los astrocitos una vez activados sufren diversas modificaciones estructurales
denominadas astrocitosis. La caracteristica principal de la astrocitosis es el aumento en
el numero y tamafio de la proteina &cida fibrilar de la glia (GFAP) que es una proteina
del citoesqueleto de filamentos intermedios expresados principalmente por los
astrocitos y es considerada como el principal marcador de astrocitosis [13]. La funcién
precisa de la molécula de GFAP todavia no es clara, aun no se ha establecido si el
aumento en los niveles de GFAP es el resultado de una mayor produccién de esta
proteina por las células 0 un aumento en el nimero de astrocitos ya sea debido a la
proliferacion o la migracién. Los astrocitos reactivos forman una cicatriz glial en zonas
de necrosis de los tejidos, con exclusion de las células no neuronales y rellenan el
espacio que resulta de la pérdida neuronal [14].

Una de las funciones importantes de los astrocitos activados es la participacion
en la respuesta inmune del SNC. Varios han demostrado que los astrocitos activos
producen una variedad de moléculas, que estan implicadas en la iniciacién y regulacion
de la respuesta inflamatoria. Esto incluyen varias citocinas pro y anti-inflamatorias,
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guimiocinas, los eicosanoides, la prostaglandinas y tromboxanos [15].

Por otra parte también se ha demostrado que los astrocitos activos lleva a la
expresion de la ciclo oxigenasa tipo-2 (COX-2) y la éxido nitrico sintasa inducible
(INOS) [15] y formar asi el NO, una molécula importante para causar estrés oxidativo y
muerte neuronal. (ver tabla 1)

Es cada vez mas evidente que los astrocitos también tienen un papel importante en
los desordenes neuroldgicos. Los modelos animales han demostrado que los astrocitos
son pieza clave en el deterioro neuronal presente en las enfermedades
neurodegenerativas, de ahi que son considerados como nuevos blancos terapéuticos
para prevenir el deterioro neuronal [14].

Microglia Astrocitos

Proteinas del Complemento

Proteinas del Complemento

Factores Neurotroficos:
(GDNF)

Factores Neurotroficos:
(GDNF, BDNF, CNTF;IGF-1)

Citocinas y Quimiocinas:
(IL-1, IL-6, IL-17, TNF-a, MIPC)

Citocinas y Quimiocinas:
(IL-1, IL-6, IL-17, TNF-a, MIPC)

ERO: ERO:
(OHy 0y) (OHy 0;)
ERN: ERN:
(NOy ONOO") (NO y ONOO)
iNOS iNOS

5-100

COX-2

Tabla 1. Moléculas y productos liberados por la microglia y los astrocitos durante el proceso
neuroinflamatorio.

Las citocinas como mediadores pro-inflamatorios

Las citocinas son glicoproteinas de bajo peso molecular producidas tanto por
células inmunolégicas como no inmunoldgicas. Las citocinas son importantes
moduladores de la comunicacion neuronal y la desregulacion en su produccion podria
contribuir a desencadenar diferentes patologias, ya que ellas son reguladoras clave de
la respuesta inmune innata y adaptativa [16]. En el cerebro las citocinas mas notables
son el factor de necrosis tumoral- alfa (TNF-a), interleucina-1-beta (IL-1B), interleucina-
17 (IL-17) y interleucina-6 (IL-6). La familia de interferon-gamma (IFN-y) y el factor de
crecimiento transformante- beta (TGF-B). Todos ellos actuan en contexto para modular
los procesos inflamatorios que afectan la permeabilidad de la BHE [16, 17].

La IL-1B es una de las citocinas pro-inflamatorias mas importantes para la
progresion del proceso inflamatorio. Diversos estudios indican que la IL-1B juega un rol
importante en el desarrollo de lesiones neuronales agudas ya que el aumento en la
expresion de IL-1B en el SNC se observa después de provocar un dafio cerebral o bien
por la administracion exogena de IL-1B [18]. Asi mismo se ha demostrado que la
administracion del antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra) previo a una lesion cerebral,
reduce de forma significativa la muerte de neuronas de la corteza en ratas [19].
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Estudios recientes han utilizado animales transgénicos con modificaciones especificas
de los genes que expresan la IL-1B para investigar la contribucion de la inflamacién en
la neurodegeneracion [20] y se ha mostrado que en los ratones deficientes IL-1f
muestran una reduccion en la muerte celular a pesar de que los animales sean
sometidos a diferentes insultos neuronales [21] lo que indica la importancia que tiene la
IL-1B en promover el progreso de la neurodegeneracion.

Asi mismo se ha demostrado que la IL-1B inducen la expresion de la iINOS que
desencadena la liberacion de NO en las células gliales (astrocitos y microglia) y causar
estrés oxidativo. Por sus propiedades pro-inflamatorias y su papel en la respuesta
inmune innata se ha pensado que la IL-1B podria estar implicada en los mecanismos
fisiopatolégicos de una amplia gama de enfermedades neurodegenerativas.

-Produccion de productos de
degradacion de la membrana celular
-Agregados proteicos(AB y a-Syn)
-Desbalance de neurotransmisores
(glutamato)

i, ™~

Reclutamiento, "w Daf |
f——d | prrolifeeraciin y activacion ano neurona
de microglia y astrocitos

!,,Q:’N /
{"e:s, ity

lizae, O
% - Citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-G,
IL-17 y TNF-a)

Agente inductor
AB, a-Syn, LPS, etc)

-Quimiocinas (MIPC)

-ERO y ERN (esfrés oxidativo)
-Aminoacidos excitadores (excitotoxicidad)
-Caspasas pro-apoptoticas (casp-3 y casp-9)

Disfuncién Neurodegeneracion
progresiva e
imreversible

motora & cognitiva

H

Figural. La inflamacién determina la progresion de la muerte neuronal en las
enfermedades neurodegenerativas. Agentes inductores en el SNC (AR, a-syn, LPS) activan a
la glia para producir y secretar un espectro de mediadores de la inflamacién, como las
citocinas, quimiocinas, EROs y ERN, ademas de aminoacidos excitadores y caspasas pro-
apoptoticas en el medio extracelular. Esto con la finalidad de producir dafio neuronal, ademas
de productos de degradacion anormal de la membrana, agregados proteicos y alteraciones en
la concentraciébn de neurotransmisores, los cuales favorecen la gliosis reactiva. En este
sentido, la respuesta inmune puede llegar a ser exagerada y destructiva, y se convierte en la
inflamacién crénica y persistente que conduce a neurodegeneracion progresiva e irreversible
induciendo a un circulo vicioso que causa el deterioro cognitivo 6 motor y dar origen a la
progresion de las enfermedades neurodegenerativas crénicas como la EA 'y EP.
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El descontrol en la inflamacién genera un circulo vicioso que dafia a las
neuronas y causa el progreso de la enfermedad.

El dafio agudo en el SNC puede ocasionar la degeneracién neuronal. La
cuestion radica en como este dafo inicial en las neuronas se transforma en una
neurodegeneracion cronica y progresiva. Se postula que el dafio en las neuronas activa
una sefal descontrolada en la glia para inducir la gliosis reactiva, la cual, agrava aun
mas el dafio neuronal, mediante la liberacién de factores inflamatorios y neurotoxicos.
A pesar de esto, no queda nada claro que podria impulsar la inflamacién en los
pacientes con las enfermedades neurodegenerativas anteriormente mencionadas.
Recientes trabajos experimentales sugieren que como resultado del dafio celular, las
neuronas producen de forma constante compuestos nocivos que son liberados al
medio extracelular, los cuales pueden ser los responsables de inducir la gliosis
reactiva.

Estos compuestos incluyen productos de degradacion de la membrana,
proteinas procesadas, modificadas o agregadas de forma anormal, asi como moléculas
alteradas o incrementadas como los neurotransmisores excitadores (glutamato) [21,22].
Todos estos compuestos endégenos activan el patrén de receptores de reconocimiento
expresados en las células de la glia para activar una respuesta inflamatoria que se auto
amplifica. En este sentido, se pierde el control estricto de la inflamacién y sus
caracteristicas defensivas se inhiben para producir efectos neurotoxicos, en
consecuencia se genera un circulo vicioso entre las neuronas lesionadas y la
inflamacion descontrolada, y de esta forma desencadenar la sintomatologia clinica
propia de cada enfermedad neurodegenerativa [6] (ver Figl).

Evidencias de lainflamacion en las enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas estan caracterizadas por la pérdida de
poblaciones especificas de neuronas, asi como por la acumulacion de agregados
fibrilares extracelulares. La formacion de estos agregados proteicos resulta de la
interaccion proteica anormal y de un plegamiento aberrante que genera la mutacion,
oxidaciébn y agregacion de proteinas. Las cuales han sido consideradas como
inductoras de la disfuncidon neuronal y una caracteristica de diversas enfermedades
neurodegenerativas. Una via comin de estos eventos moleculares y celulares es la
activacion de células de la microglia y astrocitos en regiones especificas del cerebro. Si
los agregados proteicos no pueden eliminarse se dispara la activacion crénica de las
células de la glia que deriva en la neuroinflamacién crénica y el estrés oxidativo, para
contribuir en la disfuncibn neuronal progresiva que contribuye a la degeneracion
presente en las principales enfermedades como la EA y EP.

- Evidencia de la inflamacion en la enfermedad de Alzheimer

La mayor evidencia del papel de la inflamacion crénica del SNC en los trastornos
proviene de estudios sobre la EA. Considerada como la enfermedad neurodegenerativa
mas comun, aproximadamente el 10% de todas las personas mayores de 65 afos y
hasta el 50% de los mayores de 85 afios son diagnosticadas con esta enfermedad. Es
un trastorno irreversible y progresivo caracterizado por la pérdida de neuronas sobre
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todo en la corteza cerebral y el hipocampo [23,24]. Su etiologia no esta clara, sin
embargo, las evidencias sugieren que la acumulacion de AB en las placas neuriticas y
los restos de una proteina tau actian como los factores activantes de la respuesta
inflamatoria, que provocan cambios reactivos en la microglia, la expresion de TLR-2 y
4, la liberacién de citocinas (IL-1B y IL-6) [25] y productos potencialmente neurotdxicos
como los ERO, el NO, el glutamato extracelular excesivo [26]. Todos estos productos
toxicos inflamatorios contribuyen a la muerte de células neuronales, que ademas se
activa la reaccion inmune y conduce a una neurodegeneracion cronica y progresiva

La evidencia de la importancia que tiene la inflamacion en el dafio neuronal
proviene en primer lugar, de los estudios inmunohistoquimicos y de biologia molecular
hechos en los tejidos cerebrales de pacientes con EA, que revelaron los rasgos
distintivos de la inflamacion, incluyendo la activacién de la microglia y astrocitos, la
expresion de citocinas y la invasion de las células inmunes. En segundo lugar, el
tratamiento cronico de farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINES), como
aspirina e ibuprofeno, los cuales disminuyen el riesgo significativamente menor de
desarrollar esta enfermedad [27].

- Evidencias de la inflamacion en la enfermedad de Parkinson

Procesos similares se observan en la EP, una enfermedad cronica, progresiva
neurodegenerativa que se caracteriza por la degeneracion de la dopamina (DA) en las
neuronas nigroestriatales y de la sustancia nigra. Segun una hipétesis comun, la
neurodegeneracion en el Parkinson establece en la acumulacién anormal de la proteina
a-sinucleina en las neuronas, al igual que AB en la EA. Estos agregados desencadenan
la activacion de las células gliales y la progresion de la inflamacion. De hecho, la
microglia activada, y en menor medida y los astrositos reactivos, se encuentran
asociados con la pérdida de células neuronales, lo que podria contribuir al proceso
inflamatorio por la liberacion de citocinas pro-inflamatorias como el TNF-q, IL-13 e IL-6
[28], las prostaglandinas (PGE2, PGD2), los ROS y el NO. El tratamiento anti-
inflamatorio con AINEs o dexametasona ha demostrado tener un papel beneficioso
también en la EP, aunque es mucho menos evidente que en el caso de EA [29].

La terapéutica actual para la inflamacién presente en las enfermedades
neurodegenerativas.

La identificacion de dianas terapéuticas depende de una clara delimitacion de los
efectos benéficos y perjudiciales de la inflamacion y la funcién de determinados
mediadores inflamatorios en estados agudos como crénicos presentes en las
enfermedades neurodegenerativas. En general los tratamientos anti-inflamatorios
pueden ser beneficiosos en la prevencién de lesiones. Por ejemplo, se ha observado
gue una terapia combinada de L-DOPA con agentes anti-inflamatorios como la aspirina
y la dexametasona pueden ser los mas beneficiosos para retrasar la sintomatologia de
la EP [29].

Por otra parte se ha sugerido algunos agentes farmacoldogicos como la
minociclina, un antibiético de tetraciclina, que tiene actividades neuroprotectoras,
podria ser beneficiosa en muchos trastornos del SNC. La minociclina inhibe la
activacion microglia, reduce la expresion de citocinas, y las actividades de iNOS [30].

Asi mismo se ha visto que el aumento de NO y la expresion de INOS se ha
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controlado con el uso de los inhibidores de la INOS considerados como agentes
potenciales incluyendo los de origen natural como la vitamina-D3, y el N (omega)-
mono-metil-L-arginina). Sin embargo los resultados solo se han mostrado en modelos
experimentales con animales. Otras terapias van dirigidas hacia la IL-1 que es
considerada como una de las terapias mas prometedoras a futuro, para los trastornos
del SNC, en gran parte porque el antagonista natural (IL-1ra), que es bien tolerado,
utilizado en la clinica para el tratamiento de la artritis reumatoide. Otras estrategias
para modificar la concentracion de la IL-1 son la inhibicibn de su expresion, y la
activacion de su degradacion por ejemplo, a través de los inhibidores de la caspasa-1,
sin embargo los resultados no han sido convincentes [27].

La orientacion al bloqueo de otras citocinas estd menos avanzado, las moléculas
conocidas como anti-citocinas inflamatorias (por ejemplo, la IL-10, factor de crecimiento
transformante- y IFN-y) han demostrado los efectos neuroprotectores, pero los datos
son limitados hasta el momento, ademas de que los efectos secundarios han resultado
un problema [24].

El fracaso de numerosos ensayos clinicos se debe a que en algunos casos, la
eficacia limitada de la sustancia de ensayo, los efectos secundarios inaceptables o el
mal disefio de los ensayos clinicos [30]. Es necesario realizar una amplia investigacion
con modelos experimentales en especies superiores como los primates, sin embargo
esto plantea evidentes cuestiones éticas. También puede ser necesario llevar a cabo
un estudio sobre la identificacion de otras dianas terapéuticas antiinflamatorias para los
trastornos del SNC, debido a que los modelos experimentales disponibles son un tanto
limitados.

Conclusiones

En la ultima década, se ha demostrado que la inflamacion desempefia un papel
clave en la enfermedad del SNC. El sello distintivo de la inflamacion del SNC, es la
activacion microglial, la generacion y la liberacion de mediadores pro-inflamatorios
incluyendo citocinas, NO y los radicales libres. Dado que muchos de estos agentes son
pro-inflamatorios y conducen a la pérdida neuronal, que representan los posibles
candidatos terapéuticos. Sin embargo, aun queda mucho por comprender acerca de la
naturaleza de la inflamacion del SNC antes de que pueda ser llevado con éxito en los
tratamientos clinicos.

La activacion microglial en algunos casos puede ser neuroprotector y podran
participar en la reparacion a largo plazo y la recuperacion. La compleja interaccion y el
equilibrio entre estos diversos mediadores, el envejecimiento, y los factores
ambientales en ultima instancia puede determinar el resultado de una lesion aguda del
SNC vy regular la iniciacion y progresion de la neurodegeneracion crénica la
comprension de estas interacciones con mayor detalle de esperar que conduzca a la
elaboracion de terapias eficaces para las enfermedades del SNC intratables.
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Aunque tal vez no venga al caso mencionarlo, mi oportunidad de conocer y tratar al
“maistro” Laguna, no tuvo lugar sino en el mes de septiembre de 1958, ya iniciado en
sus labores formales como Jefe del Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina, ante lo que se veia entonces sélo como una serie de intenciones y suefios de
ese personaje extraordinario, sobre todo en la Bioquimica mexicana y en la Sociedad
Mexicana de Bioquimica, pero también en otras areas, como la de Salud Publica. No es
facil resumir en un espacio pequefio tantos afios, desde sus ideas iniciales, sus
innumerables luchas, éxitos y fracasos, pero al final con el balance positivo de los
primeros, ante uno de los ejemplos mas claros de lo que puede lograrse mediante una
serie de ideas perseguidas y ejecutadas con una persistencia y un entusiasmo
inflexibles ante circunstancias pocas veces favorables.

En aquellas épocas, cualquiera hubiera considerado que el Dr. José Laguna, mas
gue contar con un plan preconcebido y coherente, padecia una locura, y sélo eso, pero
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ademas, tampoco simple, sino multiple, digna sélo de un sofiador o un visionario. Su
principal obligacion era modificar y modernizar la ensefianza de la Bioquimica en la
Facultad de Medicina, pero no conforme con tal cosa, tenia la firme idea de establecer
un grupo de investigacion en una Facultad y una Universidad que no estaban
disefiadas, no digamos para impulsarlas o favorecerlas, sino siquiera para tolerarlas.
Mas aun, pretendia iniciar un proyecto de formacion de nuevos académicos, a partir de
jovenes estudiantes de la carrera, en un principio, simplemente incrustandolos en
pequefios proyectos de investigacion, sobre bases y metodologias modernas y a la
altura de cualquier laboratorio del mundo.

El Dr. José Laguna a sus 80 afios (1921-2011)

Como algo que podria ser ahora mismo un ejemplo para nuestros directores, en
primer lugar, el Director, Dr. Raul Fournier supo de su existencia y lo designé Jefe del
Departamento de Bioquimica, a sabiendas de que seria, no un subalterno sumiso,
como muchos jefes actuales, sino una verdadera lata, que pedia y pedia para su
visionaria empresa.
Luego, como ejemplo para los jefes pasados y actuales, podemos resumir su
extraordinaria labor:
e Organizo los cursos y establecio reglas estrictas para los profesores;

» Ay de aquel que llegara tarde, y peor aun si osaba faltar.

» Ay de aquel que no cumpliera con el Programa.
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> Instituyo los exdmenes departamentales, que no eran sélo para los alumnos;
todos los profesores debiamos resolverlos.

e Fue reclutando jévenes con la idea de sustituir a los viejos y anquilosados
profesores de muchos afos, cosa que logré en poco tiempo.

e Escribi6 el libro “Bioquimica” como texto necesario para el curso en la Facultad, que
fue durante muchos afios adoptado como tal en varios paises de Latinoamérica.

e Inicié un grupo de investigacion a partir de algunos colegas en quienes vio
capacidad para realizarla.

e Inici6 activamente el reclutamiento de jovenes para el mismo fin; hasta donde yo sé€,
los primeros fueron Armando Gomez Puyou, Enrique Pifia y Victoria Chagoya, yo
llegué ya en 1958, y luego muchos otros.

e Convenci6 a las autoridades de la conveniencia de contar con mas plazas de
profesores de tiempo completo para la doble actividad de la docencia y la
investigacion.

e Aun con los pocos medios existentes, arrancé dos lineas de investigacion, que no
obstante la situacion, se consolidaron en nuestras primeras publicaciones en
revistas internacionales.

e Establecid, con lo que podriamos llamar la complicidad de Guillermo Soberén y su
segundo de abordo Jesus Guzméan, un posgrado informal, que podriamos ahora
llamar pirata, en Bioquimica. Pirata porque no tenia la aprobacion del Consejo
Universitario, que no se logroé sino hasta 1969.

e También con el mismo complice, Soberon, logré conjuntar a 14 académicos para
fundar en julio de 1957, la Sociedad Mexicana de Bioquimica y organizar sus
actividades.

Esta aparente imagen de que su idea era locura o fantasia se podia reforzar con tan
s6lo echar un vistazo a los medios disponibles: La planta de profesores, en su mayoria
anquilosada, revisaba textos més bien pasados de moda, traducidos del inglés siempre
con retraso, y un programa de la materia también en el mismo tenor. Atraer jovenes, en
especial hacia la Bioquimica, aparentemente tan complicada y hasta odiada por los
estudiantes, tampoco parecia factible. Las instalaciones mismas, fuera de unos
laboratorios para las practicas, lejos estaban de acercarse a la ensefianza practica de
la Bioquimica. Los espacios para investigacion eran casi solo eso; laboratorios con
mesas de trabajo, material de vidrio y casi nada de equipo. Y sin espacios adecuados
ni equipos, menos habia fondos para adquirir los reactivos necesarios para una
investigacion en serio. EI mismo material humano de los primeros profesores de tiempo
completo, si bien entusiasmado en la misma empresa loca, distaba mucho de ser
suficiente. Nada de esto arredré sin embargo, a aquel joven visionario, que con una
energia, un entusiasmo y una capacidad de convencimiento pocas veces visto, fue
abatiendo todos y cada uno de los obstaculos.

Para lograr una mejor ensefianza de la materia, con el apoyo de nuestro querido y
sabio Dr. Jesus Guzman, “Chucho”, rehizo el programa de la materia, pero ademas lo
desglosé en guiones que cada profesor deberia seguir, para uniformar la docencia;
entre ambos disefiaron nuevas y mas modernas practicas de laboratorio, y, cosa nada
facil hasta la fecha, establecié una disciplina estricta, tanto en el cumplimiento de la
asistencia, como en la capacidad para la docencia, y lentamente en el tiempo fue
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sustituyendo a los profesores de menor calidad por otros mas jévenes que se iban
formando. Una vez lograda tal cosa, se pudieron instituir los examenes
departamentales, que aseguraban una evaluacion uniforme para todos los grupos. No
esta demas sefialar que al imponer los exdmenes departamentales y antes de
calificarlos, también los profesores debiamos resolverlos. Encima de todo, se lanzo6 a
escribir en un tiempo relativamente corto, un texto completo y moderno de Bioquimica,
a la altura de los mas modernos de la época.

o
! £ o

Laboratorio del Dr. José Lagﬁ (1959)

Para allegarse fondos, se instituyé una cuota adicional por el laboratorio de
Bioquimica, que permitia por una parte cubrir los gastos de los laboratorios de
ensefianza, pero ademas, parte de los gastos de los incipientes proyectos de
investigacion. Ya desde 1956 habia logrado reclutar a los primeros incautos, Armando
Gomez Puyou y Enrique Pifia, estudiantes, y Victoria Chagoya, quimica. De hecho, fue
gracias a Armando Gémez Puyoy, mi compafiero en la carrera, que intercedié por mi
ante el “maistro” para que me aceptara para trabajar en algun proyecto para mi tesis de
licenciatura, trabajando bajo su tutela y la del Dr. Guzman. Poco a poco se fueron
agregando otros a su grupo, al de Raul Ondarza y al de Félix Cérdoba, principalmente.
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Algunos de los integrantes del grupo de investigacion del DLagha.

Nuestros proyectos giraban principalmente alrededor de los efectos de los
esteroides suprarrenales sobre distintos sistemas, pero principalmente sobre la
gluconeogénesis y el metabolismo mineral en embriones de pollo. Otra linea consistia
en un intento de bloquear la absorcién del colesterol con la diosgenina, materia
autoctona de partida para la entonces nueva sintesis de las hormonas esteroideas.
También tenia a su cargo, con otros profesores, la produccién nacional de la vacuna
“Salk”, contra la poliomielitis, recién desarrollada, en los laboratorios Behring, en la
calle Arenal, cerca de la Ciudad Universitaria, que se producia replicando el virus en
células cultivadas de mono. Dado que ahi existian las facilidades para cultivar células
animales, nos envié a Armando Gomez, Enrique Pifia y a mi, a estudiar los efectos de
la hidrocortisona sobre la sintesis de proteinas y acidos nucleicos en células cultivadas
de riidén de conejo. Este fue el tema de las tesis de licenciatura de Armando Gémez
Puyoy y mia.

Por esas mismas fechas aparecié de regreso a México otro joven igualmente
ambicioso y decidido, que pronto encontré forma, no sélo de participar, sino de
convertirse en otro promotor central de las mismas ideas, sélo que méas en el &mbito de
la investigacion. Fue sin duda la asociacion de Guillermo Soberén y José Laguna un
suceso que no sélo implicé la duplicaciéon de esfuerzos, sino la potenciacién mutua. En
1957, antes de la creacion de la ahora Academia Mexicana de Ciencias, y de la misma
Sociedad Mexicana de Ciencias Fisioldgicas, se cred la Sociedad Mexicana de
Bioquimica, y se instituy0d un posgrado, que inicialmente, y por razones de una mejor
acogida y agilidad, se aloj6é en la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del Instituto
Politécnico, y dio lugar a los primeros doctorados en Bioquimica en México. Ya a
principios de los afios sesentas, se fue organizando otro posgrado en la UNAM, que
empezd a operar de una manera en buena parte, “pirata”, diriamos ahora, coordinado
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por el Dr. Guzméan, mediante cursos en la Facultad y en el Instituto de Quimica, y otros
intensivos con investigadores invitados del extranjero. Era pirata porque no fue
aprobado por el Consejo Universitario sino hasta 1969. Para entonces ya éramos
‘estudiantes” del posgrado, de nuestro grupo, Armando Gomez, Marietta Tuena,
Victoria Chagoya, Enrique Pifia Edmundo Chavez y yo. Luego se fueron incorporando
otros més, como Sergio Estrada O., la inolvidable Aurora Brunner, Alfonso Céarabez,
Carlos Gomez Lojero, Juan Diaz Zagoya, asi como otros de los demas grupos del
Departamento.

Toda esta especie de “leva”’ de estudiantes, se reforzé por la existencia del grupo
del mismo Guillermo Soberén y el de Guillermo Massieu; el primero, en un principio en
el Instituto Nacional de Nutricion, y luego en el de Investigaciones Biomédicas, y el
segundo, mas pequefio, en el Instituto de Biologia. De hecho, este fue sin duda el
nacimiento de la Bioquimica en la UNAM. Dicho sea de paso, y como muestra de su
generosidad, el maestro Laguna se las arreglaba también para financiar algunas
compras de reactivos del grupo del Dr. Massieu, creador a su vez de la neuroquimica
en México.

~ ASPECTOS ENZINATICOS DE LA
BN REGULACION METABOLICA

e - B

Como complemento de nuestra preparacion, una parte importante de la formacion
adicional de unos cuantos jovenes en la investigacion, consistia en frecuentes visitas
de investigadores extranjeros, que impartian conferencias y cursos intensivos. En este
tenor se organizd, por ejemplo, un Simposio Internacional sobre Regulacion
Enzimatica, en el que participaron algunos de los mejores bioguimicos del mundo,
Hans Krebs entre ellos. Una actividad adicional consistia en visitas de algunos meses a
los laboratorios de los amigos de nuestros maestros, y desde luego, en el caso nuestro,
del Maestro Laguna. Fue asi que primero envié a Victoria Chagoya a la Universidad de
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Wisconsin; en 1961 a mi me envio al laboratorio de Abraham White; a Enrique Pifia al
entonces Instituto Rockefeller, con Edward Tatum; a Sergio Estrada a Wisconsin, con
Henry Lardy; y a Armando Gomez a algun lugar de Oklahoma, de donde se regresé a
los tres dias para luego casarse con Marietta Tuena.

Pero con todo y las cuotas de los estudiantes, los recursos para investigacion eran
magros; asi se lanzé un buen dia a la busqueda de financiamiento externo, nada
menos que con la Fundacion Rockefeller, en Nueva York, hecho que revela por una
parte su arrojo, pero también algo poco o nada comun en México en aquellas épocas,
su capacidad de convencimiento ante cualquier instancia, donde fuera, y la firmeza de
sus propositos sin detenerse ante nada. En efecto, vino una delegacion de la
Fundacion, a la que presento los proyectos, los participantes y los resultados, pero lo
dificil llegd a la hora que preguntaron por las publicaciones, que desde luego, no
existian. Muy gentiles, sin embargo, le propusieron una especie de condicién: podrian
apoyarlo en el momento en que aparecieran los “papers”. Fue asi que se establecid
una etapa de trabajo intenso de todo el grupo, de sol a sol y de lunes a domingo, para
redondear los estudios existentes y llevarlos a la publicaciéon lo antes posible. El primer
trabajo se publicé en 1962, y el segundo fue también aceptado en ese afio para
aparecer al siguiente; pero el resultado tal vez mas importante fue el apoyo
consiguiente de $125,000 ddlares, que nos cambio la vida.

Este cambio de vida se dio de dos formas: La primera consistio en la adquisicion de
equipo nuevo, entre el que se contaban dos centrifugas refrigeradas, con un
aditamento para centrifugar a velocidades de unas 10,000 RPM, una ultracentrifuga, un
espectrofotometro Beckman, con un sistema de registro, dos o tres espectrofotometros
Zeiss, uno con un aditamento para fluorescencia, y varios otros juguetes, asi como algo
de dinero adicional para reactivos y materiales. Pero sin duda que el cambio mas
importante consisti6 en que cada uno de nosotros fue buscando su camino; con la
compra de la centrifuga refrigerada de alta velocidad, Armando GAmez Puyou prepard
sus primeras mitocondrias, y nacid propiamente la bioenergética en México. Enrique
Pifia y Victoria Chagoya abrieron una linea de investigacién alrededor de un tema, que
hasta donde me acuerdo, surgié de una idea medio loca del Maestro Laguna; les
sugirié inyectar ratas con una preparacion de RNA que habia en el laboratorio, y los
resultados, también hasta donde me acuerdo, fueron espectaculares, en el sentido de
un aumento notable de la cantidad del glucégeno hepatico. Posteriormente lograron
disecar el efecto, y encontraron que se debia a la adenosina, linea que hasta la fecha
cultivan ambos. Aurora Brunner empez6 a trabajar sobre genética de las levaduras, en
un principio sin un objetivo claro, pero después sobre algunos componentes de la
cadena respiratoria, y lo importante fue que algunos afios después, asi se inici6 el area
de la genética molecular y luego de la Biologia Molecular en nuestro grupo. Sergio
Estrada, en parte inducido por los intereses de Armando Gomez, empez6 estudiando la
entrada y la salida de algunas enzimas de las mitocondrias, asesorado en buena parte
por Félix Cordoba; pero durante su productivo viaje al laboratorio de Henry Lardy, se
interes6 de lleno en el estudio de la bioenergética y la influencia de diversos ionéforos.
Marietta Tuena se descarrié algun tiempo; decidioé estudiar la fosforilacion oxidativa de
las mitocondrias del cerebro de la rata, en el laboratorio del Dr. Massieu, pero luego
regresé al buen camino, al lado de Armando. En cuanto a Armando Gémez y yo,
decidimos involucrar a dos alumnos que el Dr. Laguna nos encomendo, en el estudio
de los efectos del sodio y del potasio sobre las funciones mitocondriales, partiendo de
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un hallazgo fortuito mio, que consistia en que la glutamato deshidrogenasa funcionaba
mejor en presencia de sodio que de potasio.

No encontramos de entrada mayores efectos, salvo que Armando, todavia
entusiasmado con los esteroides, y que nunca se da por vencido, encontré que el
potasio, en presencia de un esteroide sintético, la triamcinolona, y no el sodio, tenia
sorprendentes efectos sobre la fosforilacion oxidativa y sus componentes conocidos.
Curiosamente, estos efectos fueron descritos antes de los publicados por Cyrill Moore y
Berton Pressman, en 1964 para la valinomicina. Al paso del tiempo, sin embargo,
resulté que los efectos de la triamcinolona se debian a una contaminacion del esteroide
con valinomicina. Yo, por mi parte, recibi una invitacion del Dr. White para hacer una
segunda estancia en su laboratorio, y alla voy a Nueva York en 1964, a trabajar sobre
los efectos del cortisol sobre la sintesis de proteinas en el timo de la rata. No obstante
los tres trabajos resultantes, asi como un buen numero de citas, decidi buscar un
sistema para estudiar los efectos diferenciales del sodio y el potasio. Durante el afio en
Nueva York, busqué y busqué en la literatura, hasta que encontré un trabajo de Aser
Rothstein, en el que reportaba un efecto notable del potasio sobre la fermentacion de la
levadura. Adopté la idea de tomar este sujeto experimental, y a mi regreso planteé a
nuestro Maestro la idea; no solo me dejo hacer, sino que en lo posible me apoy6 hasta
con un lugar para incubar mis levaduras compradas en una panaderia. Continuamos
colaborando algunos afos, Armando, Marietta y yo en los efectos del sodio y el potasio
sobre las mitocondrias, en un proyecto desarrollado con gran imaginacion por
Armando, en el que describié un efecto importante de los cationes monovalentes sobre
el llamado sitio | de la fosforilacion oxidativa. Yo por mi parte, trabajando con la
levadura y también en colaboracion con ellos, e influenciados en gran parte por Sergio
Estrada, tuvimos la fortuna de proponer el mecanismo del transporte del potasio por la
levadura, que luego resulté ser general en todos los hongos y en las plantas.

Dr. Antonio Pefia (1978).
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Todo lo anterior viene al caso para plantear la extraordinaria labor promotora del Dr.
Laguna, mucho mas que de direccion de cada uno de nosotros. Sin duda que lo mas
valioso fue un apoyo casi irrestricto a nuestros proyectos, y una libertad también casi
absoluta para hacer lo que nos viniera en gana. La Unica supervision que ejercia
consistia en la presentacion de nuestros resultados en los seminarios de los sabados a
las 8:15 de la mafiana, y desde luego, de vernos trabajar, entusiasmarnos dia con dia,
y apoyarnos dentro de las posibilidades econémicas del Departamento. La principal
regla era: El que no trabaje, se va.

A partir de de 1968, la UNAM no volvio a ser la misma. Habia antes las llamadas
Sociedades de Alumnos, lacras a cargo de unos cuantos vivales que obtenian de los
Directores “favores”; una especie de mafias que cobraban una cuota de “protecciéon”,
gue de no recibir, traducian en movimientos supuestamente en pro de los alumnos, que
podian llevar inclusive a la renuncia del Director. En su lugar se crearon y sucedieron
los “comités de lucha”, “de huelga” y muchos otros nombres, casi comicos, que fueron,
son, y parece que seguiran siendo otra lacra para la UNAM, como herencia de aquellos
afos. Cundié como la peste la idea de que cualquiera puede y debe participar en la
direccidn de la Universidad, y aunque en ocasiones con razon, suele partirse de que las
autoridades son corruptas, ineptas, y que conviene que algunos vivales, casi nunca
buenos, ni como estudiantes, ni como académicos, tomen las decisiones. Luego del 68,
la izquierda mexicana, nunca y desde el principio sincera, devino en una fuerza politica
gue se percatd de que las universidades, y en particular la UNAM, podian ser armas
politicas poderosas. Importante para nosotros: al tiempo que se instalaba ese
“‘movimiento”, fue designado Director de la Facultad nuestro Maestro, el Dr. José
Laguna.

Pero dentro de esa nueva politica, organismos y grupos pensaron en una estrategia
mejor: si las universidades como tales podian serles de gran valor, mejor que manipular
a los estudiantes y profesores, seria apoderarse de su control; y qué mejor que
instaurar un sistema de cogobierno, con la participacion de estudiantes y profesores.

Desafortunadamente para nosotros, el primer frente de lucha se abri6 en la Facultad
de Medicina, instrumentado por un grupo del Departamento de Microbiologia vy
Parasitologia, inclusa la participacion del Jefe del Departamento y algunos de sus
profesores, y un lider estudiantil, por cierto priista, luego izquierdista y después de
nuevo priista. La idea cundié a algunos profesores, incluyendo a uno de nuestros
maestros, siempre un excelente investigador, pero también un izquierdista convencido.

Debo confesar que, ingenuo, tomé de entrada partido por ellos en la primera
reunion formal (una asamblea, desde luego). Sin embargo, por el consejo, que siempre
he agradecido, de Victoria Chagoya, hablé con el Dr. Laguna, quien me dibujo, cual
profeta, el panorama que se nos venia, sin equivocarse en nada. El atractivo de la
propuesta, de participar todos en las decisiones de la Facultad, y después de toda la
UNAM, arrastré a no pocos estudiantes, y todavia otros profesores. El “movimiento”
crecid, y llego a ser de tal magnitud que resulté en una larga huelga, e impidié en parte
que el Dr. Laguna lograra sus planes de mejorar la Facultad, abarrotada su agenda por
los problemas politicos.

146



En el intento de “negociar’ con aquellos satrapas, que como siempre, lo dltimo que
quieren es negociar, se formd una llamada “Comision Mixta” o “Gran Comision”, a la
gue fuimos a dar varios de los entonces jovenes bioquimicos. Nada sin embargo pudo
detener lo que se veia venir y ocurre siempre: la intransigencia absoluta, las amenazas,
la pérdida del respeto por instituciones, autoridades, conceptos académicos, etc. etc.
Como resultado, tampoco raro en estos “movimientos”, renuncié el Rector, y aparecio
otro profeta que en un acto de magia les escamoted el control a los estudiantes y
profesores, y aquello se convirtié en la lucha (otro pleito mas bien) de los trabajadores
por instituir el Sindicato de Trabajadores y Empleados de la UNAM (STEUNAM), a
cargo del ilustre y luego casi eterno, como eran y siguen siendo los lideres sindicales
mexicanos Yy universitarios, Evaristo Pérez Arreola. Abreviando, todo terminé con la
UNAM cerrada por varios meses por los empleados ahora, y con la renuncia del
Rector. Es curioso, el Rector Gonzalez Casanova, tenia cierta simpatia hacia el
movimiento que le costd la Rectoria, pero mas asombroso es que en el “movimiento”,
de 2000, seguia manteniendo esta posicion, entre mediadora, timida, y tal vez de
simpatia hacia estas las monstruosidades contra la UNAM.

El Centro y el Instituto de Fisiologia Celular

Habia pues dos grupos académicos, uno en el Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina, “el nuestro”, dirigido desde 1957 por el Dr. Laguna como Jefe, y
otro en el Departamento de Biologia Experimental del Instituto de Biologia, dedicado a
la neuroquimica, bajo la guia del Dr. Guillermo Massieu.

El grupo del Dr. Massieu correspondia al de un académico “puro”, que establecié un
grupo de neuroquimica. El sistema era de disciplina y ensefianza, con proyectos bien
definidos y dirigidos por él, pero a cargo de jovenes brillantes y dedicados, entre los
gue destacaba desde luego Ricardo Tapia. Era un verdadero grupo académico,
productivo, organizado para investigar y publicar alrededor del metabolismo y acciones
de los aminoacidos en el cerebro. El grupo estaba incrustado dentro de otro mas
grande, con éareas diversas de trabajo y un enfoque académico muy distinto de los
demas miembros del Departamento. Sin embargo, el Dr. Massieu fue pronto llamado a
ocupar la Direccion de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas y luego la Direcciéon
General del Instituto Politécnico Nacional y del CINVESTAV; por lo que qued6é como
jefe Ricardo Tapia.

Nuestro grupo estaba a cargo de los Dres. José Laguna como Jefe, y Jesus
Guzman, padres académicos que ademdas sabian y resolvian casi todo. Su
caracteristica principal era disciplina y gusto por el trabajo, con una gran, tal vez
demasiada libertad académica.

Fue Marietta Tuena el eslabon primero que se establecié con el grupo de Massieu,
en los términos ya descritos atras. Sin duda que el contacto académico, la amistad de
Laguna, Guzman, Massieu, Soberén, Cérdoba, Ondarza y otros, llevd a que se
instituyeran seminarios conjuntos con los de Biologia, que fueron también el inicio de
una amistad personal. Compartiamos también el entusiasmo por el trabajo, y como
complemento se abrié aquel posgrado extraoficial, a base de cursos por aca y por alla,
de cursillos de visitantes extranjeros y de visitas al extranjero a los laboratorios de los
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amigos de nuestros maestros. El posgrado no se aprobo sino hasta 1969, cuando ya
todos éramos profesores de tiempo completo, de la Facultad nosotros, y Tapia y Miguel
Pérez de la Mora, investigadores en el Instituto de Biologia. Empezaban también sus
carreras Graciela Meza, Rocio Salceda y Ana Maria Lopez Colomé, y Herminia
Pasantes hacia un doctorado en Estrasburgo.

En parte por la amistad, durante la huelga de 1972, nos reuniamos en nuestras
casas, mas para matar el tiempo que otra cosa. Obré la circunstancia de que en la
Facultad no nos dejaban entrar a nuestros laboratorios, pero si a los del Instituto de
Biologia, de modo que en parte bajo la influencia de algunas libaciones, consideramos
qgue al terminar la huelga deberiamos establecer un centro de investigacion, de
preferencia en provincia. Hasta pensamos el nombre: Centro de Biologia Experimental.

Todo pasO, como siempre; regresamos a trabajar, lo Unico que sabiamos hacer y
nos interesaba; qué centro ni qué centro. ElI Dr. Soberon fue nombrado Rector e
investido en el estacionamiento de la Facultad, ante nuestra certeza de su también
locura, que ya parecia proverbial entre los bioquimicos, al aceptar tal respon-sabilidad
en las condiciones reinantes de la UNAM. Pero también como suele suceder en estos
movimientos, quedaron resentimientos de parte de los de un lado y del otro; no éramos
bien vistos por los que invirtieron tanto tiempo en la politica y no lograron nada, de
manera que la situacion no dejaba de ser incomoda. Eso es algo que todo mundo
debiera, pero no parece aprender, sino muy facilmente olvidar; los movimientos
politicos en las instituciones académicas son las peores plagas que pueden aquejarlas;
prestarse a ellas, ademas de ingenuo, es la posicion mas antiacadémica que se puede
adoptar.

Al mismo tiempo, y precisamente con un nuevo edificio para el Instituto de Biologia,
se inicio la construccion de la actual area de los Institutos. En este edificio, gracias a la
prevision de Ricardo Tapia, se incluy6é un area grande, de 20 laboratorios con espacios
auxiliares, que aunque parecia exagerada, constituyd uno de los factores centrales
para que ahi se estableciera un grupo mucho mas grande que el ya existente.

Laideay laformacién del grupo para el Centro de Fisiologia Celular

Como siempre, el Dr. Laguna fue la mente clara. No obstante ser el Director de la
Facultad, tomo la decision de buscar el lugar mas propicio para el grupo que tantos
afos le habia llevado formar. Ese fue su movil, independientemente de las
consecuencias politicas que podia y llegé a tener. Llamd a su discipulo predilecto,
Armando Gomez, vy le dijo: “Es dificil hacer investigacién en una Facultad; estoy
arreglando para que se vayan al Instituto de Biologia”.

Los arreglos consistieron en designar una Comisién de Reestructuracion del
Instituto de Biologia, que consideré conveniente la incorporacién de los investigadores
de la Facultad de Medicina. Desde luego que ello implicaba una serie de tramites, y la
anuencia del Rector, el Dr. Guillermo Soberén, pasando por el Coordinador, el Dr.
Agustin Ayala, que fue siempre institucional y ejecutaba con eficiencia las decisiones
del Rector, y por el Director del Instituto, que hacia otro tanto.
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La verdad es que nosotros casi solo tomamos sin chistar como buena la decision. Al
mas puro estilo Laguna, no hubo consultas, ni decisiones colegiadas; simplemente
encargé a Armando Gomez que formara un grupo para que se fuera al Instituto de
Biologia. Se hicieron previsiones, trdmites de presupuestos y las transferencias de las
plazas, que la Direccion del Instituto y la Coordinacion de la Investigacion Cientifica,
bajo la decision del Rector acataron. El Unico compromiso a cambio consistié en no
dejar nuestros cursos de Bioguimica en la Facultad, que cumplimos durante muchos,
muchos afios. El grupo puede resumirse en una gran diversion, ambiente de mucho
trabajo, un grupo que reflejaba la personalidad de Laguna, con gran vision y corazén
duro; el que no trabajaba se iba.

En julio de 1973 estaba estructurado el grupo y se decidié el cambio al ademas
primer y recién edificio construido del area actual de los institutos de la investigacion
cientifica de la UNAM.

El grupo receptor, del Departamento de Biologia Experimental. Instituto de Biologia, era
el siguiente:

Investigadores del grupo de Neuroquimica:

e Guillermo Massieu (formador del grupo, pero ya para entonces era Director de la
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del IPN, y después fue Director de todo
el Instituto Politécnico Nacional, ausente por lo tanto), Ricardo Tapia (quien era
ya el Jefe del Departamento) y Miguel Pérez de la Mora

Técnicos o ayudantes de investigador:
e Graciela Meza, Rocio Salceda, Ana Ma. Lopez Colomé, y Ma. Elena Sandoval
Otros investigadores y estudiantes del Departamento:

e Rafael Villalobos Pietrini (entonces en el extranjero), Roberto Llamas, Jesus
Manuel Ledn, Beatriz GoOmez Lepe, Guadalupe Palomino, Abraham Rubluo,
Sandra Gémez Arroyo, Jorge Cabrera, Amelia Samano (Comisionada en la
Facultad de Medicina), y Carlos Gonzéalez Jarquin

Se contemplaba también ya la incorporacion de Herminia Pasantes, René Drucker y
Lourival Possani.

De la Facultad de Medicina nos cambiamos:

e Angel Arroyo, Edmundo Chavez, Aurora Brunner, Alfonso Céarabez, Victoria
Chagoya, Armando Gdémez Puyou, Edgardo Escamilla, José Luis Molinari,
Antonio Pefa, Enrique Pifia, y Marietta Tuena

Debe notarse que en la Facultad de Medicina, con una responsabilidad enorme,
Armando Gomez hizo una seleccidn de quién se cambiaba y quién no. Esto no era
posible en el Instituto de Biologia, que nos recibiria con los que eran, nos gustara o no,
y ello tuvo luego consecuencias importantes. La idea era distinta de lo habitual antes y
ahora; Soberdn preparaba, no uno, sino dos excelentes grupos, para hacerles sendos
centros: el de Fijacién de Nitrogeno, y el de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIFN
y CEINGEBI). Laguna busc6 complementar dos grupos relativamente pequefios para
hacer uno mas sélido.
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El 15 y 16 de septiembre de 1973, para hacer menos evidente el cambio, cada
quien cargé sus cosas con Sus propias manos en su propio coche, y un pequefo
remolque que yo tenia, para la Sorvall, la ultracentrifuga Spinco, y creo que dos
espectrofotometros. Edmundo Chéavez se encargd de mantener el equilibrio de la
centrifuga, aun me es facil recordarlo trepado sobre el remolque, cuidando el equipo.

El Departamento de Biologia Experimental contaba entonces con un presupuesto
anual de $35,000.00 para todo y para todos. Desde luego que entre Enrique Pifia, que
era el Jefe del Departamento de Bioquimica de la Facultad y el Dr. Laguna, con
algunos regateos, nos asignaron cerca de $600,000.00. Esto abrié también la
posibilidad de que el Instituto de Biologia consiguiera luego mejores presupuestos para
los otros departamentos (Botanica y Zoologia), pero no lo entendieron, al menos de
inmediato.

Todavia durante varios afios, nuestro querido padre, con la sequedad que lo
caracterizaba, pero con constancia, nos ayudaba aqui y alla, nos compraba algun
equipo, nos asigndé una secretaria y un administrador para el Departamento; nos
visitaba de vez en cuando, se enteraba de nuestro trabajo, y a su estilo siempre irénico,
hacia bromas sobre nuestros logros y perspectivas. Esa era la manera de conservar su
relacion con sus hijos, pero siempre dispuesto a ver por todos.

!

TARRY

Grupo del Dr. José Laguna, colaboradores y alumnos.
Primera fila: Elisa Mora Lopez, Victoria Chagoya, Marietta Tuena, Alberto Hamabata y
Francisca Sandoval
Segunda fila: Edmundo Chéavez, José Laguna, Sergio Estrada, Armando Gémez Puyou, Carlos
Gobmez Lojero.
Tercera fila: Heliodoro Celis, Jesus Guzman, Juan C. Diaz Zagoya, Enrique Pifia.
Cuarta fila: Antonio Pefia y Alfonso Carabez.
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El resto ha sido ya descrito en otra parte; luego de algunas dificultades y de mucho
trabajo, con pocos medios, pero mucho entusiasmo, nuestros grupos, ahora ya como
uno solo, se consolidaron, y un buen dia, a partir de todos aquellos esfuerzos, de todo
aquel apoyo, y la visién y propuesta directa de otro personaje, Guillermo Soberén, se
cred el 11 de enero de 1979 el Centro de Investigaciones en Fisiologia Celular, que
luego, en la sesion del Consejo Universitario del 29 de mayo de 1987, devino en el
Instituto de Fisiologia Celular.

Todo parece ya lejano y difuso, pero nunca deberemos olvidar que,
independientemente de la participacion de muchos otros personajes y circunstancias,
todo fue resultado de las ideas, el apoyo, el teson, una orientacién a cada uno de
nosotros basada en la disciplina y el entusiasmo por el trabajo, sin importar las
condiciones. Su vida estuvo llena de acontecimientos, anécdotas, fracasos a veces,
pero sobre los que triunfd. Yo me he preguntado, si con aquellos medios y en aquellas
circunstancias logré lo que logro, qué no hubiera logrado si como en otros paises, mas
avanzados, hubiera contado con un medio mas propicio. No obstante, sus ensefianzas
y ejemplo lograron que cinco de sus alumnos directos sean a su vez eméritos de esta
Universidad; Enrique Pifia de la Facultad de Medicina, y Armando Gémez Puyou,
Marieta Tuena, Victoria Chagoya y quien esto escribe, del Instituto de Fisiologia
Celular. Nosotros y muchos mas nos consideramos, como decia Dofia Julieta Caldron
de Laguna, su esposa: “sus hijos fuera del matrimonio”. Para mi al menos, fue y
seguira siendo como mi segundo padre. Creo que nunca debemos olvidar que la mayor
herencia que recibimos de nuestro Maestro, es la de las grandes fantasias que se
volvieron realidad, del visionario: el Dr. José Laguna Garcia. Quienes lo conocimos,
llegamos a apreciar y en parte heredar sus cualidades:

e Su enorme entusiasmo, y la capacidad de disfrutar el trabajo por si mismo.

e Su enorme disciplina para trabajar de sol a sol, poniendo el ejemplo para
imponerla a sus colaboradores y alumnos.

e Su incansable actividad en la busqueda de un fin propuesto, sin importarle, y
venciendo todos los obstaculos, ni evitando acciones que parecian fuera de
ninguna posibilidad de éxito.

e Su convencimiento de que sélo existen los obstaculos que cada quien se los fija
en su vida.

e Su afan de perpetuar y extender sus objetivos, buscando no sélo contagiar a un
numero cada vez mayor de colaboradores y descendientes académicos directos,
sino buscando los medios de asegurar su persistencia de unas generaciones a
otras.

e Su implacable espiritu critico, con frecuencia abierto e irdnico, para muchos
molesto, ante los errores, omisiones, o incapacidad de quienes le rodeaban.

e Su asombrosa agilidad mental, que le permitia responder con argumentos
solidos a favor o en contra de cualquier situacion o propuesta.

e Su alegria contagiosa, a veces tan sOlo de imaginar estrategias, ponerlas en
practica, y con frecuencia ver que lo que perseguia se iba logrando. Su enorme

151



MENSAJE BIOQUIMICO, VOL. XXXVI (2012)

generosidad, contrastante con las actitudes de otros lideres, de dar a diestra y
siniestra, y muchas veces, obtener para otros, y no solo para su grupo cercano
los medios para lograr lo que se proponian.

Ocultaba todo esto tras de comentarios chuscos e irénicos, como si la vida fuera
una broma para él y los demas, pero su amplio y pocas veces visto carisma, le daba
mas que la autoridad formal que la proveniente de los puestos que ocup0, una
autoridad moral que pocos rechazaban, a algunos les molestaban, pero mas que nada,
gue muy pocos universitarios han logrado.

Semblanza del Dr. Antonio Peia Diaz

Nacio el 14 de febrero de 1936. Ingresé en 1954 a la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México y en
1960 al posgrado de Bioquimica de la Facultad de Quimica.
Impartio clases, primero en la Escuela Nacional de Obstetricia y
Enfermeria y luego en la Facultad de Medicina.

En mayo de 1994, se le designé investigador emérito del Instituto de
F|S|olog|a Celular de la Universidad Nacional Autonoma de México. Es Premio
Universidad Nacional en Investigacion en Ciencias Naturales, 1995.

En marzo de 1978 fue elegido como Jefe del Departamento de Biologia
Experimental del Instituto de Biologia y en 1979 fue nombrado director del Centro de
Investigaciones en Fisiologia Celular (CIFC). En Junio de 1995, gracias a su
productividad y desarrollo el CIFC se convirtid en el Instituto de Fisiologia Celular
siendo elegido como director el Dr Pefia.
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EVASION DE LA RESPUESTA CELULAR POR EL VIRUS DE
PAROTIDITIS DE CEPAS VACUNALES

EVASION OF CELL RESPONSE BY MUMPS VIRUS OF VACCINE STRAINS

Nora Rosas Murrieta®, Gerardo Santos Lopez?, Julio Reyes Leyva?, Irma Herrera
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!Lab. de Bioquimica y Biologia Molecular, Centro de Quimica, Instituto de Ciencias, BUAP.
%Lab. Virologia, Centro de Investigacion Biomédica de Oriente, IMSS.
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Resumen

Los programas de vacunacion han disminuido la incidencia de parotiditis y sus
complicaciones. Sin embargo, algunas cepas vacunales como Urabe AM9 se han
relacionado con el desarrollo de meningitis aséptica. Se ha propuesto que esta cepa
revierte al fenotipo virulento, retomando entre otras caracteristicas su capacidad de
inhibir la respuesta antiviral mediada por interferon. La cepa vacunal Urabe AM9 del
virus de parotiditis contiene dos variantes de la proteina V: Vyr (de la poblacién viral
HN-A10s1) ¥ Ve (de HN-G1g1). La proteina V es un factor promotor de la infeccion viral
al evadir la respuesta celular de IFN mediante la disminucién de la fosforilacion de la
proteina STAT1. Las variantes de la proteina V difieren en su secuencia aminoacidica y
en la disposicion tedrica de los aminoacidos de los motivos anti-IFN: Cys y Trp. La
proteina Vg difiere en los aminoacidos GIy156 y Pro®de la proteina Vyr modificando la
disposicion de los motivos funcionales anti-IFN. El analisis del efecto de las variantes
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de la proteina V sobre la muerte celular por apoptosis determin6é que la proteina Vwr
de la cepa vacunal parece tener un mejor papel modulador sobre la apoptosis y la
proliferacion celular respecto a la proteina Vg, ES probable que en la patogénesis del
virus exista un papel mediador potencial de dafio, y sea la regulacion de la muerte
celular programada.

Palabras clave: virus de parotiditis, IFN, proteina V, apoptosis
Abstract

Vaccination programs have decreased the incidence of mumps and its
complications. However, some vaccine strains such as Urabe AM9 have been linked
with the post-vaccine aseptic meningitis. This strain has been proposed that reverted to
virulent phenotype because their ability to suppress the interferon-mediated antiviral
response among other features. The Urabe AM9 vaccine strain of mumps virus contains
two variants of the protein V: Vywr (of the viral population HN-Ajpg1) and Vg (of HN-
Gios1). The V protein is a promoter factor of the viral infection by evasion the IFN cellular
response by lowering the STAT1 phosphorylation. The V protein variants differ in their
amino acid sequence and the theoretical arrangement of amino acids of the motifs anti-
IFN: Cys and Trp. The Vgy protein differs in the amino acids Gly**® and Pro'® of the
Vwr protein by modifying the position of the anti-IFN motifs. The analysis of the effect of
variants of the V protein on the cell death by apoptosis, was determined that the VWT
protein seems to have a better modulator role on apoptosis and cell proliferation with
regard to protein VGly. It is likely that in the pathogenesis of the virus a role potentially
mediator of damage is the regulation of programmed cell death.

Key words: mumps virus, IFN, V protein, apoptosis

INTRODUCCION

La vacunacion es una medida sanitaria benéfica en la prevencion de
enfermedades causantes de epidemias, muertes y secuelas; ha permitido la
erradicacion de enfermedades como poliomielitis o el control de enfermedades como
tosferina, el tétanos, hepatitis B y las meningitis meningocéccicas que ponen en riesgo
la vida de gran parte de la poblacion. La aplicacion de vacunas en las poblaciones
humana y animal de todo el planeta obliga a la caracterizacion exhaustiva de los
componentes utilizados en la produccién de las mismas asi como de vacunas de nueva
generacion aplicando herramientas biotecnologias encaminadas al control especifico y
dirigido de diversas enfermedades producidas por paramixovirus como sarampion o
parotiditis, las cuales impactan considerablemente la salud de los individuos, el
desemperio laboral y en gran medida, la economia de los paises [1,2]. La vacuna
contra el virus de parotiditis es ampliamente utilizada en el esquema de vacunacién de
la mayor parte de los paises [3]; sin embargo, la aparicion de brotes epidémicos tras la
aplicacién de vacunas con determinadas cepas del virus ha reactivado la investigacion
dirigida al estudio de los mecanismos que determinen la causa del comportamiento de
los virus vacunales como virus silvestres [4,5,6]. Nuestro grupo de investigaciéon ha
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planteado estudios moleculares de la cepa vacunal Urabe AM9 del virus de parotiditis y
su relacion con el antagonismo de la respuesta celular antiviral de IFN.

Parotiditis

La parotiditis es una enfermedad prevenible por vacunacién y en México esta
sujeta a vigilancia epidemioldgica [7], comUunmente conocida como paperas, €S una
enfermedad infectocontagiosa de etiologia viral que se caracteriza por la inflamacién de
las glandulas salivares (principalmente parétidas), afecta indistintamente a hombres y
mujeres aunque los mas afectados son los menores de 15 afios. En el 30% de los
casos la infeccién es asintomatica aunque pueden presentarse complicaciones por la
diseminacién del virus hacia otros tejidos tales como meningitis y encefalitis siendo
raras las secuelas neuroldgicas permanentes [8,9].

Hasta el momento no se dispone de ningun antiviral especifico para el
tratamiento de la parotiditis infecciosa. En ausencia de vacunacion, la incidencia anual
de la parotiditis esta comprendida entre 100 y 1000 casos por cada 100000 habitantes,
con maximos epidémicos, en ciclos de dos a cinco afios. La mayoria de los paises
industrializados y numerosos paises en vias de desarrollo han incorporado la
vacunacion antiparotiditis a sus programas nacionales de inmunizacion, utilizandose
en la mayoria de los casos la vacuna triple viral (MMR) que incluye sarampion,
parotiditis y rubéola [8]. Actualmente existen diversas vacunas contra la parotiditis
formuladas a partir de cepas de virus atenuados (Tabla I).

Tabla |. Cepas vacunales del virus de parotiditis

Cepa Sustrato | Seroconversion Eficacia Productor Principal area
vacunal celular protectora de
distribucion
Jeryl-Lynn CWE 80-100% 72.8-91% Merck En todo el mundo
RIT4385 CWE 96-98.1% GlaxoSmithKline En todo el mundo
Leningrado 3 CEF 89-90% 92-99% Bacterial Medicine Rusia
Institute, Moscu
Leningrado- CEF 89-98% 92-99% Institute of Yugoslavia
Zagreb Immunology of
Zagreb
Urabe AM9 EHE 92-100% 54.4%- 93% Sanofi Pasteur En todo el mundo
CEF Biken Japon
Rubini HDCS N1 0-33% Swiss Serum Institute |Discontinued
Hoshino CEF NI NI Kitasato Institute Japon
Torii CEF NI NI Takeda Chemicals Japon
Miyahara CEF NI NI Chem-Sero Japon
Therapeutic Research
Institute
NL M-46 CEF NI NI Chiba Japén
S-12 HDCS NI NI Razi State Serum and |lran
Vaccine Institute

NI, No informacidon; CEF, fibroblastos de embrion de pollo; HEF fibroblastos de embrién humano; QEF, fibroblastos de
embrion; EHE embriones de pollo; HDCS, células diploides humanas.
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La introduccion de vacunas basadas en virus atenuados ha reducido las
complicaciones asociadas con la parotiditis [3,4]. Sin embargo, algunas de las cepas
virales utilizadas en la produccién de vacunas han sido asociadas con efectos adversos
posteriores a la vacunacion.

Vacuna Urabe AM9

La cepa vacunal Urabe AM9 del virus de parotiditis se desarroll6 en 1979 en el
Instituto Biken de Japon iniciando su aplicacion en varios paises como Japoén, Francia,
el Reino Unido, Bélgica, Italia y Canada, entre muchos otros, reportandose una
seroconversion del 95-97% vy proteccion del 87-90%. Sin embargo, se detectaron
brotes de meningitis aséptica post-vacunal en Canada, Japén y Reino Unido siendo
8/500000, 100 /100 000 y 9 /100 000 el numero de casos por dosis, respectivamente.

En todos se aislé el virus de saliva o de liquido cefaloraquideo (LCR) y se
establecio la asociacion causal de la vacunacion con la ocurrencia de invasion al
sistema nervioso central (SNC) [10,11]. Esto motivo la revocacidon de la licencia de
distribucion en esos paises (Canada en 1990, el Reino Unido en 1992 y Japon, 1993)
sustituyendo a Urabe AM9 por la cepa Jeryl Lynn [10]; en algunos paises
subdesarrollados Urabe AM9 sigue aplicandose.

En 1997, una campafia masiva de vacunacion en Brasil usando la vacuna triple
viral con la cepa Urabe AM9 confirmo la relacion directa entre la aplicacion de la cepa
Urabe AM9 y el desarrollo de meningitis aséptica, observando un elevado riesgo de
meningitis aséptica 3 semanas después de la vacunacion, el riesgo estimado fue de 1
caso en 14000 dosis aplicadas corroborando el potencial de neurovirulencia de alguna
de las variantes que constituyen la cepa vacunal [12]. La asociaciéon de la vacuna
antiparotiditis con el desarrollo de meningitis también se ha vinculado con las cepas
Leningrado-3 y Leningrado-Zagreb [4,5].

En México, la vacuna contra el virus de parotiditis ingresé al Programa Nacional
de Vacunacion en 1997 desde entonces se utilizan principalmente las cepas Urabe
AM9 y Leningrado mientras que en el sector privado se aplica la cepa Jeryl Lynn. En
México, asi como en otros paises en vias de desarrollo no hay evidencias de una clara
asociacién entre la aplicaciéon de esta cepa vacunal y el incremento de casos de
parotiditis o meningitis aséptica por lo que se sigue aplicando en las campafas
nacionales de vacunacion.
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Inhibicion de la proliferacion celular
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Degradacion de ARNm

Detencion de la sintesis de proteinas

Apoptosis
Figura 1. Vias de transduccion de sefiales de IFN de tipo | e IFN de tipo Il. La
proteina V interacciona con el heterodimeroSTAT1-STAT2 de la via de IFN de
tipo | y con el homodimero STAT1 en la via de IFN de tipo Il. Tomado y
modificado de Goodbourn et al., 2000

La asociacion de la cepa vacunal Urabe AM9 con casos de meningitis aséptica
posvacunal motivé a diversos grupos a iniciar el analisis molecular para establecer el
mecanismo de dafio en SNC. La secuenciacion del gen HN (Hemaglutinina-
Neuraminidasa) determiné que la cepa vacunal es una mezcla de variantes virales cuya
diferencia reside en el nucleétido 1081 del gen, una variante contiene el codon AAA
(genotipo HN-Ag1) Y codifica una Lys*** y la otra contiene GAA (genotipo HN-Gigs1)
para dar lugar a un GIlu**® [13]. En 2002, el andlisis genémico de las vacunas
monovalentes y trivalentes (Smith Klein Beecham) aplicadas en México mostré que la
cepa Urabe AM9, contenia los dos genotipos virales [14].

La purificacion y caracterizacion de las principales variantes mostré que la
poblacién HN-A1ps: €s la de mejor capacidad replicativa en células de origen nervioso y
eficiente para afectar la transcripcion de genes que participan en la defensa celular
antiviral [15]. La proteina HN funciona en el reconocimiento y unién del virus al receptor
celular, por lo que el éxito de la infeccién depende en primera instancia de su eficiente
interaccion. La mutacién del gen HN en la poblacién HN-G;0g; cambio la naturaleza del
grupo R del amino&cido, de Lys** a Glu®®.
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Tablall. Caracteristicas generales del virus de parotiditis

Estructura
Virus pleomdérfico con un tamafio de 100-600 nm
Nucleocapside de simetria helicoidal
Envoltura lipidica
Conglicoproteinas que se proyectan de 12 a 15 nm de la superficie del virién
Genoma
ARN monocatenariode 15 384 b, de polaridad negativa y no segmentado
Mapa gendmico; 3'-NP-P-M-F-SH-HN-L-5'
Nueve marcos de lectura (ORF): ORF2b y ORF2c (proteinas no estructurales) y ORF1, ORF3
al ORF7 (proteinas estructurales)
Secuencia no traducida leader (55 nt) y una secuencia trailer (24 nt)
Replicacion
Sintesis de un antigenoma (ARN de polaridad positiva) para la generaciénde los nuevos
genomas

Un promotordela replicacién situado enelextremo 5’ del genoma
Replicacioncitoplasmaticacon la ARN polimerasa dependiente de ARN
Asociacion con la proteina NP para formarla nucleocapside
Transcripcion
Mecanismo de transcripcion de paro e inicio
Un promotor Unico situado en el extremo 3' del genoma

El analisis detallado del receptor celular determiné que las células de origen
nervioso son susceptibles a la infeccion por las dos poblaciones virales, que reconocen
e interaccionan con &cido siélico en enlace a-2,6 a glicoconjugados, y aunque HN-Ajos;
exhibe una mayor afinidad al receptor las células fueron infectadas por las dos
variantes [16]. La afinidad diferencial de las variantes por el receptor viral en células de
origen nervioso impone una restriccion para la entrada del genoma viral pero no es el
Unico factor responsable de las diferencias replicativas observadas, las cuales podrian
ser atribuidas a otro factor celular que determine la permisividad de células nerviosas a
la infeccion por las poblaciones virales [15]. En 2009 se demostr6 que la diferencia en
el aminoacido 335 no es un factor de virulencia en la cepa Urabe AM9 [17]; sin
embargo, es necesario conocer ¢qué factores favorecen la replicacion del virus de
parotiditis en células de origen nervioso? y si ¢algun factor viral impide la activacion del
sistema de defensa celular antiviral?

Respuesta celular antiviral

Ante una infeccion viral las células activan la primera linea de defensa contra
infecciones virales: el sistema de interferén (IFN). Los IFNs de tipo | son las principales
citocinas que impiden la replicacién viral mediante la via de transduccion de sefales
JAK-STAT (Jakl, Tyk2, STAT1, STAT2 y p48).

El mecanismo de transduccion de sefiales es simple y la consecuencia biolégica
de su activacion es indispensable para la supervivencia celular [18]. La via de
transduccion de sefiales JAK-STAT inicia con la union de IFN-a o b al receptor en cuyo
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dominio intracelular estan asociadas las cinasas Jakl y Tyk2 lo que provoca su
activacion [19]; las enzimas fosforilan a STAT2 y STATL, las cuales junto con la
proteina IRF9 se translocan al nlcleo para constituir el complejo factor de transcripcion
ISGF3 o factor 3 estimulado por IFN, el cual se unir4 a través de IRF9, al elemento de
respuesta a interferon de tipo | (ISRE) en el promotor de los genes que responden a
IFN llamados genes inducidos por interferén o ISG [20] (Figura 1).

El evento final de esta via de transduccion sera la induccién de la transcripciéon
de mas de 2000 genes (STAT1, STAT2, IRF9, PKR, OAS, caspasas, MHC clase |,
MxA, etc.), en el caso de la linea celular de fibrosarcoma humano HT1080 IFN-a
enciende 2225 genes [21], los cuales permiten una respuesta celular integral
encendiendo la apoptosis, inhibiendo la proliferacion celular, estimulando la respuesta
celular citotéxica por linfocitos TCD8", el sistema de degradacién de ARNm y la
detencion de la traduccion de proteinas cuya expresion conjunta establecera un estado
celular antiviral [18,19]. Tal respuesta es tan eficiente que los virus han desarrollado
estrategias para antagonizar sus efectos antivirales, a través de proteinas cuya
expresion tiene la finalidad de evadir la respuesta celular antiviral.

A Genoma de ARN ()
’—{NH P F A
leader Trailer
Matrix protein (M)
Hemagglutinin (HN)
B

Fusionprotein (F) (iR g S50 Phosphoprotein (P)
B Nucleoprotein (N)

SH protein

Polymerase (L)

Figura 2. Representacion esquematica del genoma viral y estructura del virus de
parotiditis. A) Mapa gendmico del MuV. B) Esquema del virion del virus de
parotiditis. Tomado y modificado de ViralZone.

El virus de parotiditis pertenece al orden de los Mononegavirales, a la familia
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae y al género Rubulavirus.®® Las
caracteristicas generales del VP se muestran en la tabla Il, es un virus pleomérfico de
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100-600 nm de diametro, formado por una nucleocapside de simetria helicoidal,
protegida por una envoltura lipoprotéica (Figura 2A). El virus de parotiditis contiene un
genoma de ARN de cadena sencilla no segmentado de sentido negativo el cual codifica
a nueve proteinas: NP, P (V/IP/l), M, F, SH, HN y L [22,23] (Figura 2B). El gen P
codifica tres proteinas: P, V e |, dos de ellas (P e |) se sintetizan a partir de marcos de
lectura (ORF) sobrepuestos que se generan por un proceso de edicion del ARN. Las
proteinas generadas a partir del gen P se denominan V, P e | que comparten su
extremo N-terminal (155 aminoéacidos), las dos primeras se han detectado en células
infectadas. EI ARNm “P”, transcrito por edicién del ARN del ORF 2b, se traduce en una
proteina de 391 aminoacidos que actia como cofactor de la ARN polimerasa. El ARNm
“I”, producido a partir del ORF 2c genera una proteina de 170 aminoacidos cuya
funcién no se conoce. EI ARNm “V”, transcrito como una copia completa del ORF P u
ORF 2a (sin editar) genera una proteina de 224 aminoacidos cuya funcion es evadir la
via de transduccion de sefiales de IFN [24,25] (Figura 3).

SITIO DE EDICION
VI/I/P + Gen P

3’C£CCCC 5

ORF2a Primer marco de lectura

= ARNmM no editado
ProteinaV (224a.a)

ORF2b
S GG
Segundo marcode lectura

ARNm editado por adicién de
ORF2c dos guaninas no codificadas

A GGGG ProteinaP (391a.a)

Tercer marcode lectura
ARNm editado por adicién de
cuatro guaninas no codificadas
Proteinal (170a.a.)
Figura 3. Representacion de los ORF en el gen P del virus de parotiditis. El

ARNmM V es transcrito sin editar a partir del ORF 2a.

La proteina V de la familia Paramixoviridae

Diversos grupos de investigaciéon han demostrado que los paramixovirus como el
virus de parotiditis, inhiben la via de transduccion de sefiales de IFN. En esta via, los
factores de transcripcion STAT1 y STAT2 son componentes claves. Las proteinas
STATs poseen un tiempo de vida larga; sin embargo, pueden ser rapidamente
degradadas durante una infeccidbn con paramixovirus mediante la expresion de la
proteina V [26], que induce la degradacion proteosomal de cualquier proteina STAT e
interfiriendo con la activacién por fosforilacién de las mismas proteinas [27]. La proteina
V se caracteriza por un dominio C-terminal (CTD) [27,28] altamente conservado entre
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los paramixovirus (aproximadamente 50% idéntico en la mayoria de las proteinas V) el
cual contiene un motivo rico en Cys (CX3CX1;CXCX,CX3CX,C, donde X se refiere a
cualquier aminoécido) que establece una relacién estequiométrica (1:2) con Zn**
[28,29], tales residuos no son consistentes con dominios de union a zinc conocidos y
no hay homélogos descritos a la proteina V.

El dominio C-terminal contiene también un motivo de triptéfano (Trp: W-X3-W-Xg-
W), cuya funcién es la interaccion con las proteinas STATs [30]. En 2005 se demostrd
que la proteina V bloquea la via de IFN mediante la formacién de un oligdbmero a través
del motivo de Cys, el cual expone en la superficie del mismo el motivo Trp [31]. El
oligbmero V es una estructura esférica indispensable para la degradacién de las
proteinas STATSs (Figura 4).

La superficie permite a la proteina V interactuar eficientemente con proteinas
celulares (DDB1, Cul4A y Rocl) y el dimero de STAT1-STAT2. La evasion de la
respuesta celular antiviral por la proteina V se lleva a cabo mediante la degradacién de
las proteinas STAT, en el “complejo de degradacion dependiente de V” (VDC) formado
por la ubiquitin ligasa (E3), las proteinas DDB1 (UV-damaged DNA binding protein 1),
Cul4A y STATs [31, 32]. DDB1 y Cul4A son componentes del complejo celular SCF
(Skp/cullin/F-box), el cual normalmente promueve la ubiquitinacion de proteinas [32]; en
una infeccion por paramixovirus, la proteina V lo utiliza para favorecer la degradacion
de STATSs e impedir la sefializacion por IFN.

Diversos analisis cristalograficos y funcionales de los componentes SCF
sugieren que Cul4A interacciona con DDB1 a través de su extremo N-terminal y con
Rocl (también conocido como Rbx1) por el C-terminal, este ultimo recluta a la enzima
E2 para transferir ubiquitina a los sustratos destinados al proteasoma como ha sido
claramente demostrado con el virus 5 del simio, cuya evasion de la via de IFN ocurre
por la degradacién de STAT1 en complejo VDC formado por DDB1 (especificamente la
subunidad p127), STAT2 y Cul4A [33]. Ademas de ser esencial en la inhibicién de la
sefalizacion por IFN, se ha demostrado que la proteina V de SV5 impide la apoptosis
[34]. En el virus de Sendai se inhibe la formacion de los complejos de transcripcion
ISGF3 y GAF (factor activado por IFN-g) debido a la reduccion de la fosforilacion de la
Ser’?’ de STAT [35, 36].

La proteina V del virus hPIV-2 forma un complejo en el que se asocian las
proteinas STAT1 y STAT2, DDB1, p48 y DDB2 lo cual favorece la actividad de Cul4A
sobre STAT2 y su degradacién por el proteasoma [37, 38]. En la cepa Torri del virus de
la parotiditis la proteina V induce la degradacion proteolitica de STAT1 [39]. En 2005 se
reportdé una inhibicién significativa tanto de la translocacion nuclear como de la
fosforilacion de STAT1 y STAT2 en residuos de tirosina (Y) 701 y 689 respectivamente,
a través de la asociacién con la proteina RACK1 para impedir la actividad de las
cinasas, sugiriendo que la proteina V podria bloquear la transduccion de sefales
inducidas por IFN-B sin ayuda de otros componentes virales y confirmando que su CTD
es esencial para dichos eventos [40].
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Figura 4. Modelo de interacciébn de la estructura y funcion de VDC.
Interacciones adicionales (Mda5, NP, RNA, etc) mediadas por V pueden o
no participar en la superestructura de VDC. Tomado y modificado de Ulane
et al. 2005,

Incluso en infecciones persistentes en lineas celulares de origen linfoide B y de
leucemia cronica humana, hay degradacion proteolitica de STAT1, STAT2 y p48 e
inhibicion de la transcripcion de OAS, PKR y las moléculas de MHC de clase | [41]. En
células de neuroblastoma SH-SY5Y infectadas con las dos poblaciones mayoritarias de
la cepa vacunal Urabe AM9 del virus de parotiditis se demostré que existe un mayor
concentracion del transcrito V de la variante HN-A;og1, €l cual se correlaciona con una
baja transcripcion de los genes de respuesta antiviral STAT1, STAT2, IRF9 y MXxA,
sugiriendo que tal variante tiene una mayor capacidad de bloquear la respuesta
mediada por IFN [15]. El analisis de las proteinas V mostr6 que difieren en su
secuencia aminoacidica, la variante HN-Gies; llamada Vg presenta dos cambios
aminoacidicos: la adicién de una Gly™® y Q—P®, que no estan presentes en la
proteina Vyr (parecida a la wild type) derivada de la variante HN-Ajog;.

Los cambios aminoacidicos en la proteina Vgy redisponen tedricamente los
aminoécidos de los motivos Cys y Trp, que podrian explicar las diferentes actividades
anti-IFN de las variantes de la proteina V de la cepa vacunal Urabe AM9 [42]. EI
analisis in silico realizado sugiere que, in vivo, la proteina Vst podria ser mas eficiente
que la proteina Vgiy para asociarse con el dimero STAT1-STAT2 y probablemente para
evadir la via de transduccion de sefiales de IFN como uno de los mecanismos para
evitar la via de defensa antiviral (Figura 5). Esta suposicion se probo
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experimentalmente expresando las proteinas Vwr y Vay €en las lineas celulares HelLa y
C33 de cérvix humano.

Figura 5. Modelo tridimensional de las proteinas Vwr Y Vgy. A) Modelos de
la estructura 3D. B) Motivos Cys y Trp en el extremo C-terminal. Motivo rico
en Cys C4HC; (residuos en rosa). C) Motivo Trp de unién a STAT1-STAT2.
Visualizacion en Web Lab Viewer

La expresion de la proteina V del virus de parotiditis disminuye el nivel de
fosforilacion de la proteina STAT1 [42] lo cual sugiere que la variante HN-Ajpg; de la
cepa vacunal Urabe AM9 a través de su proteina Vyt podria ser la responsable de
afectar la via de transduccion de sefales de IFN pues al disminuir la concentracién de
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la proteina STAT1 favorece la replicacion viral y probablemente el desarrollo de
parotiditis 0 meningitis aséptica. Es claro que una infeccidn viral exitosa depende, en
parte, de la eficiencia de los mecanismos virales de inactivacion de IFN asi como del
grado de afectacién del sistema respecto al sitio especifico de bloqueo de la via de
transduccion de sefiales. La evasion de la sefalizacion del IFN podria favorecer la
inhibicion de la apoptosis, alteraria el ciclo celular e impediria el estado celular antiviral
[26, 27, 43].

Modulacion de apoptosis

El estudio de la respuesta celular antiviral (IFN, MAPKs, apoptosis, etc.) y la
proteina V del virus de parotiditis es clave para analizar a detalle las regiones de
interaccion de la proteina con moléculas antivirales. ¢Qué proceso celular es el que
resulta mas afectado ante la expresion de las proteinas V de las variantes HN-Ajgg; Y
HN-Gi0s; de la cepa vacunal Urabe AM9 del virus de parotiditis? El desarrollo de
meningitis aséptica posterior a la vacunacion con la cepa Urabe AM9 del virus de
parotiditis sugiere la eficiente replicaciéon viral y la simultanea evasion de la respuesta
antiviral mediada por IFN, en la que se podria incluir a la apoptosis. La apoptosis,
ademas de ser un mecanismo esencial para la homeostasis y supervivencia celular, es
un mecanismo utilizado por diversos virus para facilitar la propagacion de la infeccion
por liberacion y difusién de la progenie viral. La rapidez de la activacion de la muerte
celular asi como la velocidad de la replicacion viral son determinantes para lograr la
correcta eliminacion del virus o una infeccion viral productiva. En el mecanismo
molecular que controla la apoptosis figuran las llamadas cisteinil-aspartato proteasas o
caspasas.

La via extrinseca de apoptosis o de los receptores de muerte establece
conexiones con el espacio extracelular, recibiendo sefales proapoptéticas desde el
exterior y de células vecinas [44]. La interaccion de un ligando con el receptor de
muerte activa a las caspasas iniciadoras 8 y 10 mientras que la apoptosis inducida por
sefiales intrinsecas o apoptosis inducida por estrés, se inicia en la mitocondria con la
salida de citocromo C. El citocromo C en el citosol se une al extremo C-terminal de
Apaf-, el cual se oligomeriza y recluta a la procaspasa-9 (otra caspasa iniciadora) para
Su activacién y a su vez, activa a otras caspasas. Las caspasas 8 y 9 activan a las
caspasas efectoras 3y 7. La activacion secuencial de una caspasa por otra, crea una
cascada expansiva de actividad proteolitica, que conlleva la digestion de proteinas
estructurales en el citoplasma, la degradacion del DNA cromosémico y la fagocitosis de
los cuerpos apoptoéticos (Figura 6) [45].
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Figura 6. Vias de transduccion de sefiales que conducen a la apoptosis o
supervivencia de las células. Los estimulos que conducen a la apoptosis de
la célula pueden ser intracelulares (via intrinseca) por caspasa 9 o
extracelulares (via extrinseca) por caspasa 8.
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Figura 7. Actividad de caspasa-8, caspasa-9 y caspasa-3/7 en la linea celular
C33 de adenocarcinoma de cérvix que expresan las proteinas Vwr y Vg del
virus de parotiditis. A) Caspasa-8 (Caspase-Glo 8 assay Promega). B) Caspasa
9 (Caspase 9 colorimetric assay BioVision). C) Caspasa 3/7 (Caspase-Glo 3/7
assay (Promega). §, diferencia estadistica entre las muestras con y sin
tratamiento con IFN y IFNMG132. {, diferencia estadistica entre muestras con
Vwr Y Vgiy. *diferencia estadistica entre las muestras con y sin IFN. t-student (P
< 0.05).

Se tienen evidencias de que la proteina V del virus 5 del simio [34] y la proteina
C de HPIV-1 tienen la capacidad de bloquear la apoptosis inducida por IFN-a [46,47]. El
conocimiento del orden de activacion de caspasas o de su inhibicibn podria dar
informacion de las vias usadas por un virus para modular el programa de muerte
celular. En ese sentido, la proteina V del virus de parotiditis podria inhibir o regular la
magnitud de la activacion de la apoptosis controlando la actividad de diversas
caspasas, por lo que se estudi6 el efecto de las proteinas Vwr Yy Ve de la cepa vacunal
Urabe AM9 sobre la actividad de caspasas en una linea celular de adenocarcinoma de
cérvix. El IFN-a induce apoptosis y se correlaciona con la actividad de caspasa 1, 2, 3,
8y 9, privilegiando la ruta apoptotica extrinseca asi como la activacion de caspasa 8
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para encender la apoptosis [48]. Recientemente encontramos que las proteinas Vit y
Vaiy de la cepa Urabe AM9 reducen la actividad, inducida por IFN-a2b, de las caspasas
iniciadoras 8 y 9 asi como de las caspasas efectoras 3y 7 y la fragmentacion del ADN
nuclear [49] (Figura 7).

En el sistema sin estimulacion con IFN-a, se detecté una baja actividad de
caspasa 8 independientemente de la expresién de la proteina V, en cambio, la
estimulacion con IFN-a2b incrementd la actividad enzimatica; misma que disminuy6 en
aguellas células que expresaron a la proteina V siendo un poco menor la actividad en
células con la proteina Vwr (Figura 7A). El mismo patron de actividad se registré en
células que se co-estimularon con IFN- a2b y MG-132 (inhibidor del proteosoma),
aunque en esta condicion la deteccidon mostré un nivel bajo de actividad de caspasa 8
cuando se inhibi6 el proteasoma. Por otro lado, al evaluar la caspasa 9, que tienen un
efecto sobre la apoptosis que involucra la via intrinseca o mitocondrial se observo la
escasa activacion de la enzima, tanto en el control como en células que expresaron a
las proteinas V (Figura 7B), es decir, el tratamiento con IFN- a2b no activé fuertemente
la ruta apoptética mitocondrial y aunque se observé un ligero incremento de la actividad
en células que expresan Vyr no es posible afirmar que ante la presencia de las
proteinas virales en estudio, se abate la actividad de caspasa-9.

Las caspasas 8 y 9 son directamente responsables de la activacion de las
caspasas efectoras 3 y 7, las cuales podrian ser blanco de la regulacién por las
proteinas V. Cuando el sistema se estimulé con IFN- a2b, hubo actividad de las
caspasas 3y 7 en células que expresaron 0 no a las proteinas virales (Figura 7C). La
comparacion detallada de la actividad de las caspasas con y sin IFN mostré que las
proteinas V inhiben parcialmente la actividad, aunque no hubo diferencia sobre la
actividad enzimatica entre ambas proteinas. Sobre la base de los resultados obtenidos,
hay un claro indicio de que las proteinas V del virus de parotiditis regulan la extensiéon
del proceso apoptotico [49]. En otros virus de la familia Paramixoviridae tales como el
virus de sarampion, SV5 y el virus de Sendai se ha demostrado su efecto sobre la
apoptosis mediante la activacion de caspasa 8, caspasa 3y 7 [34,46,50]. La proteina
Vwr de la cepa vacunal Urabe AM9 del virus de parotiditis parece regular la apoptosis y
la proliferacién celular; sin embargo, el mecanismo detallado de la ejecucion de tal
actividad no se conoce; la identidad de las caspasas inducidas o inhibidas por algun
factor en la infeccion del virus de parotitiditis es importante para establecer el
mecanismo molecular del virus en la intervencion del proceso apoptético.

Conclusiones

En el estudio de los factores virales y celulares implicados en el desarrollo de
meningitis aséptica por la cepa vacunal Urabe AM9 del virus de parotiditis, se han
encontrado claras evidencias respecto a que la proteina Vwr de la cepa vacunal es
clave en la evasion de la respuesta celular antiviral. Los datos sugieren que los
cambios estructurales teoricos en la proteina Vg)y por reacomodo de asas y residuos en
los motivos Cys y Trp, son responsables de la pérdida de la eficacia en la induccion de
la degradacion de las proteinas STAT1 y STATZ2, viéndose reflejado en las diferencias
gue se encuentran en la replicacion y transcripcion de genes en respuesta a interferon
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durante infecciones con tal variante HN-Gjog;. Adicionalmente la proteina Vyr parece
ser un modulador de la apoptosis y la proliferacion celular, es probable que en la
patogénesis del virus un rol potencialmente mediador de dafio sea la regulacion de la
muerte celular programada cuyo conocimiento podria sugerir probables blancos del
desarrollo de antivirales especificos contra el virus de parotiditis.
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Resumen

Las enfermedades cerebro vasculares son padecimientos de consecuencias
altamente discapacitantes y devastadoras, se calcula que existen alrededor de 5.5
millones de muertes cada afio y 44 millones de personas viven con una discapacidad
asociada con esta enfermedad, asi mismo se estima que esta cifras van en aumento,
debido a que en la mayoria de los casos este padecimiento estd asociado con el
envejecimiento. En México se ha reportado una tendencia similar, en el afio 2000 las
enfermedades cerebro vasculares estaban consideradas como la cuarta causa de de
muerte en la poblacién adulta con 25 357 defunciones, mientras que en el 2010 estas
enfermedades ocuparon el tercer lugar de muertes con 32,306. La consecuencia sobre
la funcion neurolégica tiene un gran impacto social, al ser la primera causa de
discapacidad en el mundo. De acuerdo con los eventos de dafio ocurridos a lo largo del
tiempo, se observa de manera inicial una la falla energética generada por la
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interrupcion del aporte de oxigeno y glucosa, la excitotoxicidad que es el incremento de
neurotransmisores excitatorios como el glutamato en el espacio extracelular, el dafo
oxidativo que se produce por la excesiva cantidad de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno presentes en el tejido nervioso, la respuesta inflamatoria que se inicia como
consecuencia de la ruptura de la barrera hematoencefalica, estos eventos de dafio
agudo activan las sefiales de muerte celular programada denominada apoptosis. Para
revertir este proceso, se han desarrollado estrategias neuroprotectoras que intentan
regular o detener los principales mecanismos de dafio celular. Actualmente existen
diversas propuestas terapéuticas probadas a nivel experimental y clinico cuyos
resultados no han sido exitosos a pesar de observar mejoria funcional, la razon de
este fracaso, radica en metodologias poco reproducibles e inadecuadas o por ser
tratamientos con ventanas terapéuticas muy estrechas que las hacen poco factibles
para ser usadas en la clinica.

Palabras clave: Infarto cerebral, fisiopatologia y neuroproteccion.

Abstract

Cerebrovascular diseases are disabling conditions with devastating
consequences. It is estimated that there are about 5.5 million deaths annually and 44
million people living with a disability associated with this condition. These figures are
increasing, because in most cases this condition is associated with aging. Mexico has
reported a similar trend. In 2000, cerebrovascular diseases were considered as the
fourth leading cause of death in the adult population with 25, 357 deaths, while in 2010
these diseases ranked third with 32,306 deaths . The effect of brain ischemia on
neurological function has great social impact, being the leading cause of disability,
worldwide. According to the damaging events occurring over time, damage initiates with
an energetic failure caused by the interruption of oxygen and glucose. Excitotoxicity
takes place as an increased excitatory neurotransmitters release, (glutamate, aspartate)
toward the extracellular space. The oxidative damage that is caused by excessive
amounts of reactive oxygen and nitrogen species and the inflammatory response
initiated as a result of the blood-brain barrier breakdown, trigger acute injury death
signals called cell apoptosis. To prevent this process, neuroprotective strategies have
been developed that attempt to regulate or stop the main mechanisms of cellular
damage. Currently, there are several therapeutic approaches tested on experimental
and clinical settings. However, results have not been successful to date

Key words: cerebrovascular accident, physiopatology, neuroprotection
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ANTECEDENTES
Epidemiologia de infartos cerebrales

En todo el mundo ocurren 56 millones de defunciones cada afio, de éstas 5.5
millones son atribuidas a las enfermedades cerebrovasculares lo que representa la
segunda causa de muerte global en la poblacién adulta [1]. Incluida en estas
enfermedades se encuentra el infarto cerebral (IC) que es considerado el padecimiento
mas devastador de las enfermedades neuroldgicas y se estima que es la tercera causa
de enfermedades en el mundo y la primera en discapacidades [2], se calcula que 16
millones de personas sufrieron de un IC por primera vez en el ailo 2005 y se reporta
una prevalencia de 62 millones de sobrevivientes [3]. Por otra parte, los datos
epidemiolégicos dados a conocer en 2001 en los Estados Unidos indican que las
enfermedades cerebrovasculares ocupan la tercera causa de muerte con una
incidencia reportada de 795 mil infartos cada afio de los cuales 600 000 son primeros
episodios es decir, se presentan 269 nuevos casos por cada 100,000 habitantes [4].
Este padecimiento ademas de tener implicaciones graves para la salud también genera
elevados costos ya que la atencion a los sobrevivientes de accidentes
cerebrovasculares tuvo un costo estimado de $ 18.8 mil millones de dolares durante el
afio 2008 y pérdidas en productividad y mortalidad prematura con un costo adicional de
$ 15,5 mil millones [5].

Los registros de la incidencia en los paises europeos, fueron reportados en el
2009, para la poblacion adulta de Francia (Dijon), ltalia (Sesto Fiorentino), Lituania
(Kaumas), Reino Unido (Londres), Espafia (Menarca) y Polonia (Warsaw), en este
estudio se reportaron 2129 nuevos casos de IC con un valor promedio de edad de 73
anos, de los cuales el 51 % de los eventos fueron mujeres [6], para los varones la
mayor incidencia se presento en Lituania y la menor en Italia y Espafia, mientras que
para las mujeres el fendbmeno fue similar, solo Polonia fue agregada como un pais de
alta incidencia, finalmente los datos globales indican que el promedio general fue de
101.2 nuevos casos por cada 100 000 habitantes. Con respecto a la incidencia de IC
en los paises del sur de Asia ser reportaron entre 45 y 471 nuevos casos por cada 100
000 habitantes, siendo la poblacion urbana la méas vulnerable [7], sin embargo China no
cumple con esta tendencia ya que, del total de muertes que se presentan anualmente
el 28.8% corresponden a la poblacion urbana y 29.1 % a la poblacion rural, con
respecto la poblacion de la India la estimacion total fue del 16.4 % [8]. En algunos
paises de América Latina el porcentaje de fallecimientos asociados a enfermedades
cerebrovasculares son: para Cuba 18.9 %, en la Republica Dominicana 23.4 %, para la
poblacién urbana de Perl es de 28.6% y para la poblacién rural se estima en 13.7 %,
en Venezuela la incidencia global fue del 15.2 %, finalmente en la poblacion urbana de
México se reportd un 14.9% vy el la rural 7.2 % [8]. Por ultimo de acuerdo con datos
publicados por la Secretaria de Salud y el Sistema Nacional de Informacion en Salud
(SINAIS) la incidencia de fallecimientos asociados a los eventos cerebrovasculares se
incrementaron, pasando de 25 357 en el afio 2000 a 32,306 en el 2010.
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Tipos de infartos

Trombosis

La aterosclerosis es la caracteristica patolégica mas comun de las
enfermedades vasculares que resulta en la obstrucciéon del vaso sanguineo y
representa aproximadamente el 85% de todos los accidentes cerebrovasculares. Las
placas ateroscleréticas pueden sufrir cambios patoldgicos, como Ulceras, trombosis y
calcificaciones intra-placa hemorragica. La susceptibilidad de la placa de ulcerarse
depende de su estructura, de su composicion y de su cohesion. La alteracion del
endotelio inicia con un complicado proceso que activa muchas enzimas que llevan a la
adhesion y agregacion de las plaquetas al la pared vascular, formando pequefios
acumulos de plaquetas y fibrina [9]. Otro tipo de infarto es el lacunar que se producen
como consecuencia de la oclusion de las arterias penetrantes profundas, el tamafio de
un infarto lacunar es inferior a 20 mm vy la incidencia de este tipo de infartos es de un
10-30%, esta incidencia depende de la raza asi como de las enfermedades presentes
en los individuos como es la hipertension preexistente y la diabetes mellitus. Bajo estas
condiciones las arteriolas pequefias se alargan, se vuelven tortuosas y presentan
micro-aneurismas que son susceptibles a la oclusion por micro-trombos y es causada
principalmente por la hipertensién crénica [10]. Por otra parte el infarto cerebrovascular
embolico se produce por la interrupcion del flujo sanguineo a consecuencia de un
coagulo de fibrina o por fragmentos de la placa de ateroma que se desprenden. Otro
tipo de infarto embdlico puede ser el provocado por una burbuja de aire generada a
consecuencia de una neurocirugia, otorrinolaringologia o por un procesos de anestesia
en el cual se realiza una cateterizacion venosa central, asi como por cirugia de heridas
penetrantes en el pecho o en el caso de buceadores el barotrauma [11]. Otro tipo de
accidente cerebro vascular isquémico es el hipotensos-global que puede ser causado
por cambios hemodinamicos especialmente en regiones con suministro de sangre
marginal resultante de estenosis del vaso o disminucion de la presion arterial [12].

Los sintomas clinicos

Los sintomas durante la etapa aguda del IC son: debilidad en las extremidades,
déficit en la sensibilidad, paralisis facial, ataxia, disfagia, problemas del habla (afasia o
disfasia) o alteraciones visuales. El grado de afeccion es cominmente evaluado por
medio de la escala modificada de Rankin y con la escala de los Institutos Nacionales de
Salud Stroke Scale (NIHHS por sus siglas en ingles).

Factores de riesgo

Los factores de riesgo asociados con el IC se muestran en la tabla 1. En general se

pueden clasificar en tres grupos, dependiendo de si pueden ser o no modificados:

a) No modificables: son los factores que no pueden ser modificados debido a que
estan determinados por la propia persona.

b) Modificables bien establecidos: son aquellos factores de los que se conoce y se
ha demostrado que tienen un nivel de evidencia, grado de asociacion y riesgo
relativo a padecer infarto cerebral.

c) Modificables potenciales: son aquellos que pueden ser altamente modificables.
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Tabla 1. Factores de riesgo para el infarto cerebral.

FACTORES DE RIESGO PARA EL INFARTO CEREBRAL

No modificables Modificables bien Modificables potenciales
establecidos

- Edad - Hipertensién - Dislipemias
- Sexo arterial - Tabaquismo
- Herencia - Cardiopatias de - Alcoholismo
- Raza alto riesgo - Obesidad
- Geografia emboligeno - Sedentarismo
- Clima - Marcadores de - Estrés
ateromatosis - Cardiopatias de
- Diabetes mellitus bajo-medio riesgo
- Ataque isquémico emboligeno
transitorio - Otros:

anticonceptivos
orales, migrafia,
etc.

Entre los factores de riesgo no modificables se incluyen: la edad avanzada,
frecuentemente en personas mayores de 65 afios, generalmente se presenta en el
género masculino y en razas no blancas [13]. El IC se puede prevenir corrigiendo el
estilo de vida, modificando la dieta, mejorando la actividad fisica, disminuyendo el
consumo de alcohol, evitando el consumo de tabaco y reduciendo el estrés [14].

Fisiopatologia del Infarto Cerebral

La isquemia cerebral puede ser el resultado de diversas alteraciones que
disminuyen el flujo sanguineo cerebral y como consecuencia producen deprivacion de
oxigeno y glucosa. Las células en el centro del foco isquémico son especialmente
vulnerables y mueren a los pocos minutos del inicio del evento. Las células con una
perfusién sanguinea a una tasa menor de 12ml/100g/min. también estan destinadas a
morir y conforman el centro isquémico. El &rea de penumbra representa un margen de
tejido viable hipoperfundido a una tasa de 15-18ml/100g/min. su sobrevida es de
aproximadamente 6 horas y pueden ser potencialmente rescatables [15, 16, 17], sin
embargo, esta ventana terapéutica puede variar dependiendo del tipo celular ya que
algunas células pueden morir en pocos minutos después de la isquemia [18]. La células
localizadas en la zona de penumbra, desencadenan una serie de mecanismos
autodestructivos que se inician a consecuencia del evento isquémico y que pueden
llevarlas a la muerte o a la sobrevivencia por tiempo limitado, sin embargo, la
vulnerabilidad de las células depende del tipo de receptores localizados en la
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membrana plasmaética, las conexiones celulares, las propiedades neuroquimicas y la
exposicion a factores de crecimiento [19] Figura 1.

' Penumbra

Minutos

Dias y semanas

Figura 1. Imagen que muestra el incremento en la zona de lesién a lo largo del
tiempo (Esquema modificado de Baird et al 1997) [22].

Durante los primeros minutos del evento isquémico se reduce rapidamente la
sintesis de ATP una molécula altamente energética e indispensable para el
funcionamiento de diversas proteinas, enzimas, bombas, etc. La falta de ATP durante
esta etapa provoca que, la bomba de sodio-potasio ATPasa, no pueda mantener el
gradiente electroquimico de la membrana plasmatica y se despolarice, lo que conduce
a la liberacién de glutamato y a la apertura de canales dependientes de voltaje. Esto
permite un incremento en el calcio citosdlico asociado con la activacion de u-calpaina,
calcineurina y fosfolipasas con una protedlisis subsecuente de sustratos de calpaina,
activacion de sintasa de 6xido nitrico constitutiva y formacién de acido araquidonico.
Otros mecanismos involucrados en la isquemia son los mediados por inflamacion y
apoptosis. La mayor parte del dafio tisular observado después de la isquemia es
producto de la reperfusién secundaria observandose destruccién neuronal desde las 6,
24 y 48h posteriores a la isquemia [20]. Por otra parte, existen mecanismos
autoprotectores inducidos por el dafio cerebral como la formacién de proteinas de
choque térmico, citocinas antiinflamatorias, factores de crecimiento y antioxidantes
enddgenos, el balance entre mecanismos de dafio y de proteccion determinara el
destino del tejido isquémico [21, 17] Figura 2.
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térmico
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Figura 2. Imagen en la que se ilustran los principales mecanismos de sobrevida y
de muerte celular que se desarrollan durante la etapa aguda después de una
Isquemia cerebral (modificado de Leker y Shohami. 2002) [16].

Excitotoxicidad

La excitotoxicidad es el término empleado para describir la liberaciéon de
glutamato de manera incontrolada al espacio extracelular. La falla energética que se
presenta en los primeros minutos del evento isquémico originada a su vez por la falta
de oxigeno y glucosa generan la despolarizacion de la membrana plasmética dando
como resultado la apertura de canales de calcio sensibles a voltaje, que activan la
liberacion de glutamato al espacio extracelular. En pocos minutos, los receptores
NMDA ionotrépicos y los AMPA/Kainato, de las neuronas expuestas al glutamato son
activados originando una entrada masiva de calcio, sodio y agua con la subsecuente
formacion de edema citotoxico [23, 24]. Asimismo, las elevadas concentraciones de
calcio intracelular incrementan el estrés oxidativo, que contribuye al dafio celular [16].
La sobreactivacion de los receptores de glutamato en la isquemia, lleva al incremento
del calcio intracelular y a la activacion de una gran cantidad de proteasas de cisteina
como la calpainas que son calves en los mecanismos de muerte neuronal [25], asi
como de enzimas dependientes de calcio como la sintasa del 6xido nitrico (NOS) una
enzima involucrada en la fisiopatologia del IC [26] (Figura 2).
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Estrés oxidante

El incremento de las concentraciones de calcio intracelular durante el evento
isquémico favorece la formacién de diversas especies reactivas de oxigeno (EROS)
gue llevan a la célula a un estado de estrés oxidativo, durante esta etapa los lipidos, las
proteinas y el ADN son alterados de manera irreversible. El dafio mitocondrial y el
desacople de la cadena transportadora de electrones [27] producen EROs tales como
el anién superoxido, el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. Durante la
reperfusion la xantina deshidrogenasa se transforma en xantina oxidasa y forma anién
superéxido [28], se incrementa la produccion de Oxido nitrico (NO) por la sobre
activacion de las isoformas de la sintasa del 6xido nitrico neuronal (SONnN), endotelial
(SONe) e inducible (SONi), esta ultima expresada por citocinas (TNFa, interferony e
Interleucina IB) sintetizadas en los astrocitos y en la microglia con particular importancia
durante el evento isquémico. Se ha reportado que el NO sintetizado por la SONi tiene
efectos citotoxicos [29]. El NO puede combinarse con las EROs como el anion
superoxido para formar el peroxinitrito, una molécula altamente reactiva que oxida los
grupos tioles contenidos en las proteinas, alterando su estructura y actividad [30]. Por
otra parte, el incremento en la produccion de EROs eventualmente lleva a la
peroxidacion de lipidos, un proceso que destruye las membranas celulares,
desencadenando la muerte neuronal [31]. En el cerebro se encuentran grandes
cantidades de metales de transicion tales como el fierro, el cobre y el manganeso,
estos metales son capaces de contribuir en las reacciones de oxido-reduccion y
producir grandes cantidades de radicales libres a través de la reaccion de Haber-
Weiss. Asi el fendmeno de la formacion de EROs es extremadamente importante en la
fisiopatologia de la isquemia. Se ha sugerido que de 3-4 h después de la isquemia se
debe neutralizar el dafio por EROs para proveer neuroproteccion y atenuar la
destruccion tisular, por lo que, el uso de anti-oxidantes puede reducir el dafo al tejido
nervioso después de un evento isquémico [32] (Figura 2).

Inflamacién

Durante un evento cerebral isquémico, se activan diversos mecanismos que
reclutan al sitio de dafio una gran cantidad de células inflamatorias. La sobreexpresion
de moléculas de adhesion sintetizadas por las células endoteliales, como la ICAM, la
ELAM y la P-selectina, asi como el incremento en la sintesis de moléculas
quimiotacticas producto de la liberacion del acido araquidénico por la activaciéon de la
fosfolipasa C a consecuencia del incremento en las concentraciones de calcio
intracelular, promueven la llegada de polimorfonucleares que pueden causar mayor
dafio al tejido a través de enzimas citotoxicas como la mieloperoxidasa con capacidad
para dafiar a las membranas celulares [33]. Dentro de la primera hora después de la
isquemia cerebral se sintetizan citocinas proimflamatorias como el TNFa, IL-1 y la IL-6,
con capacidad quimio-atrayente para los leucocitos y las células inflamatorias (linfocitos
T) [16]. La reduccién en la sintesis de estas moléculas que favorecen la respuesta
inflamatoria y la respuesta inmune disminuyen significativamente el volumen de dafio.
En la zona del infarto las células de la microglia son activadas en pocas horas y en
cuestion de dias se trasforman en fagocitos. Los Astrocitos por su parte, sintetizan
neurotrofinas y forman la cicatriz glial. La microglia local y los macréfagos infiltrados
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demarcan la zona del infarto y rapidamente remueven los detritus. En la zona del
infarto la mayoria de las neuronas mueren por necrosis y algunas pueden disparar los
mecanismos de muerte celular programada y morir por apoptosis [33] (Figura 2).

Muerte celular por apoptosis

Existen diversos estudios que sefalan que después de un evento isquémico
cerebral las neuronas mueren por la activacién de proteasas dirigidas a los residuos de
aminoacidos aspartato y cisteina (caspasas). La activacion de estas proteasas inician
el proceso de muerte celular programada en la mayoria de las células localizadas en la
zona de penumbra. Después del evento isquémico, da inicio la activacién de las
caspasas a la par de la translocacion fuera de la membrana de la mitocondria de las
proteinas Bax, Bak y otros BH3, miembros de la familia Bcl-2 [34]. La liberacion del
citocromo c, la procaspasa 9 y el factor 1 activador de la apoptosis (Apaf-1) de la
membrana interna de la mitocondria, con la union de estos tres elementos se forma el
complejo apoptosomico que a su vez activa a la caspasa 3 (caspasa efectora), la
caspasa-3 activa a las endonucleasas (enzimas que fragmentan el ADN), son eventos
gue dan la sefial para la activacion de enzimas de reparacion como la PARS
(polimerasa-poliADP-ribosa), esta enzima consume grandes cantidades de ATP
promoviendo un mayor deficit energético, que eventualmente lleva a la fragmentacion
del ADN y a la muerte celular [35].

El factor de transcripcion NF«B, la via del el c-jun-N-terminal cinasa, p53, E2F1y
otros factores de transcripcién estan probablemente involucrados en la sobreexpresion
de las proteinas pro-apoptoticas de la familia Bcl-2. Otra via de activacion de las
caspasas después de un evento isquémico, es a través de la activacion de receptores
Akt (receptores con actividad tirosina cinasa), que favorecen la liberacion desde la
mitocondria de un segundo activador de caspasas (Smac) o un inhibidor directo de la
apoptosis unido a proteinas (DIABLO) [34]. Existen una gran cantidad de evidencias
gue sefalan que la apoptosis es un mecanismo muy importante en los procesos
fisiopatologicos después de un evento isquémico [36] (Figura 2).

Con base en estos antecedentes se han desarrollado diversas estrategias
farmacoldgicas y no farmacoldgicas neuroprotectoras con la finalidad de regular o
diminuir los principales mecanismos de dafio secundario como son, el estrés oxidativo,
la excitotoxicidad, la inflamacion y la apoptosis para evitar la pérdida del tejido nervioso
adyacente y detener el déficit neurologico irreversible.
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Figura 3. Imagen en la que se muestran los mecanismos de dafio secundario que
se desencadena a consecuencia del infarto. MGIUR: receptor metabotrépico de
glutamato; NMDA-R: receptor N-metil-D-aspartato; GIuR: receptor de glutamato;
VSCC: canales de Ca? sensibles a voltaje; PLC: fosfolipasa C; PIP,: fosfatidilinositol
4,5 bifosfato; DAG: diacilglicerol; IP3: inositol 1,4,5; trifosfato; G: proteina G; SON:
Sintasa del oxido nitrico; COX: ciclooxigenasa (Diagrama modificado de Siegel et al
1998) [37].

ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS

Anti-oxidantes.

Los neuropéptidos como el NAP (NAPVSIPQ) han demostrado tener efecto
neuroprotector en un modelo de hipoxia/isquemia cerebral en ratas neonatas de siete
dias de edad, a las que se les practicé un modelo de hipoxia/isquemia, los animales
fueron dividos en dos grupos, el control al que solo se le administré el vehiculo y el
tratado con NAP por viai. p. a una dosis de 3 ug/g a tipo cero (inmediatamente) o 24
h después de la hipoxia/lsquemia. En este estudio se evalud el efecto antioxidante
midiendo la peroxidacion de lipidos y la cantidad de glutation reducido (GSH) asi como
el dafio al ADN, los resultados demostraron que el tratamiento previene el dafo al
ADN, disminuye la peroxidacion lipidica y reestablece el GSH, por lo que los autores
concluyen que el NAP es un buen tratamiento antioxidante [38]. La metalotioneina (MT)
una proteina con capacidad antioxidante se ha propuesto como tratamiento
neuroprotector en modelos murinos de IC. Existen cuatro isoformas de la proteina dos
inducible (MT-I y la MT-Il) y una constitutiva (MT 1ll) que solo se ha localizado en el
sistema nervioso central, principalmente en las neuronas [39]. A la MT se le han
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asignado diferentes funciones como: almacenamiento y distribucion de iones metalicos
tales como el cobre, y el zinc; regulacion de la biosintesis y actividad de las
metaloenzimas, citoproteccion contra el dafio producido por radicales libres y metales
pesados, compartamentalizacion del zinc, detoxificacién de los metales pesados del
liquido cefalorraquideo, del espacio extracelular por medio del epitelio coroideo y
astrocitos [40].

En un estudio experimental de isquemia cerebral en ratones se investigo si el
aumento en la expresion de MT en ratones transgénicos que sobre expresan la
isoforma (MT-TG), protege al tejido nervioso del dafio oxidativo producido por un IC
focal con reperfusion al ser comparadas con un grupo control (wild type). En este
estudio los animales fueron sometidos a un modelo del IC por la oclusion de la arteria
cerebral media derecha durante 45 minutos, posteriormente la circulacidn sanguinea
fue restituida con una procedimiento de reperfusion. Los resultados demostraron un
incremento del edema por efecto del IC y la reperfusién cuyo pico maximo se presentd
a las 24 h después del dafio. Los estudios de imagen con resonancia magnética
mostraron una menor cantidad de tejido dafiado en los animales que sobre expresaron
la MT-TG vs grupo control en todos los tiempos evaluados (6, 9, 24y 72 horas y 14 dia
postreperfusion). Ademas, los estudios funcionales mostraron que a las 3 semanas
después de la reperfusion los ratones con sobre expresion de MT tuvieron una mejor
funcién motora estadisticamente significativa en comparacién con los ratones del grupo
control (P = 0.011).

Aunque los niveles corticales basales de ARNm de MT-I fueron similares en los
ratones control y en los MT-TG, hubo un aumento en el ARNm de MT-I en la corteza
isquémica de 7.5 veces comparado con los niveles basales, mientras que el aumento
en los ratones control fue de 2.3 veces con respecto a los niveles de referencia a las 24
h después de la reperfusion. Ademas, los ratones MT-TGs mostraron un aumento de la
inmunoreactividad para MT en los astrocitos, las células endoteliales y en las neuronas
a las 24 horas después de la reperfusion cuando fueron comparados con los ratones de
grupo control en los que la inmunoreactividad para MT se limitd principalmente a los
astrocitos. Los autores concluyen que el aumento en la expresion de MT-I protege
contra los efectos dafiinos generados después de un IC con reperfusion [41]. De igual
manera, nuestro grupo demostré que la administracion exégena de 10 pg de MT-II
tiene efecto neuroprotector en un modelo de IC con reperfusion. Los animales tratados
con MT-Il mostraron una mejoria funcional estadisticamente significativa al ser
comparados con los valores obtenidos en el grupo control. Con respecto a la cantidad
de tejido danado, este fue menor en los animales tratados vs ratas no tratadas
evaluados 96 h después de la isquemia.

En este estudio también se demostré que la MT-II tiene efecto ani-oxidante al
disminuir la cantidad de productos finales de la lipoperoxidacion, en la corteza, el
estriado y el hipocampo evaluada 24 h después del infarto [42].

Otro tratamiento antioxidante propuesto es el resveratrol, que ha sido probado
en un modelo de oclusién de la arteria cerebral media con reperfusion en rata, en este
estudio se administraron dos dosis de 7 a 10 mg/kg por via i. v., la primera 15 min.
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antes de la oclusién y la segunda en el momento de la reperfusion (2 h después de la
oclusion). El resveratrol restaur6 de manera significativa el contenido de ATP y la
actividad de complejos respiratorios mitocondriales al ser comparado con el grupo
control. El Western blot mostré una marcada disminucién en la liberacién del citocromo
¢ como resultado del tratamiento con resveratrol, con respecto al ADN del hipocampo
se observé una marcada reduccion de la fragmentacion del ADN después del
tratamiento, de forma particular, la expresion de Hsp70 y metalotioneina (MT) fue
significativamente mayor en el grupo con control, pero su expresidn era mas
significativa en el grupo tratado con resveratrol.

La cantidad de glutation reducido mitocondrial (GSH), la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G6-PD) y la lactato deshidrogenasa sérica fueron restauradas por el
tratamiento, la peroxidacion lipidica fue menor en el grupo tratado vs grupo control.
Finalmente el resveratrol mejord significativamente el déficits neuroldgicos evaluados
por diferentes escalas funcionales [43]. La S-alil cisteina (SAC), un compuestos
organicos de azufre que se encuentran en el extracto de ajo, ha sido probado para
reducir el estrés oxidativo asociado a una lesién cerebral después de la oclusion de
arteria cerebral media (MCAO por sus siglas en ingles). Para probar esta hipotesis,
ratas Wistar machos fueron sometidos a MCAO durante 2 horas y reperfusién de 22
horas, la S-alil cisteina se administré en dosis de 100 mg/kg, via i.p. 30 minutos antes
del inicio de la isquemia y después de la isquemia en el intervalo de 0, 6 y 12 horas.
Veinticuatro horas después de la reperfusion, se realizaron pruebas conductuales, para
determinar el déficit neuroldgico, asi como pruebas histolégicas para medir el volumen
del infarto, se midio la peroxidacion lipidica, el contenido de glutation y la actividad de
enzimas antioxidantes (glutation peroxidasa, glutation reductasa, catalasa y superoxido
dismutasa).

El tratamiento con SAC redujo significativamente volumen del dafio isquémico el
déficits neurolégicos, el estrés oxidativo y la muerte neuronal. Los autores sefialan que
puede ser un buen tratamiento neuroprotector después de una IC con reperfusion [44].
De igual manera este efecto citoprotector de la SAC fue reportado por Atif y
colaboradores [45] a través de su capacidad para disminuir la falla mitocondrial y por
Kim y colaboradores [46] para disminuir la cantidad de peroxinitrito. Otro farmaco con
capacidad anti-oxidante es la dapsona, Diaz-Ruiz y colaboradores [47] demostraron
que el tratamiento inhibe la peroxidacién de lipidos en ratas con IC por la MCAO con
reperfusion al ser comparadas con el grupo control.

Por otra parte, los productos de origen natural han demostrado tener
propiedades anti-oxidantes después de un IC, como ejemplos tenemos a la coumarina
un derivado de la esculetina que administrada intra-cerabro ventricular, a una
concentracion de 20 ug disminuye el déficit neuroldgico y el estrés oxidativo producido
por un dafio isquémico en la rata [48], los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de
Nigella sativa, que administrados en dosis de 400 mg/kg, por via oral durante 7 dias
disminuyen el dafio oxidativo y mejoran la funcion motora en los animales con IC [49],
el péptido Cordymin purificado a partir del hongo medicinal Cordyceps sinensis que
administrado por via oral en un modelo de IC con reperfusion en rata aumenta
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significativamente la actividad de las defensas antioxidantes y mejora la funcion
neuroconductual [50].

Otra estrategia neuroprotectora son los péptidos derivados de la albumina, que
han demostrado tener efecto antioxidante, en el 2010 nosotros demostramos que el
tetrapéptido L-Asp-Ala-His-Lys (DAHK), administrado a una dosis de 16 mg/kg 30
minutos después de producir un IC por la oclusion de la arteria cerebral media en ratas,
disminuye el déficit neurolégico y el tamafio del infarto cuando se compara con el grupo
control. Estos resultados demuestran que el tratamiento con DAHK puede ser una
alternativa terapéutica segura ya que, éste péptido forma parte de la albumina que se
encuentra en el suero humano [51]. Finalmente, los farmacos anti-inflamatorios pueden
tener capacidad anti-oxidante, como ejemplo tenemos a la dapsona que utilizada en un
modelo de IC con reperfusion en rata, demostré inhibir la peroxidacién de lipidos que
se incrementa por efecto de la reperfusion [47].

Tratamientos Anti-excitotoxicos

La mayoria de la transmision excitatoria en el cerebro estd mediada por el
subtipo de receptor AMPA de los receptores ionotropicos de glutamato. En muchas
enfermedades neuroldgicas, la estructura de la sinapsis y la funcion del receptor de
AMPA son alteradas, por lo que los receptores AMPA pueden ser blancos terapéuticos
claves en los tratamientos empleados en la clinica [52]. En el IC los receptores AMPA
permiten niveles citotdxicos de calcio en las neuronas, lo que lleva a la muerte celular.
Desafortunadamente, muchos estudios clinicos han tenido un éxito limitado al dirigirse
directamente los receptores AMPA en esta enfermedad. El uso de moduladores de los
receptores AMPA, comuUnmente conocidos como ampakinas, en principio parecia
prometedores cuando se utilizaron en estudios con animales, sin embargo cuando se
llevaron al uso terapéutico en estudios clinicos los resultados fueron ineficaces [52].

Las propiedades neuroprotectoras de bilobalida, un componente especifico de
extractos de Ginkgo, se probaron en un modelo de raton con IC, después de 24 horas
de oclusion de la arteria cerebral media (MCAO), los resultados demostraron que el
tratamiento con bilobalida reduce las areas de infarto en la region central (cuerpo
estriado) en un 40-50% cuando se administra a 10mg/kg 1h antes de la MCAO. La
neuroproteccion también se observo con dosis mas bajas, o cuando el farmaco se
administré 1h después del IC. La funcién sensitivo motora en los ratones mejoré por
efecto de tratamiento, los resultados del metabolismo cerebral evaluados in situ con un
estudio de microdidlisis, mostraron una rapida baja en las concentraciones de la
glucosa extracelular en el estriado por efecto de la MCAO, que regreso a los niveles
basales después de la reperfusion.

Los niveles extracelulares de glutamato se incrementaron en mas de diez veces
y por cuatro a cinco veces en el tejido del hipocampo (penumbra). La bilobalida no
afecto los niveles de glucosa, pero la liberacion de glutamato fue fuertemente atenuada
tanto en las regiones centrales como en la penumbra, el tratamiento fue igualmente
activo cuando se administré localmente a través de una sonda de microdialisis y
también se redujo la isquemia inducida por la liberacion de glutamato in vitro en un
modelo de rebanadas de cerebro. Con estos resultados los autores concluye que la
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bilobalida es un potente tratamiento neuroprotector tanto in vivo como in vitro a dosis
que pueden ser utilizados terapéuticamente en humanos. EI mecanismo de accién
evidentemente implica la reduccién de la liberacién de glutamato, reduciendo asi la
excitotoxicidad [53]. Por otra parte, se sabe que la perdida de la homeostasis del calcio
es uno de los principales mecanismos que llevan a la muerte neuronal, el incremento
en las concentraciones de calcio intracelular lleva a la excitotoxicidad mediada por
glutamato ya que al unirse a su receptor de tipo NMDA se abren los canales de calcio
acoplado a dicho receptor, que lleva a la subsecuente entrada de calcio a favor de su
gradiente de concentracion, durante este procesos se activan los canales ionicos
denominados sensores de acido (ASIC) que son dependientes de protones y
selectivos de cationes, estos canales se expresan en el sistemas nerviosos periférico y
central, la activacion ASICla es debido a la acidosis y promueve el incremento del
calcio intracelular durante la lesion isquémica.

Curiosamente, se encontré que el ASICla se inhibe por la accion de algunos
flavonoides con propiedades anti-inflamatorios particularmente la quercetina. Con base
en estos antecedentes Pandey y colaboradores [54] investigaron el efecto
neuroprotector de la quercetina, ademas de su posible mecanismo de sefalizacion en
la isquemia cerebral focal. El tratamiento de la quercetina administrado 30 minutos
antes de la isquemia y 4 h después de la reperfusion, muestra una proteccion
significativa contra el dafio isquémico observandose una reduccion en el volumen del
infarto cerebral y déficit neuroconductual. También, se observo una reduccién del calcio
y de las concentraciones de nitritos asociados con la baja concentracion de esta
molécula, con respecto al dafio oxidativo, la concentracion de malondialdehido MDA
mostré una marcada reduccion (P <0.01) en las regiones cerebrales isquémicas, la
calpaina fue un banco terapéutico de la quercetina ya que después de ser
administrado el tratamiento los productos de degradacion disminuyeron, finalmente los
estudios ex vivo demostraron que el tratamiento inhibe los niveles de calcio intracelular
mediada por protones en sinaptosomas de neuronas del cerebro de rata.

Por ultimo, se demostro el efecto anti-excitotdxico del riluzol como un farmaco
neuroprotector en modelos experimentales de isquemia cerebral. Sin embargo, las
dosis utilizada en los animales son mucho mayores que las empleadas en los
pacientes, por lo que se ha investigado su eficacia cuando es administrado a dosis
bajas, para equiparar las dosis utilizadas en la clinica. Bae y colaboradores [55]
evaluaron el efecto neuroprotector del riluzol administrado en dosis bajas en un modelo
de IC global realizada en gerbos machos de Mongolia durante 5 minutos se
administraron 0.8 mg/kg de riluzol por via i. p. 30 min antes de la isquemia. Los
resultados obtenidos a los siete dias después de la isquemia, muestran que existen
grandes cantidades de las células nerviosas sobrevivientes en el area CAl del
hipocampo, asimismo se observaron mejores tasas de sobrervivencia estadisticamente
significativa en los animales tratados con riluzol.

Anti-inflamatorios

Los modelos de isquemia focal inducida por la oclusién de la arteria cerebral
media (MCAO) en animales son Utiles para dilucidad los mecanismos fisiopatolégicos
claves durante la IC como es el caso de la respuesta inflamatoria. Durante el evento
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isquémico se ha demostrado que existe una modesta infiltracion de neutrdfilos a las 24
h después del dafio, sobre todo alrededor de los vasos arteriales y en los margenes del
infarto, mientras que en la MCAO seguida de una reperfusion se observa una
infiltracion muy importante en toda el area del infarto. Basado en estas evidencias, de
ha demostrado que la proteina C reactiva (PCR) (que es un marcador inflamatorio), se
asocia con alteraciones vasculares a largo plazo que favorecen el incremento de
células inflamatorias en el sitio del dafo.

Varios farmacos, han demostrado tener la capacidad para reducir los niveles de
PCRus como es la hidroximetilglutaril coenzima A reductasa (estatinas) que
desminuyen la llegada de neutréfilos al sitio del infarto a través de un mecanismo que
es independiente de sus efectos sobre el colesterol plasmatico. También se sabe que
durante el IC se expresan diversas citocinas en el cerebro como el TNFa una citocina
pleiotrépica que tiene un papel clave en muchos procesos celulares fisiolégicos y
patologicos como la inflamacion aguda y crénica asi como en los mecanismos que
llevan a la muerte celular programada (apoptosis). Diversos grupos de investigacion
han buscado moléculas con capacidad de inhibir la sintesis o la accion del TNFa. El
SB-239063 han probado tener efecto antiinflamatorio cuando se administra por via oral
después de una lesion cerebral, regulando los mecanismos de dafio asociados al
TNFa, el tratamiento con SB-239063 demostr6 tener efecto neuroprotector al reducir el
déficit neuroldgico en animales sometidos a un modelo de IC [56].

El uso de farmacos anti-inflamatorios como neuroprotectores ha sido
desarrollada por diversos grupos de investigacion en todo el mundo, utilizando
modelos de IC e hipoxia/isquemia (HI) un ejemplo es el tratamiento con doxiciclina, en
un estudio utilizando un modelo de HI en ratas neonato a las cuales se les administro
dicho tratamiento, el efecto fue comparado con el observado en el grupo control. Se
realizaron estudios de resonancia magnética e histologia a los 42 dias pos HI. Los
resultados demostraron menor dafo en la substancia gris y en la substancia blanca en
los grupos tratados con doxiciclina, mientras que los ensayos histologicos apoyaron los
resultados de resonancia magnética, observando una alta correlacionada entre los dos
estudios. En conclusién, una sola dosis de doxiciclina reduce a largo plazo la pérdida
de tejido cerebral y el dafio en la sustancia blanca después de una HIl neonatal [57].

Terapias combinadas farmacos anti-inflamatorios y sobre expresion de genes
son estrategias terapéuticas prometedoras para el IC. En un estudio realizado por Hyun
y colaboradores [58] demostraron el efecto neuroprotector de la terapia combinada con
dexametasona y hemooxigenasa, en un modelo de isquemia focal transitoria en rata,
los resultados demostraron que 24 h después de la inyeccion, el volumen del infarto y
el nivel de TNF-a y citocinas proinflamatorias se redujeron en comparacién con las
observadas en el grupo control, concluyendo que dicha terapia puede ser util para
enfermedades isquémicas tales como los accidentes cerebrovasculares. Otro
compuesto probado como tratamiento neuroprotector es la paeoniflorina, un
componente de paeonia lactiflora pall, se cabe que esta molécula tiene la capacidad
de inhibir la expresion del factor nuclear-kappap en modelos de hipoperfusion, asi
como tener propiedades anti-inflamatorias. En un estudio realizado por Tang y
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colaboradores [59] demostraron tanto el pre-tratamiento como el post-tratamiento con
paeonia lactiflora pall reduce el area del infarto cerebral, asi como el déficit neuroldgico,
mientras que la los niveles de IL-1lbeta, el TNF-alfa, la ICAM-1 de los microvasos y
MPO se redujeron por efecto del tratamiento. Rios y colaboradores [60] evaluaron el
efecto neuroprotector de la dapsona en un modelo isquemia cerebral focal permanente
por oclusion de la arteria cerebral media en rata, los resultados demostraron que los
animales tratados con dapsona a una dosis de 12.5 mg/kg tuvieron un menor déficit
neurolégico, asi como una mayor cantidad de tejido preservado al ser comparados con
el grupo control, al que solo se le administré el vehiculo.

Anti-apoptoticos

Los farmacos o moléculas con efecto anti-apoptético también han sido probados
como terapias neuroprotectoras en modelos de IC. El YGY-E que es un compuesto
activo purificado de hierbas chinas utilizadas en la medicina tradicional ha demostrado
tener efecto anti-isquémico, en un estudio realizado por An y colaboradores [61],
estudiaron su ventana terapéutica en la isquémica cerebral, asi como su efecto sobre la
apoptosis neuronal. Los animales recibieron una inyeccion intravenosa de YGY-E a 1, 3
y 6 h, respectivamente, después de isquemia cerebral focal permanente inducida por
electrocoagulacion de la arteria cerebral media.

El tamafio del infarto y la funcidn neuroldgica fueron evaluados para determinar
los efectos de YGY-E, ademas fueron evaluaron los efectos de este compuesto sobre
la apoptosis neuronal y la sintesis de Bcl-2 y Bax en el tejido cerebral isquémico, con
ensayos de TUNEL, de inmunohistoquimica y de Western blot. EI YGY-E fue
administrado a una dosis de 2-8 mg/kg, los resultados demostraron que el tratamiento
tiene efecto neuroprotector de forma dosis dependiente observdndose una disminucién
del tamafo del infarto, asi como del déficit neurologico, del porcentaje de células
TUNEL-positivas (p <0.01) y de las células Bax-positivas (p <0.01 o p <0.05), de forma
contraria se observé aumentd del porcentaje de células Bcl-2 positivas (p <0.01 o p
<0.05). Estos datos demuestran que YGY-E tiene efectos protectores si se administra
después de una IC en ratas, asi mismo los autores demuestran que la ventana
terapéutica es de hasta 6 horas. Finalmente, concluyen que los resultados protectores
se deben a los efectos anti-apoptéticos que regulan el balance entre las proteinas Bcl-2
y Bax.

Otro compuesto que se ha probado es el Dan Shen, una substancia derivada de
la raiz seca o rizoma de la Salvia miltiorrhiza BGE, contiene tanshinona Il (TSA) como
uno de sus principios activos. Informes recientes han demostrado que la TSA puede
inhibir la apoptosis en cultivos de células PC12. En un estudio realizado por Chen y
colaboradores [62], investigaron los efectos de la TSA sobre la apoptosis cerebral
inducida por la oclusién de la arteria cerebral media (MCAQO) durante 2 horas, Yy
posteriormente se realizé la reperfusion en las ratas. Veinticuatro horas después de la
reperfusion, fue evaluado el volumen del infarto el tratamiento se administro ipor via i.
p. a dos diferentes dosis al primera de 25 y la segunda de 40 mg/kg, el volumen del
infarto asi como el edema disminuy6 significativamente, ademas se observdé una
disminucion en el déficits neuroldégicos en forma dosis-dependiente, siendo la dosis de
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25 mg/kg la mas eficaz, esta dosis redujo significativamente la expresion de la
caspasa-3 y aumentd la expresion Bcl-2 en la corteza cerebral isquémica, se
observaron menos células positivas a la prueba de TUNEL en la zona de penumbra en
el grupo tratado, comparado con el grupo al que solo se le administrd el vehiculo, los
autores concluyen que el TSA tiene efecto neuroprotector después de un IC focal con
reperfusién y este se ejerce probablemente por su capacidad anti-apoptética. Otra
estrategia propuesta son los antagonistas de los receptores a prostaglandinas, en un
estudio realizado por lkeda-Matsuo y colaboradores [63] en un modelo IC con
reperfusion en ratas probaron el efecto protector del ONO-AE3-240 un antagonista del
receptor EP3 de prostaglandinas, los resultados demostraron que el tratamiento reduce
el tamafio del infarto, el edema, si como el déficit neurolégico.

Por otra parte, la apoptosis neuronal en la corteza isquémica evaluada con la
técnica de TUNEL y con inmunohistoquimica para caspasa-3 mostraron una reduccion
en los animales tratados con antagonistas EP3 al ser comparado con el grupo control el
tratamiento también redujo el dafio de la barrera hematoencefalica, la activacion de la
microglia y la infiltraciébn de neutréfilos en la corteza isquémica. Estos resultados
sugieren que receptor EP3 esta implicado en el dafio secundario que se desencadena
después del infarto, la conclusion de este estudio fue que los antagonistas EP3
pueden una buena opcion para el tratamiento del IC en los pacientes.

Los estrégenos son otra propuesta neuroprotectora para el IC. Aunque se sabe
mucho sobre el efecto protector de la terapia de estrogeno en la isquemia cerebral
aguda, se sabe relativamente poco sobre su importancia en la regulacion de la
apoptosis y la plasticidad cerebral. En este estudio desarrollado por Wappler y
colaboradores [64] se evaluo el efecto del 17B-estradiol en un modelo IC global
producido por la oclusion bilateral de la carétida transitoria durante 10 minutos en
jerbos hembras ovariectomizadas, la apoptosis fue evaluada midiendo la expresion de
Bcl-XL, Bax presentes en el cerebro y para evaluar la plasticidad se determino la
presencia de GAP-43, sinapsina-l, estos marcadores fueron medidos cuatro dias
después de la cirugia. La expresion de la proteina anti-apoptética Bcl-XL fueron
mayores en el grupo tratado con estrégenos. Mientras que, la expresion de Bax o GAP
43 no presentaron cambios Estos resultados sugieren que la terapia con estrogenos
durante la etapa aguda tiene efectos anti-apoptoticos y aumentan la plasticidad
cerebral, que desempefian un papel importante en la citoproteccion.

La leonurina, un alcaloide presente en Herba Leonuri (HL), ha mostrado tener
efectos bioldgicos, tales como antioxidantes, anticoagulantes y anti-apoptoticos, en un
estudio realizado por Qi y colaboradores [65] probaron el efecto citoprotector de la
leonurina sobre la falla mitocondrial en la corteza cerebral de ratas con isquemia
cerebral y reperfusion, los animales recibieron el tratamiento durante 1 semana antes
de practicarles la isquemia cerebral. Los resultados mostraron que leonurina mejora
significativamente el déficit neurolégico y reduce el tamafo del infarto cerebral 24
horas después del dafio, ademas se observé una disminucién de la cantidad de
especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas en las mitocondrias aisladas de la
corteza isquémica, que se incrementaron por efecto del dafio, mientras que los
resultados del ensayo de TUNEL mostraron un efecto anti-apoptéticos de leonurina en
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la corteza isquémica. El ensayo de Western blot mostré una marcada disminucion en la
expresion de Bax y un aumento de Bcl-2 como resultado del tratamiento con leonurina.
Finalmente se pudo observa una reduccion de la inflamacién de la membrana
mitocondrial, el restablecimiento del potencial de membrana mitocondrial. Con base en
estos hallazgos, los autores sugieren que la leonurina tiene un efecto terapéutico
prometedor para el tratamiento de IC a través de la inhibicién del dafio oxidativo y de la
apoptosis.

Neuroprotectores y Terapias combinadas.

El litio, ha sido reconocido en los dltimos 10 afios por sus efectos
neuroprotectores y neurotréficos en la isquemia cerebral, tanto en modelos in vitro
como in vivo. Esto ha llevado al desarrollo de diversos estudios preclinicos y clinicos
empleando al litio como tratamiento para diferentes enfermedades. Existen evidencias
de que el tratamiento con litio tiene efecto neuroprotector al favorecer la expresion del
factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF por sus siglas en ingles) y del Bcl-2 [66].

Por otra parte se ha demostrado que prostaglandina A (PGA) vy el litio tienen
efecto neuroprotector en el IC y en el dafio excitotoxico, Xu y colaboradores [67]
probaron el efecto citoprotector de del litio y PGA1 evaluando la expresion de proteinas
de choque térmico (HSP). Las ratas fueron pretratadas con litio durante 2 dias y una
sola administracion de PGA 15 minutos antes de dafio isquémico. La IC fue inducida
por una oclusion permanente de la arteria cerebral media. El volumen del infarto, el
déficit motor y el edema cerebral fueron evaluados 24 horas después de la lesion. Los
resultados demostraron que la PGA y el litio redujeron significativamente el volumen del
infarto, el déficits neurologicos y edema cerebral.

Los efectos neuroprotectores de la PGA fueron asociados con una regulacion las
proteinas citoprotectoras de choque térmico HSP70 y grp78 en el hemisferio cerebral
isquémico segun lo determinado por inmunotransferencia e inmunofluorescencia. Los
autores concluyen que el litio puede potenciar los efectos neuroprotectores de la PGA.
La terapia combinada de litio y prostaglandina E1 también resulto ser un potente
tratamiento neuroprotector de acuerdo con lo reportado por Sheng y colaboradores
[68].

La mezcla (PGE1 22,6 nmol/kg + Li 0.5 mmol/kg) redujo el volumen del infarto y
déficits neuroldgicos inducidos por isquemia cerebral focal. Ademas, la mezcla tuvo un
mayor efecto neuroprotector contra la isquemia cerebral en comparacién con PGE1 o
litio solo. La mezcla fue efectiva incluso si se administré6 3 horas después de la
isquemia. PGE1 + Li también incrementaron la citoproteccion via un mayor nivel de
proteina de HSP70, GRP78, Hsp60, y Bcl-2 mientras que la expresiéon de p53
disminuyd.

Por otra parte, el tratamiento con litio fue probado en un modelo de hemorragia
intra-cerebral en ratas [69], en este estudio los animales presentaron menor deterioro
cognitivo y menor edema al ser comparados con el grupo control que no recibio el
tratamiento, estos resultados demuestran una vez mas que el litio regula mecanismos
importantes asociados con el dafio tisular. Todas estas evidencias han llevado a
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desarrollar modelos de hipoxia/isquemia en ratas neonatas, en estos estudios se ha
demostrado que el tratamiento con litio promueve una reduccion en la cantidad de
tejido dafiado y una mejor desempefio funcional [70].

El efecto anti-apoptotico del litio fue demostrado por Li y colaboradores [71] en
un modelo de lesién cerebral con hipoxia/isquemia en neonatos de nueve dias de edad,
las ratas macho fueron sometidas de manera unilateral a la hipoxia-isquemia y 2
mmol/kg de cloruro de litio fue inyectado i.p. inmediatamente después de la lesion.
Inyecciones adicionales de litio, 1 mmol/kg, se administraron a intervalos de 24 h. Las
crias fueron sacrificadas 6, 24 o 72 h después del dafio. Los resultados indicaron que el
litio redujo el volumen del infarto en comparacion con del vehiculo a las 72 h después
del infarto. Las lesiones se redujeron en la corteza, el hipocampo, el talamo y el cuerpo
estriado. El tratamiento redujo, la activacién de la calpaina y la caspasa-3, la liberacion
del citocromo C de la mitocondrial un factor inductor de apoptosis, asi como la
autofagia.

Takahashi y colaboradores [72] evaluaron si el tratamiento con litio protege
contra el dafio cerebral después del accidente cerebrovascular en un modelo de
oclusion de la arteria cerebral media (MCAO) permanente en rata combinado con
oclusion transitoria bilateral de la arteria carétida comun (CCA0), un modelo que imita
derrame cerebral humana con reperfusion parcial. Ademas evaluaron si el tratamiento
de litio altera la actividad medida por Akt, aunque se sabe que inhiben la actividad
GSK3. Después del accidente cerebrovascular, la actividad de Akt contribuye a la
sobrevivencia neuronal, mientras que la actividad de GSK3 provoca la muerte neuronal,
el litio fue administrado redujo el tamafio del infarto que el cual fue evaluado con la
técnica de cloruro de 2,3,5-trifenil (TTC) a las 48 horas después del IC, también se
observé que se inhibe la muerte celular en la penumbra isquémica, pero no en el
nacleo isquémico esto lo demuestra el ensayo de TUNEL realizado 24 horas después
de la IC. Sin embargo, el tratamiento con litio no alterd la reduccién de la actividad de
Akt, medido por el ensayo de la cinasa Akt, ademas el litio no alter6é los niveles de
proteina GSK3 fosforilada, o la degradacion de B-catenina, un sustrato de GSKS3, lo
cual es consistente con los hallazgos previos de que a largo plazo es necesario un
tratamiento de litio para alterar la fosforilacion GSK3. En resumen, los resultados
demuestran que el litio protege contra el IC en un modelo de isquemia focal con
reperfusion parcial.

Las terapias combinadas neuroprotectoras han sido propuestas como una
alternativa de tratamiento neuroprotector para el IC este es el caso del tratamiento con
ciclosporina y eritropoyetina que fue probado en un modelo de IC en rata, en este
estudio se demostré que la terapia combinada fue la mejor al mejorar la funcion
neurolégica, disminuir el tamafio del infarto, asi como la apoptosis y la respuesta
inflamatoria [73], efecto similar con monoterapia de eritropoyetina fue repostada por
Dang y colaboradores [74] en ratas adultas y en ratas neonatas [75].

Otra propuesta de terapia neuroprotectora es la molécula llamada VELCADE, un
inhibidor selectivo del proteasoma, administrado de manera combinada con el activador
del plasmindgeno tisular (tPA), esta terapia ha tenido resultados importante en el IC se
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sabe que la ventana terapéutica es de 6 horas en ratas jovenes, sin embargo, el IC es
una causa importante de muerte y discapacidad en los ancianos. Por lo que Zhang y
colaboradores [76] en 2010 realizaron un estudio en el que probaron el efecto de
VELCADE en combinacién con una dosis baja de tPA en ratas de edad avanzada
después de un IC embdlico, los resultados demostraron que el tratamiento con
VELCADE redujo significativamente el volumen del infarto, mientras que el tPA por si
solo no muestra dicho efecto, por el contrario se incrementa el dafio al ser comparados
con los animales tratados solo con solucion salina, la reduccion de volumen del
infarto, fue asociado con un aumento de la actividad de la sintasa del Oxido nitrico
endotelial, finalmente los autores demostraron que el tratamiento combinado promueve
la trombdlisis.

Hipotermia e Isquemia cereral

Disminuir la temperatura corporal, puede reducir la lesién primaria y evitar
lesiones secundarias en el cerebro después de una IC, este evento se conoce como
hipotermia moderada, esta condicion influye en mdultiples aspectos de la fisiologia del
cerebro en la fase aguda, subaguda y cronica de la isquemia. Afecta a las vias que
conducen a la excitotoxicidad, la apoptosis, la inflamacién y la produccion de radicales
libres, asi como el flujo sanguineo y el metabolismo de la integridad de la barrera
hematoencefélica. La hipotermia también puede influir en la neurogénesis, gliogénesis
y la angiogénesis después de la lesion. Es probable que ningun factor pueda explicar la
neuroproteccién proporcionada por la hipotermia, pero la comprensién de sus multiples
efectos puede llevarnos a dilucidar los importantes mecanismos neuroprotectores que
se observan con el uso de esta estrategia terapeéutica [77].

En el 2012 Nagel y colaboradores [78] utilizaron la hipotermia como terapia
neuroprotectora y analizaron la expresion de diversos genes relacionados con el dafio
secundario en un modelo de la oclusién de la arteria cerebral media (MCAO) por 90
minutos y 48 h de la reperfusion. La hipotermia fue inducida durante 4 h, a partirde 1 h
después de MCAO. 48 h después se realizaron estudios de resonancia magnética
para cuantificar el volumen del infarto, se realizaron ademas evaluaciones funcionales
por medio de escalas neuroldgicas. Se realiz6 un estudio de micro arreglos de ADN
para analizar la expresion de genes durante el IC. Los resultados mostraron que los
animales sometidos a hipotermia redujeron significativamente el volumen del infarto y
se observé un menor déficit neurologico a las 48 h en comparacion con el grupo control
sin hipotermia, con respecto al analisis de los genes, una gran cantidad de genes
relacionados con la neuroproteccion fueron sobre expresados por efecto de la
hipotermia, asi mismo pudieron identificarse nuevos genes potencialmente mediadores
de la neuroproteccion entre estos se encuentran el HNRNPAB, el HIG-1, y el JAK3,
ademas se pudo establecer que muchos genes asociados con la apoptosis fueron
suprimidos por efecto del tratamiento y que se regulan la expresion de varios genes
implicados en la sintesis y plegamiento de proteinas, de la homeostasis del calcio, de la
integridad celular y sinaptica, de la inflamacion y de la muerte celular.

Asimismo, los efectos benéficos de la hipotermia se han probado en modelos de
isquemia cerebral en neonatos [79], en los cuales se ha demostrado que esta terapia
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disminuye de manera importante una gran cantidad de mecanismos involucrados en la
muerte celular y en el deterioro cognitivo de los animales, con base en esta informacién
recientemente se ha propuesto el usos de la hipotermia como tratamiento
neuroprotector en nifios que presentan eventos de hipoxia/isquemia severa durante el
nacimiento, ya que puede reducir la pérdida neuronal y mejorar la recuperacion
funcional [80].

Tratamientos neuropotectores y medicina alternativa para el infarto cerebral

La electroacupuntura (EA) se ha propuesto como tratamiento preventivo en
pacientes con alto riesgo de isquemia aguda y lesiones por reperfusiéon. Muchos
estudios han demostrado que los mecanismos de proteccion del pretratamiento con EA
puede regular una serie de mecanismos moleculares que mejoran la actividad de los
antioxidantes, del sistema de endocannabinoide, de la participacion del sistema beta-
adrenérgico, de la via de sefializacion de los posreceptores y la inhibicion de la
apoptosis [81]. Zhou y colaboradores [82] probaron el efecto neuroportector de la EA en
ratas sometidas a un modelo de oclusion de arteria cerebral media (MCAQ) con control
continuo del flujo sanguineo cerebral. La EA fue hecha en los puntos de acupuntura de
"shuigou” (Du 26) y "Baihui" (Du 20) con diferentes intensidades y frecuencias para
optimizar los parametros de estimulacion. Los resultados mostraron que: 1) EA en 1.0-
1.2 mA y 5-20 Hz notablemente redujeron el infarto isquémico, el déficit neuroldgico, y
tasa de mortalidad, 2) el tratamiento de EA aumento el flujo sanguineo, que aparecio
inmediatamente después de la iniciacion de la EA y desaparecié después de la
finalizacion del estimulo, 3) el tratamiento de la EA promovio la recuperacion del flujo
sanguineo después de MCAO,; 4) parametros "no optimos" de la EA (por ejemplo, <0.6
mA 0> Hz 40) no puede mejorar el flujo sanguineo o reducir la lesion isquémica. Los
autores sugieren que el tratamiento de la EA protege al cerebro de la isquemia cerebral
aumentando el flujo sanguineo en la region cerebral isquémica a través de una
regulacion rapida.

Tratamientos neuroprotectores en la clinica

La adhesion de los leucocitos al endotelio vascular para abandonar la circulaciéon
sanguinea y dirigirse a la zona de dafio, es un proceso que se ha explorado durante el
IC. Este proceso inicia por la adhesion de los leucocitos a la pared de los vasos
sanguineos por medio de las proteina de adhesion celular llamadas ICAMs, para evitar
gue este evento ocurra se han probado anticuerpos anti-ICAM-1 (enlimomab) con la
finalidad de detener la llegada de células inflamatorias al sitio del dafio. En un estudio
multicéntrico llevado a cabo en el 2001 se probé el efecto del enlimomab en un total de
625 pacientes con accidente cerebrovascular isquémico, los cuales fueron
aleatorizados para recibir ya sea enlimomab (n = 317) o placebo (n = 308) dentro de las
primeras 6 horas de presentarse el IC. El tratamiento se administré durante 5 dias. Los
pacientes fueron evaluados al inicio del estudio y en los dias 5 y 90 después del inicio
del tratamiento; evaluaciones a largo plazo se llevaron a cabo 6 y 12 meses después
del IC.
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La respuesta funcional fue evaluada a los 90 dias utilizando la escala de Rankin
modificada; otros criterios de valoracion incluyeron el indice de Barthel (Bl) y la Escala
NIH Stroke y la sobrevivencia. Los resultados de la evaluacion realizada a los 90 dias
después del IC con la escala de Rankin modificada, mostraron un peor desempefio
funcional en los pacientes tratados con enlimomab al ser comparados con los valores
del grupo tratado con placebo (p = 0.004), también demostré una mortalidad mayor en
el grupo tratado que fue del 22.2% frente a la observada en el grupo control que fue
del 16.2%.

El efecto negativo de enlimomab fue evidente desde los dias 5, 30 y 90 de
tratamiento (p = 0.005). Hubo mas eventos adversos con el tratamiento que con el
placebo, sobre todo en la presencia de las infecciones y fiebres. Los pacientes que
presenten fiebre fueron mas propensos a tener un mal resultado o morir. Los autores
concluyen que la terapia anti-ICAM con enlimomab no es un tratamiento eficaz para el
IC, de hecho puede empeorar de manera significativa la evolucion del padecimiento
[83]. La minociclina es un derivado semisintético del grupo de antibidticos de la
tetraciclina, que tienen efectos neuroprotectores, estos han sido demostrados en
modelos animales con accidente cerebro vascular. En un estudio clinico aleatorizado
cegado simple se probo el efecto neuroprotector de la minociclina administrada en
dosis de 200 mg por dia durante 5 dias mientras que el grupo control recibio capsulas
de vitamina B por via oral.

Los pacientes fueron evaluados con las escalas de los Institutos Nacionales de
Salud para infarto (NIHSS por sus siglas en ingles), la escala modificada de Barthel
(MBI) y la escala de Rankin modificada (MRS), se realizaron también estudios de
Imagenes por Resonancia Magnética (IRM) del cerebro y estudios de laboratorio de
rutina. Las evaluaciones con las escalas clinicas de realizaron a 1, 7 y 30 dias
posteriores al IC con una evaluacion final realizada a los 3 meses (90 dias). Cincuenta
pacientes con accidente cerebro vascular isquémico agudo fueron incluidos en el
estudio. De éstos, 23 pacientes recibieron minociclina y 27 pacientes recibieron
placebo es decir, capsulas de vitamina B. La evaluacion con la escala NIHSS en
pacientes que reciben minociclina demostré una mejora estadisticamente significativa
en el dia 30 y 90 en comparacion con los controles.

De manera similar, las puntuaciones obtenidas de la evaluacion funcional por
medio de las escalas MRS y Bl mostraron una mejora significativa en los pacientes que
reciben la minociclina vs grupo control solo cuando fueron evaluados hasta los tres
meses, No hubo mortalidad, infarto de miocardio ni accidentes cerebro vasculares
recurrentes. Con base en estos resultados los autores concluyen que los pacientes con
accidente cerebro vascular isquémico agudo tienen resultados significativamente
mejores con el tratamiento con minociclina, en comparacion con los que recibieron
placebo [84]. Por otra parte, se ha descrito que los atiplaquetarios (AP) puede
aumentar el riesgo de hemorragia intracerebral sintomatica (ICH) después de la
trombdlisis intravenosa que se origina después del accidente cerebrovascular
isquémico.

Con base en esto se realizd un estudio en el que se evalluo la seguridad de la
trombolisis en los en 11, 865 pacientes que cumplieron con los criterios de seguridad
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gue marcan los lineamientos europeos entre 2002 y 2007 en la Aplicacion Segura de
los tratamientos en el Infarto (SITS por sus siglas en ingles) y el Registro Internacional
de Trombolisis de infarto (SITS-ISTR). Un total de 3.782 (31,9%) pacientes habian
recibido 1 6 2 farmacos antiplaguetarios (AP) al inicio del estudio: 3.016 (25,4%) de
acido acetilsalicilico (AAS), 243 (2,0%) clopidogrel, 175 (1,5%) ASA vy dipiridamol, 151
(1,3%) AAS y clopidogrel, y 197 (1,7%) entre otros. Los pacientes tratados con AP
durante 5 afios tuvieron mas factores de riesgo que los pacientes no tratados
previamente AP. Con base en esta informacién los autores concluyen que aunque se
recomienda precaucion en pacientes que recibieron la combinacién de AAS vy
clopidogrel, el tratamiento AP no debe considerarse una contraindicacién para la
trombolisis [85].

El tratamiento con citicolina fue probada en pacientes con IC en un estudio
realizado por Davalos y colaboradores [86], en este estudio se demostré que este
farmaco producia una mejoria del 25% en promedio, tres meses después de su
administracion a pacientes con infarto cerebral, en tanto que los pacientes que
recibieron placebo mejoraron un 20% en promedio.

Como se puede deducir de estos resultados, este tratamiento farmacoldgico es
incapaz de reducir el dafio cerebral asociado con el infarto cerebral en mas de un 20-30
% en promedio, por lo que, su uso clinico no ha sido aprobado por la Food and Drug
Administration de los Estados Unidos (FDA). Recientemente fueron publicados los
resultados en la revista Lancet del un estudio multicéntrico con la citicolina, para tratar
de confirmar la eficacia de este tratamiento con un mayor nimero de pacientes. Se
realizé un estudio aleatorizado, controlado con placebo, en pacientes con un moderado
a grave evento cerebro vascular isquémico agudo, los pacientes fueron ingresados en
hospitales Universitarios en Alemania, Portugal y Espafia, se disefid un estudio en el
gue los tratamientos fueron asignados aleatoriamente en una proporcion 1:1 para
recibir citicolina o placebo dentro de las 24 h después de la aparicién de los sintomas
(1000 mg cada 12 h por via intravenosa durante los primeros 3 dias y de forma oral a
partir de entonces, para un total de 6 semanas 2 x 500 mg comprimidos orales
administrados cada 12 horas).

La recuperacion funcional fue evaluada a los 90 dias por medio de una prueba
global que combina tres indicadores de mejoria: La escala validada por los Institutos
Nacionales de Salud Stroke Scale < 1, modificada de Rankin < 1, y el indice de Barthel
= 95. Los criterios para la valoracion de seguridad incluyen hemorragia intracraneal
sintomatica en pacientes tratados con activador tisular del plasminégeno recombinante,
deterioro neurolégico, y la mortalidad. Este ensayo fue registrado, con el numero
NCT00331890. Los resultados de 2298 pacientes que fueron incluidos en el estudio del
26 de noviembre 2006, al 27 de octubre de 2011 en 37 centros de Espafia, 11 de
Portugal y 11 de Alemania. De los 2298 pacientes que dieron su consentimiento
informado y se les asignacion los tratamientos al azar, 1.148 fueron asignados a la
citicolina y 1150 con el placebo.

El ensayo fue interrumpido por futilidad en el tercer analisis provisional sobre la
base de datos completos de 2078 pacientes. El analisis al azar final se basé en los
datos de 2298 pacientes: 1148 en el grupo de citicolina y 1150 en el grupo placebo. La
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recuperacion global fue similar en ambos grupos (p = 0.364) ya que no se observaron
diferencias significativas en las variables de seguridad ni en la tasa de eventos
adversos las conclusiones a este estudio fueron que: la citicolina no es eficaz como el
tratamiento para el accidente cerebrovascular isquémico agudo de moderado a grave
[87]. La trombdlisis es una estrategia terapéutica que ha demostrado darles beneficios
a los pacientes con accidente cerebrovascular isquémico agudo menores de 80 afios
gue son tratados dentro de las primeras 4 a 5 horas del inicio de la isquemia, el
objetivo de este estudio fue determinar si la administracion del tratamiento hasta 6 h
desde el inicio del accidente cerebrovascular tiene efectos benéficos para los
pacientes.

Se realiz6 un estudio internacional, multicéntrico, aleatorizado y abierto en
pacientes tratados o no con 0.9 mg/kg por via intravenosa del activador del
plasmindgeno tisular recombinante (rt-PA). En este estudio fueron incluidos 3035
pacientes inscritos en 156 hospitales de 12 paises, 1515 recibieron el tratamiento con
rt--PA y 1520 formaron parte del grupo control, de los cuales 1617 (53%) eran mayores
de 80 afos. A los 6 meses, 554 (37%) de los pacientes del grupo con rt-PA y 534
(35%) en el grupo control estaban vivos e independientes lo que representa un
beneficio del 6 % un aumento en términos absolutos no significativo. En el analisis de
hemorragia intracraneal sintoméatica fatal o no fatal dentro de 7 dias, ésta se presento
en 104 (7%) de los pacientes del grupo de rt-PA versus 16 (1%) en el grupo control
observandose mayor cantidad de muertes ocurridas dentro de 7 dias en el grupo de rt-
PA, sin embargo entre 7 dias y 6 meses hubo menos muertes en el grupo de rt-PA que
en el grupo de control. Los autores concluyen que a pesar de los riesgos iniciales (ya
gue se observo una mortalidad importante dentro de los primeros 7 dias), la trombolisis
generada por efecto del tratamiento con rt-PA dentro de 6 horas tiene buenos
resultados y se observa un beneficio que no parece ser disminuido en pacientes de
edad avanzada [88]. Otro tratamiento neuroprotector probado en la clinica es el sulfato
de magnesio, en un estudio multicéntrico fase Ill con 2589 pacientes con diagndstico
de infarto cerebral, los resultados de este estudio demostraron que el tratamiento no
mejora la funcién neurologica ni disminuye la mortalidad asociada al infarto [89].

Asi, la investigacion y el desarrollo de nuevos medicamentos para prevenir las
consecuencias del infarto cerebral han producido resultados decepcionantes. En el afio
2001, por ejemplo, la FDA aprobd el uso de 5 farmacos contra las enfermedades
cardiacas, y ningun farmaco contra el infarto cerebral [90]. Esto conlleva a que en la
actualidad no exista un tratamiento medicamentoso de eleccion para este grave
padecimiento. En vista de las graves consecuencias que el infarto cerebral acarrea a la
Sociedad en términos de gasto por rehabilitacion y cuidados médicos, se decidio
buscar un nuevo agente terapéutico mas eficaz que los actuales. Nuestro grupo realizé
un estudio piloto doble ciego, aleatorizado y controlado con placebo en pacientes con
IC de la arteria cerebral media utilizando a la dapsona (4,4 '-diamino-difenil) como
tratamiento, con base en los resultados de un estudio previo de isquemia cerebral en
ratas, en el cual la dapsona se asocid con un efecto neuroprotector, tomando en cuenta
gue la dapsona es un farmaco seguro con pocos efectos adversos reportados, se
realizd6 un ensayo clinico piloto para evaluar la posibilidad de su administracién en
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pacientes con infarto cerebral, el ensayo clinico piloto se llevé a cabo entre enero de
1999 enero de 2000.

Treinta pacientes fueron incluidos en el estudio y el accidente cerebrovascular
isquémico en el territorio de la arteria cerebral media fue corroborado con estudios de
imagen por medio de una tomografia o una resonancia magnética. Los pacientes con
mas de 4 puntos en la escala de los Instituto Nacional de Salud Stroke Scale (NIHSS)
fueron asignaron aleatoriamente para recibir una dosis Unica de dapsona 200 mg o
placebo. Durante el seguimiento los pacientes fueron evaluados con la escala de
NIHSS a los 0, 2, 7 y 60 dias después del evento isquémico, también fue empleada la
escala de Rankin modificada y el indice de Barthel, estas fueron aplicadas a los 60 dias
después del IC. Las reacciones adversas también fueron registradas. El punto de corte
principal fue considerado cuando el paciente obtuvo una variacion de 2 puntos para la
escala de Rankin modificada y 17 puntos para el indice de Barthel. Los resultados
demostraron que quince pacientes recibieron dapsona y 15 recibieron placebo.
Veintinueve fueron seguidos durante 60 dias y un paciente en el grupo de tratamiento
murié durante el seguimiento, los resultados favorables se obtuvieron en los pacientes
tratados con dapsona en todas las escalas empleadas; NIHSS (p = 0.032), Barthel (p =
0.049) y la escala de Rankin (RR = 0,182, IC 95%: 0,04 a 0,86). Los mejores resultados
se obtienen cuando el tratamiento se inicid dentro de los primeros 8-10 horas después
del IC y no se observaron reacciones adversas relacionadas con el medicamento, con
base en estos resultados, la dapsona demostré ser un farmaco atil y seguro para el
tratamiento de pacientes con accidente cerebrovascular [91].

CONCLUSIONES

Las terapias farmacoldgicas y no farmacoldgicas que se han probado como
tratamientos neuroprotectores durante la etapa aguda del infarto cerebral, han tenido
mejores resultados en los dltimos afios, esto se debe, probablemente al avance en el
entendimiento de la compleja cascada de eventos de dafio secundario que se
desencadenan a consecuencia del dafo inicial. Sin embargo es importante destacar
gue a pesar de la gran cantidad de terapias neuroprotectoras probadas en modelos
experimentales que han demostrado tener un gran potencial terapéutico, cuando son
llevados a la practica clinica los resultados son decepcionantes, un ejemplo es el uso
de la citicolina que no tuvo efecto neuroprotector en pacientes con infarto cerebral y
gue después de realizar un estudio multicéntrico se concluyo que no favorece la
recuperacion funcional de los pacientes, resultados similares fueron observaron con el
sulfato de magnesio que de igual forma fue probado en un estudio multicéntrico. De
manera reciente se dieron a conocer los resultados obtenidos del efecto neuroprotector
del tratamiento con el activador del plasminégeno tisular recombinante (rt-PA), las
complicaciones por el uso de este tratamiento mostraron un riego importante dentro de
los primeros 7 dias, mientras que la recuperacion funcional fue similar que la del grupo
de pacientes que solo recibi6 el placebo, con base en esto los autores concluyen que a
pesar de los riesgos iniciales (alta mortalidad dentro de los primeros 7 dias), la
trombolisis generada por efecto del tratamiento con rt-PA dentro de 6 horas tiene
buenos resultados y se observa un beneficio que no parece ser disminuido en
pacientes de edad avanzada. Bajo este panorama podemos concluir que en la

195



MENSAJE BIOQUIMICO, VOL. XXXVI (2012)

actualidad no se cuenta con ninguna terapia neuroprotectora eficaz que revierta el dafio
secundario que se presenta después de una IC.
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Resumen

La epigenética es la disciplina que se ocupa de investigar cobmo los hijos pueden
heredar y expresar lo que aparentan ser nuevos rasgos provenientes del
comportamiento y entorno de sus padres sin cambios en el ADN. Existen algunos
factores epigenéticos que afectan la expresion de nuestros genes, estosmecanismos
responden a distintos factores del ambiente, como la exposicion a sustancias quimicas,
los habitos alimenticios y, en general, el estilo de vida.

El ADN no existe en la célula como una molécula desnuda; esta asociado con
proteinas llamadas histonas, las modificaciones de las histonas y las variantes de las
mismas, son participantes fundamentales en los procesos epigenéticos de todos los
organismos. Un numero de enfermedades como ciertos tipos de cancer, son debidas a
un “silenciamiento” de genes originado por modificaciones epigenéticas.

Palabras clave: epigenética, genética, cancer.
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Abstract

Epigenetics is the discipline that deals with investigating how children can inherit
and express what appear to be new coming features of behavior and environment of
their parents without changes in the DNA. There are some epigenetic factors that affect
the expression of our genes, mechanisms to respond to various factors of the
environment, such as exposure to chemicals, eating habits and, in general, the style of
life.

DNA does not exist in the cell as a molecule naked; it is associated with proteins
called histones, histone modifications and variations of them, they are key participants
in all organisms epigenetic processes. A number of diseases such as certain types of
cancer are due to “silencing” genes that are due to epigenetic modifications.

Keywords: epigenetics, genetics, cancer.

¢, Qué es la epigenética?

La epigenética es la disciplina que se ocupa de investigar como los hijos pueden
heredar y expresar lo que aparentan ser nuevos rasgos provenientes del
comportamiento y entorno de sus padres sin cambios en el ADN subyacente. En otras
palabras, las instrucciones provenientes del codigo hereditario son las mismas, pero
algo las cancela sin que el componente genético se altere.

A menudo se atribuye a Conrad Waddington (1905-1975) la acufacion del
término “epigenética” en el afilo 1942 como “la rama de la biologia que estudia las
interacciones causales entre los genes y sus productos que dan lugar al fenotipo” [1].

Las primeras apariciones de la epigenética en la literatura datan de mediados del
siglo XIX, aunque los origenes del concepto pueden encontrarse ya en Aristoteles (384-
322 a. C.) quien creia en la epigénesis: el desarrollo de la forma orgénica del individuo
a partir de la materia amorfa.

La diferenciacién celular es el mejor ejemplo de la Epigenética

Durante la morfogénesis, las lineas celulares de las células “stem” totipotentes,
se convierten en varias lineas celulares pluripotentes del embrién, las cuales se
transforman en células totalmente diferenciadas.

En otros términos, una sola célula huevo fertilizada — el zigote— cambia en varios
tipos de células como neuronas, células musculares, epitelio, vasos sanguineos etc. a
medida que contindan dividiéndose. Esto sucede asi por la activacién de unos genes,
mientras que otros se inhiben.
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El ADN no existe en la célula como una molécula desnuda; esta asociado con
proteinas llamadas histonas, constituyendo asociaciones llamadas nucleosomas, las
cuales a su vez forman un componente complejo conocido como “cromatina” [2].

11 nm
30 nm
chromatin fiber (beads)
: .

highly acetylated
core histones
(especially H3 and H4)

':;i_-:' charged N termini
(bind DNA on neigboring
nucleosomes)

Figura 1. Fibra de cromatina formada por ADN e histonas.

El nucleosoma esta compuesto de ADN y un octdmero de histonas de dos
copias cada una de H3, H4, H2A, y H2B. La histona externa, llamada H1, desempefia
un papel clave en la compactacién de los nucleosomas. Las modificaciones de las
histonas y las variantes de las mismas, son participantes fundamentales en los
procesos epigenéticos de todos los organismos.

Los cambios estructurales de la cromatina tienen una profunda influencia sobre
la expresion genética:

« Si la cromatina se condensa, las enzimas involucradas en la expresion (ARN
polimerasa) no pueden llegar al ADN y los genes estaran “apagados”,

» Por el contrario, si la cromatina esta ‘abierta’, los genes pueden ser “encendidos”
cuando se requieran.

Principales modificaciones epigenéticas

Mientras que varios desordenes heredables en los humanos son causados por
mutaciones en las secuencias del ADN - un niumero de enfermedades como ciertos
tipos de cancer, son debidas a un “silenciamiento” de genes originado por
modificaciones epigenéticas [3].

El “silenciamiento” de genes y las principales formas de modificacion epigenética son:
« Por metilacion del ADN y
* Por desacetilacion de las histonas.

El campo de la epigenética dié su primer paso con el descubrimiento de las
ADN-metil transferasas (DMTSs), que catalizan la union de los grupos metilo (-CH3) a los
nucledtidos de citosina de una de las dos bandas, en base al molde de la banda
complementaria. A esto se le conoce como la “teoria de la metilacion” [4,5].
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Sin embargo, un efecto mas general se debe a las enzimas desacetilasas de
histonas (HDAC), que al actuar, cambian la estructura de la cromatina [6].

\
\- Chromosome .
] miRNA

Cell nuclcus/ N/
\

\
\

. ~\
AEEERRRRRZRER
/ Hlxtom modification| =

mRNA

Nucleosome | 3 &

___—Histone
A
N
/ N\

mRNA Protemn
cleavage synthesis
disruption

Mcthyl

N/} \Vi\\//\‘(l\‘

DNA

Figura 2. lzquierda: representacion esquematica del ADN y su
empacamiento con histonas en los cromosomas, y sus modificaciones
epigenéticas. Derecha: representacion sobre como los micro ARNS,
(una forma de pequefios ARNs no codificantes), reconocen a un ARNm
por homologias en la secuencias, logrando su rompimiento y
blogueando su traduccion en una proteina.

Hambre de Invierno

Aunque el campo de la epigenética, tal y como se conoce actualmente, ha
estado utilizdndose desde hace unos 20 afios aproximadamente, el término de
epigenética se emplea desde el principio de 10s1940s.

Los registros detallados de nacimientos colectados durante la llamada “Hambre
de Invierno” (Dutch Hunger Winter) han dado datos Utiles para analizar los efectos a
largo término sobre la salud de los prenatales de madres expuestas a las
consecuencias del hambre [7].

Esto sucedié hacia finales de la segunda Guerra Mundial, cuando los alemanes
le impusieron un embargo de alimentos a Holanda Occidental --una area densamente
poblada que sufri6 escases de alimentos, tierras agricolas deterioradas y el comienzo
de un invierno crudo-- todo lo cual condujo a la muerte por hambre de alrededor de
unos 30,000 individuos.

Con los estudios realizados, no solo se pudieron relacionar las consecuencias a
la exposicion al hambre con un amplio margen de alteraciones en el desarrollo del
producto, como bajo peso al nacer, sino ademas en la etapa adulta, con la diabetes,
obesidad, enfermedad de las coronarias, cancer de mama y otros y también se
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encontré en un grupo de individuos, una asociacion con el nacimiento de nietos mucho
mas pequefios de lo normal.

Este hallazgo es extraordinario, puesto que sugiere que una dieta deficiente en
una madre embarazada, puede afectarla en su salud no solo a ella, sino también a sus
hijos y a sus nietos (y posiblemente a sus bisnietos) que heredan el mismo tipo de
problemas. En otros términos: “Somos lo que nuestras abuelas comieron”.

En otro estudio, no relacionado al “Hambre de Invierno”, varios investigadores
correlacionaron el acceso a los alimentos por los abuelos, con la diabetes y
enfermedades cardiacas de los nietos. Pero, ¢no implica esto una flagrante herejia?, O
sea, ¢significa esto que estamos aceptado la idea Lamarckiana sobre la herencia de
las caracteristicas adquiridas?

Jean-Baptiste Lamarck (1744-1829) es mejor recordado por una teoria
desacreditada, “la herencia de los caracteres adquiridos”. El proponia que los cambios
ambientales causaban cambios en la conducta, los cuales a su vez conducian a un
aumento o disminucién de estructuras particulares. "El tubo basicamente una buena
idea pero un mal ejemplo," dice Rohl Oflsson, de Uppsala University, Sweden.

Por otra parte, cuando menos en el caso de los resultados obtenidos con ratones
“agouti’, la contestacion seria afirmativa, puesto que los investigadores de la
Universidad de Duke pudieron demostrar que la dieta puede alterar drasticamente los
cambios fenotipicos heredables en estos ratones, pero no por un cambio en la
secuencia del ADN, sino cambiando el patron de metilacién del ADN del genoma del
ratén [8]. Los patrones epigenéticos son tan sensibles a los cambios ambientales, que
en el caso de los ratones “agouti”, estos cambios pueden alterar el fenotipo en una sola
generacion.

Por ejemplo, cuando se alimentan hembras embarazadas “agouti” con &acido
félico y otros alimentos ricos en grupos metilo, a pesar de que la camada hereda
exactamente el mismo gen “agouti” (sin diferencias en las secuencia nucleotidicas) los
ratones que reciben suplementos alimenticios nacen con un pelaje color del café,
mientras que los ratones de hembras que no recibieron suplementos son de pelaje
amarillo y con una alta susceptibilidad a la obesidad, diabetes y cancer [9].

Figura 3. El ratén de la izquierda es Agouti, el de la derecha es el
normal. Mismo genoma, diferente epigenoma.
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Lo que sucede es, que el acido félico, ademas de ser un buen suplemento
alimenticio, puede tener un impacto dramatico sobre la herencia, pero no cambiando la
secuencia del ADN de un gen via un polimorfismo de un solo nucleétido, sino
cambiando el patrén de metilacion de ese gen.

Los alimentos ricos en folato (vitamina B9) incluyendo los vegetales de hoja
verde, frutos citricos y fresas, son fuentes de grupos metilo (-CH3). La Vitamina B12,
gue se halla en el pescado, carne, leche y huevos, puede donar también grupos metilo
al metabolismo.

Figura 4. Frutos citricos, Fresas y Kiwis.

Qué sucede en el ser humano

El enfoque actual de la investigacion epigenética en el ser humano esta en gran
parte limitada al estudio fetal. Esta bien claro que los primeros dias que siguen a la
concepcion, cuando la futura madre aun no sabe que esta encinta, resultan los mas
criticos de lo que hubiéramos imaginado, pues es precisamente en esta etapa cuando
los genes importantes se “prenden” y se “apagan, transmitiendo o no las primeras
sefiales epigenéticas al feto en desarrollo.

El Gtero se constituye, entonces, en un verdadero laboratorio donde se evaluan
rasgos que pueden o no asistir en la supervivencia del feto. Varias investigaciones
demuestran que en muchos abortos espontdneos el feto mostraba anormalidades
genéticas. He aqui cdmo la epigenética puede explicar parcialmente la epidemia de la
obesidad (la infantil en particular).

Efectos de una mala dieta durante el embarazo

Los “fast food “, que constituyen la dieta de la mayoria de los americanos, es alta
en calorias pero baja en nutrientes, especialmente aquellos elementos que son
esenciales para el desarrollo de un embrién en las etapas tempranas de su gestacion.

Si una mujer recién embarazada, se pasa las primeras semanas de su gravidez
comiendo una dieta tipica de “junk food® el embrion puede recibir la sefial de que va a
nacer en un entorno hostil donde los alimentos esenciales escasean. Por medio de una
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combinacion de efectos epigenéticos, varios genes se prenden y se apagan, resultando
en un bebé que nacerd pequefio, necesitando menos comida para la supervivencia y
volviéndose obeso en el futuro.

Muchas mujeres vegetarianas se preguntan, ¢cuales podrian ser los efectos al
tener este tipo de dieta, sobre el desarrollo del pequefio durante el embarazo?. Sin
embargo, con un buen plan alimenticio no hay por qué preocuparse.

Son varios los aspectos positivos de una dieta vegetariana, por ejemplo: las
proteinas de los vegetales son menos problema para los rifiones y ayuda a evitar la
caida de los dientes, lo cual es comun durante el embarazo. Ademas, la dieta
vegetariana en general, disminuye el riesgo de padecer los siguientes padecimientos:

o Obesidad, Hipertension, Constipacion, Trastornos cardiacos, Diabetes tipo 2,
Céancer y Calculos biliares.

Una desventaja es que se requiere de un mayor esfuerzo y planeacion para
mantener una dieta vegetariana, ya que en general, a medida que se omiten mas
alimentos en la dieta, se hace mas dificil satisfacer los requerimientos nutritivos, de tal
modo que hay que recurrir a vitaminas y minerales suplementarios.

Una mujer vegetariana que se alimenta de lacteos y huevo, ademas de un
suplemento en base a minerales y multi-vitaminicos, puede obtener todos los nutrientes
necesarios para un embarazo saludable. Sin embargo, aquella que evita los productos
de origen animal, necesitara tomar la vitamina B12 y el Hierro, ademas de calcio, zinc y
vitamina D.

- Embarazo y dieta vegetariana

La guia nutricional, para una mujer vegetariana que estd embarazada, es la
misma que para una no-vegetariana también embarazada. "Todas necesitan hierro
adicional, calcio, folato, acidos grasos esenciales tales como el acido
Docosahexaenoico (DHA) que es un acido graso omega-3 que se halla en peces de
aguas frias y en las algas marinas. Este acido graso es un principal componente del
cerebro (97%) y la retina (93%).

Las mujeres embarazadas deberan consumir las grasas, los dulces y los
alimentos “chatarra” en forma moderada y cuidarse de evitar:

e Quesos no pasteurizados (como el Brie, Camembert, y Feta) asi como la leche
sin pasteurizar, ya que tienen el riesgo de enfermarse por la Listeriosis (una
enfermedad causada por la bacteria Listeria monocytogenes).

e Vegetales y jugos de frutas no pasteurizados, los cuales pueden contener
bacterias como E. coli y Salmonella.
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La Hipotesis de Barker

David Barker, fue el primero en sugerir una relaciébn entre la nutricion fetal
deficiente y la obesidad posterior. Su teoria hoy se conoce como la Teoria del “genotipo
econémico” [10].

Es asi, que cuando un bebé nacia con un genotipo econdmico, 10,000 afios
atras, durante un periodo de escasez de alimentos, su metabolismo conservacionista lo
ayudaria a sobrevivir al hambre relativa. Pero, cuando un bebé nace ahora, en el siglo
XXI rodeado de comida en exceso, que es pobre nutricionalmente y rica en calorias, el
bebé engorda.

En el caso de la obesidad, puede decirse que la metilacion de los genes
responsables comienza mucho antes de que nazca el nifio y que la industria de los fast
foods, cuyos productos acarrean substancias nocivas y elementos quimicos, que no
s6lo son incompatibles, sino que afectan a quienes los consumen (los colorantes
artificiales y el glutamato monosddico) puedan ser responsables por la epidemia de
obesidad que nos invade.

Por tanto, para poder eliminar su presencia y su avance, los esfuerzos hay que
efectuarlos al nivel muy por encima del gen, o sea al nivel epigenético. Asunto éste que
muy pocos logran porque, en su ignorancia, no lo reconocen.

Mientras tanto, las mujeres embarazadas deben estar conscientes de lo que comen,
porgue el efecto de esa comida puede reflejarse no solo en los nietos sino aun mas
alla, hasta los bisnietos.

El mecanismo involucrado en el caso de la herencia de la madre a través de la
abuela, es el sanguineo: Cuando una futura madre nace, ella ya posee el complemento
total de los 6vulos que tendra de por vida en sus ovarios desde bebé. Extrafio como
parezca, eso significa que el huevo del que nos desarrollamos con la mitad de los
cromosomas propios, fue creado en los ovarios de nuestra mama, cuando ella todavia
residia en el Gtero de nuestra abuela.

Pero hay mas, debido a que las modificaciones del genoma son trans-
generacionales, se han obtenido pruebas que apoyan el impacto que tiene la
epigenética de abuelos y abuelas en sus nietos. La evidencia cientifica indica que
cuando la abuela pasé sefales epigenéticas a la madre de uno, ella pasaria asimismo
esas sefales que eventualmente constituirdn la mitad del ADN de la persona en
cuestion.

El efecto de fumar tabaco en edad temprana

Estudios muy recientes, llevados a cabo en la Gran Bretafia, encuentran que los
individuos que comenzaron a fumar antes de la pubertad tuvieron hijos que eran mucho
mas gordos que lo considerado normal cuando cumplian los nueve afios. Lo
sorprendente es que esta correlacion afectaba a los hijos varones exclusivamente. Los
expertos en epigenética deducen que en este caso, los indicadores epigenéticos se
transmiten via el cromosoma Y [11].
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LA EPIGENETICA Y LA ENFERMEDAD

En el caso de la enfermedad, existen claramente factores genéticos
involucrados, pero también otros factores, o sea que siempre habra la combinacion de
factores genéticos y epigenéticos, asi como los ambientales que determinan todas
estas enfermedades.

Si a alguien se le hubiese ocurrido proponer antes de los 80’s, que la regulacion
epigenética jugaba un papel en la carcinogénesis, se le habria tomado por “torpe". Esta
situacion cambiod, cuando Feinberg y Vogelstein en 1983, ambos de la Johns Hopkins
University, informaron que existia una relacion entre las células cancerosas humanas y
los patrones aberrantes de células con ADN metilado [12,13].

Ahora, como la modificacién epigenética juega un papel tan importante en el
cancer, se han comenzado a desarrollar nuevas estrategias terapéuticas basadas en la
reversion de la metilacién y en la inhibicién de la desacetilacién de las histonas. Esto se
hace combinando nuevas tecnologias para escudrifiar rapidamente el genoma y ver los
patrones de metilacion del ADN y de acetilacion de las histonas.

Sin embargo, las enfermedades pueden también ser causadas por una
activacion inapropiada de los genes. Un ejemplo es el linfoma de Burkitt, el cual se
origina por una “sobreactividad “del gen llamado myc. En situaciébn normal el gen se
halla en la cromatina reprimida y se expresa a un nivel muy bajo. Su funcion es
promover la proliferacion celular.

El linfoma de Burkitt es una forma rara de cancer que afecta principalmente a
nifios en Africa Central. Esta forma de cancer esta asociada a una infeccion con el virus
de Epstein-Barr [14].

El término Linfoma es amplio y comprende varios tipos de cancer del sistema
linfatico. Este sistema contribuye a eliminar las bacterias y a combatir la enfermedad.
En un linfoma, algunas de las células del sistema linfatico se multiplican de manera
incontrolable y si todas las células son del mismo tipo se les llama malignas o
cancerosas.

La metilacion del ADN generalmente apaga la expresién genética y una de las
caracteristicas es la propagacion confiable de su patréon gendémico, desde una
generacion a la siguiente. Aproximadamente un 70% de todos los dinucleétidos de CpG
en el genoma de los mamiferos, estdn metilados. El resto de los agrupamientos, cerca
del extremo 5' de los genes conocidos como islas de CpG, estan protegidos.

Muy poca metilacion a lo largo del genoma, o demasiada metilacion en las islas
de CpG, puede causar problemas; en el primer caso activando a los oncogenes
cercanos y en el segundo, apagando los genes supresores de tumores.

Cuando Feinberg y Vogelstein asociaron el cancer a la epigenética, lo hicieron
especificamente en base a una amplia hipometilacién de todo el genoma. Unos afios
después otro grupo de investigadores, alemanes y norteamericanos, descubrieron una
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relacion entre el cancer y un silenciamiento de los genes supresores de los tumores,
pero causada por una hipermetilacion. Ambos fenémenos, de hipo- e hipermetilacién,
pueden jugar un papel regulador importante, atn en el mismo tumor.

El verdadero asunto de la epigenética, es la de una relacién causal entre el
sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) y un agrupamiento de genes “troquelados”,
entre los cuales se incluye al gen del factor del crecimiento tipo insulina o gen, Igf2
(insulin like growth factor) [15,16].

LN
L -~

Figura 5. El IGF2 (somatomedina A), es una de las tres hormonas proteinicas que
comparten una similitud con la estructura de la insulina.

El troquelado (Imprinting) es el marcaje diferencial con metilos y expresion de genes, el
cual depende de si proceden de la madre o del padre. El gen Igf2 (factor del
crecimiento) es uno de los mejor caracterizados: se apaga en el cromosoma materno
(es decir se apaga por metilacién) de tal modo que solo la copia paterna es la que se
expresa.

El papel etioloégico de la epigenética en la formacion de tumores ha impulsado la
bdsqueda de drogas con actividad antitumoral las cuales puedan corregir la herencia
epigenética alterada. En los Estados Unidos el Departamento de Drogas y Alimentos
ha aprobado el inhibidor epigenético azacitidine, para el tratamiento del Sindrome de
desorden 6seo mielodisplasico. La droga enciende los genes que han sido apagados
por la metilacion epigenética.

NINOS DE PROBETA

La herencia epigenética ha sido asociada a otras alteraciones cuya incidencia es
mayor en nifios que nacieron con ayuda de la tecnologia reproductiva asistida, ART
(Assisted Reproduction Technology) conocidos también como “nifios de probeta”.

En estos casos, los embriones que se desarrollan anormalmente en un ambiente
no protegido, - lo normal seria en el vientre materno -, al ser expuestos a un cultivo
artificial en una caja de Petri, se encontraran en condiciones subodptimas y los sitios de
metilacion en el ovocito no estaran adecuadamente mantenidos y los patrones de
troquelado (imprinting) podran perderse durante el desarrollo del producto.
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Los individuos concebidos por estas técnicas (ART) corren el gran riesgo de
nacer, o con el Sindrome BWS, 6 con el Sindrome Angelman (un desérden neuro-
genético raro, bautizado después de que el pediatra inglés Dr. Harry Angelman
describio el sindrome en 1965) 6 con retinoblastoma (un tumor de la retina) que se
hallan ligados a errores de “imprinting®.

CONCLUSIONES

El aumento en la comprensién del cambio epigenético y las pruebas recientes
gue indican su papel en la herencia y el desarrollo, no le dan mayor importancia a la
gue tiene el ADN, pero eso si, la genética y la epigenética van "mano con mano".
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