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Editorial

Ser editor de un libro es un trabajo delicado, hay que estar pendiente de muchos detalles y
ninguno de ellos es menos importante que otro. Si ademas la edicion del libro, esta estrechamente
ligada a la presentacion oral de un resumen de cada capitulo de la edicion, por el autor, un
distinguido cientifico, el proceso se hace mas laborioso. Hay que tomar en cuenta que el libro se
edita desde hace veintiséis afios y las conferencias se imparten hace veintinueve; para los editores-
organizadores el evento es una gran responsabilidad, pero participar en este trabajo resulta en una
experiencia enriquecedora para los asistentes al evento y para los lectores del libro. Concientes de
lo anterior, los miembros del comité editorial del volumen XXVII del Mensaje Bioquimico y del XXX
Taller de Actualizacion Bioquimica emprendimos una serie de actividades, todas ellas encaminadas
a presentar un excelente material bibliografico, asi como un evento académico de alto nivel en torno
a areas del conocimiento bioquimico de vanguardia. Todo lo anterior es Unicamente posible, gracias
a la participacién de los destacados investigadores que participan con nosotros, en la elaboracion
del libro y las exposiciones en el evento. Muchas gracias.

En el afno 2003 conmemoramos muchos eventos de relevancia bioquimica. Se
conmemoran 50 afios de funcionamiento del campus de Ciudad Universitaria de la Universidad
Nacional Autbnoma de México, pilar de la investigacidon mexicana. Este afio el Sefior Rector, Dr.
Juan Ramoén de la Fuente, otorgd el reconocimiento Forjadores de la Ciencia en la UNAM a 30
destacados cientificos universitarios, que gozando de un nombramiento de investigadores
definitivos de tiempo completo titulares nivel “C”, han alcanzado una antigliedad académica en la
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institucion de 45 afnos o mas. Dentro de estas personalidades se encuentran algunos de los
bioquimicos mexicanos mas connotados, como el Dr. Barbarin Arreguin Lozano del Instituto de
Quimica y el Dr. Armando Gémez-Puyou del Instituto de Fisiologia Celular. También hace cinco
décadas los famosos James Watson y Francis Crick con la ayuda de la poco conocida Rosalind
Franklin, descifraron la estructura de la doble hélice del ADN, y es posible que en este afo
tengamos base por base la secuencia completa del genoma humano, es decir todas las
instrucciones para hacer a uno de nuestra especie. Asi mismo estamos a 50 afios de que Frederick
Sanger secuenci6 la primera proteina, la hormona insulina de bovino, aun asi quedan muchas
preguntas por resolver en torno a estas maravillosas moléculas. Igualmente en este afo
conmemoramos la tercera década de existencia del taller de actualizaciéon bioquimicay como la
ocasion lo impone, realizamos ciertas modificaciones al conjunto de actividades involucradas para
tal fin.

Desde el afio pasado el mensaje bioquimico tiene ademas de la edicién en papel que
regularmente se genera, una edicién en linea (http://bg.unam.mx/mensajebioguimico/), que es una
innovacién importante para la difusion de la informaciéon emanada de este evento. Este afio, hemos
incluido la semblanza del conferencista y responsable de cada una de las publicaciones en la tltima
pagina de las mismas. Trabajamos en colaboracion con los autores para que la calidad de las
figuras presentadas en el libro fuese de la mejor calidad posible. Agradecemos la colaboracién de
Julieta Ambriz para tal fin. Nuestra pagina web (http://bg.unam.mx/~comitetab/) fue modificada para
hacer mas atractiva la navegacion a través de la informacion que ahi presentamos y, contribuimos
con el material fotografico de nuestra Universidad (ver informacion de la portada del libro), para la
realizacién del cartel del evento.

Como puede observarse en la Ultima pagina de cada capitulo, los invitados a colaborar en
esta publicacion, son cientificos sobresalientes en sus muy diversos campos de investigacion, todos
ellos de vanguardia en esta area del conocimiento. Ademas de colaborar en esta edicion, también
difundieron sus experiencias a través de una platica que discutieron con alumnos, maestros y
profesionales del campo en el Taller de Actualizaciéon Bioquimica 2003. Los temas que estas
personalidades cientificas desarrollaron para esta ocasion, recorren caminos muy diversos que
mencionamos a continuacion: el Dr. Gerardo Jiménez Sanchez Investigador (Johns Hopkins
University), y Director Consorcio Promotor del Instituto de Medicina Gendmica, nos platica sobre
las enfermedades relacionadas con fallas en el metabolismo de un organelo, el peroxisoma; la Dra.
Marieta Tuena de Gémez-Puyou Investigador emérito del Instituto de Fisiologia Celular-UNAM,
nos habla sobre los descubrimientos mas recientes en una enzima que ha participado en la
generacion de tres premios Nobel: la ATPsintasa; la Dra. Bertha Gonzalez Pedrajo Investigador
(Yale University) nos relata la diversidad de los sistemas de secrecion bacterianos; el Dr. José
Federico del Rio Portilla Investigador (Inst. Quimica-UNAM) nos platica cémo se realiza la
determinacion de la estructura tridimensional de una proteina en solucion acuosa; el Dr. Armando
Gomez-Puyou Investigador emérito (Inst. Fisiologia Celular-UNAM) y quien este afio recibio junto
con otros distinguidos investigadores el reconocimiento Forjadores de la Ciencia UNAM, describe
las relaciones entre la estabilidad, la flexibilidad y la catalisis enzimatica; el Dr. Jorge Ramirez
Salcedo Director de la Unidad de Microarreglos-UNAM escribe sobre una de las tecnologias mas
modernas: los microarreglos de ADN; el Dr. Enrique Pifla profesor emérito, Depto. Bioquimica,
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Fac. Medicina-UNAM, nos platica sobre la toxicidad causada por el etanol; los modelos mas
novedosos para la expresion de proteinas eucariontes: peces y gusanos son presentados
respectivamente por el Dr. Ernesto Maldonado y la Dra. Rosa Navarro ambos Investigadores
Instituto de Fisiologia Celular-UNAM; el Dr. Ranulfo Romo Investigador Instituto de Fisiologia
Celular-UNAM nos escribe sobre la neurobiologia de la toma de decisiones; el Dr. Diego Gonzalez-
Halphen Jefe del Depto. Genética Molecular, Inst. Fisiologia Celular-UNAM nos platica sobre la
migracion de genes mitocondriales al nucleo celular, y el Dr. Alfonso Leén del Rio Investigador
(Inst. Investigaciones Biomédicas-UNAM) nos relata la informacion relevante sobre los mecanismos
de regulacion de la transcripcion por vitaminas. Ademas dentro de la informacion contenida en este
libro, se puede encontrar un capitulo escrito por la Act. lliana Cuenca Almazan, Consultora de
Sistemas, sobre el uso de una herramienta hipertextual, el Atlas Ti, para ensefar y aprender,
ambos eventos son uno mismo y necesitan de herramientas novedosas para facilitarse.
Agradecemos nuevamente la dedicacion de los autores de los capitulos del libro.

La edicion de este libro y el ciclo de conferencias, también necesitan de otro tipo de
colaboradores que son los patrocinadores. Este trabajo no podria haberse llevado a cabo sin la
ayuda siempre emprendedora y entusiasta de la Dra. Ana Maria Lépez Colomé (jefa del
Departamento de Bioquimica), ella es practicamente un organizador mas de todas estas
actividades. También agradecemos el apoyo del Dr. José Narro Robles (Director de la Facultad de
Medicina), asi como del Dr. Hugo Aréchiga Urtuzuastegui, (Jefe de la Divisiéon de Estudios de
Posgrado e Investigacion FM-UNAM). En busca de financiamiento nuestro trabajo concursé en la
convocatoria del PAPIME, UNAM 2002 y fuimos apoyados con el financiamiento al proyecto
EN220903; desafortunadamente los montos solicitados no pudieron ejercerse en esta ocasion, pero
forman parte de aquellos que utilizaremos en los siguientes dos afios. También este proyecto fue
apoyado econémicamente por la Red Latinoamericana de Biologia (RELAB), dependiente de
CONACYT, y agradecemos en especial el dedicado apoyo de la Dra. Alicia Gonzalez Manjares
para este fin. También recibimos apoyo financiero del posgrado en Ciencias Médicas,
Odontoldgicas y de la Salud, y del posgrado en Ciencias Bioquimicas de la UNAM sede Fac. de
Quimica, agradecemos a los coordinadores respectivos, Dr. Luis Felipe Abreu Hernandez y Dra.
Rosario Mufios Clares por su confianza. En la Facultad de Medicina, agradecemos a la Lic. Julieta
Ambriz y al personal de disefio grafico a su cargo; a todo el personal de la imprenta por su
compromiso con el trabajo, en especial al CP Alfonso Aguirre Herrera y los Sres. Félix Pacheco y
Juan Carlos Macias; al Departamento de Servicios de Computo por las facilidades prestadas; al Lic.
Armando Barbosa Calderdn y al personal administrativo del Depto. Bioquimica. La compaiia
NESTLE, nos apoyé con café durante los intermedios del evento, y grupo Dartos S.A. dond las
carpetas que se entregaron a los inscritos al Taller. Finalmente, no quisieramos dejar de mencionar
a las siguientes personas, quienes de una u otra manera, nos apoyaron en diferentes etapas del
desarrollo de este evento: Dra. Alicia Cea Bonilla, Dra. Patricia del Arenal Mena, Dr. Antonio Caso,
Quim. Héctor Delgado, Biol. Adriana Julian Sanchez, Sra. Marivel Rojas Garcia y Sra. Rosa Maria
Lopez.

Aqui pues les mostramos lo que pensamos puede ser la ultima edicién del Mensaje

Bioquimico y la primera ediciéon de una serie de libros anuales que en esta ocasion denominamos
“temas bioquimicos de vanguardia: 2003". Los miembros del comité editorial de este libro
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estamos seguros de que si la informacion que el lector necesita es de actualidad, seguramente la
encontrara en este libro.

Agosto de 2003.

Edgar Vazquez-Contreras.
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BASES BIOQUIMICAS Y FISIOPATOLOGICAS DE LAS
ENFERMEDADES PEROXISOMALES

Gerardo Jiménez-Sanchez'? e Irma Silva-Zolezzi'?

'Consorcio Promotor del Instituto de Medicina Gendmica, México.
*McKusick-Nathans Institute of Genetic Medicine, Johns Hopkins University, Baltimore MD, USA.
*Programa Doctoral en Biomedicina Molecular, CINVESTAV, México.
giimenez@bs.jhmi.edu

Introduccion

Los peroxisomas son organelos de membrana sencilla presentes en practicamente todas
las células eucariotes. En los mamiferos su abundancia varia desde menos de cien hasta mas
de mil peroxisomas por célula (1). Los peroxisomas varian en tamafio desde 0.1 a 1 ym de
diametro y generalmente se observan como vesiculas circulares u ovoides (2,3).

Este organelo fue descubierto por el investigador belga Christian de Duve y sus
colaboradores en la década de 1950, poco después de que describiera la bioquimica de los
lisosomas. En 1965, de Duve propuso el nombre de peroxisoma para este organelo dado que
parecia tanto generar como degradar perdxido de hidrégeno (4,5). Sus descubrimientos,
empleando abordajes bioquimicos, sobre la organizacion funcional de la célula le llevaron a
ganar el Premio Nobel en Medicina en 1974.
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La membrana sencilla de los peroxisomas es impermeable a protones y moléculas
pequefas, dando lugar a un microambiente con caracteristicas enzimaticas y quimicas unicas
dentro de la célula (6). La matriz granular de este organelo es densa, con una concentracion de
proteinas de 200-300 ug/ml, de hecho, algunas proteinas alcanzan concentraciones tales que se
cristalizan en la luz del peroxisoma (Figura 1).

Figura 1. Micrografia de higado de rata en la que se identifican tres peroxisomas al centro, en
dos de los cuales se observa la formacion de cristales en su matriz.

Los peroxisomas contienen mas de 50 enzimas que participan en una gran variedad de
vias metabolicas que incluyen la B-oxidacién de algunos &acidos grasos y la biosintesis de
moléculas como acidos biliares (7), éter-fosfolipidos (plasmalégenos) (8) y compuestos
isoprenoides (9). En estos procesos bioquimicos participan tanto las enzimas de la matriz, como
proteinas de la membrana peroxisomal. La falla de alguna de estas proteinas puede dar lugar a
enfermedades humanas que varian en sus manifestaciones clinicas y grado de severidad. A
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continuacion se revisan las bases celulares y bioquimicas de los peroxisomas, asi como sus
implicaciones en la fisiopatogenia de las enfermedades genéticas a las que se asocian.

La biogénesis de los peroxisomas

El peroxisoma es uno de cuatro sistemas de organelos dentro de las células de
mamifero. Al igual que el nucleo, las mitocondrias y los organelos del sistema
secretorio/endocitico (reticulo endoplasmico (ER), aparato de Golgi, lisosomas, endosomas,
vesiculas de transporte, vesiculas secretorias etc.); el peroxisoma parece usar un mecanismo
especifico para su biogénesis. La formacion del organelo normalmente sigue uno de dos
modelos: el crecimiento y la divisién, o bien el ensamblaje a través de fusion de vesiculas. En
contraste, el aparato de Golgi depende del continuo suplemento de proteinas y lipidos mediante
transporte vesicular del reticulo endoplasmico.

Dentro de este limitado margen de opciones existe una gran discusién sobre el
mecanismo que da lugar a los peroxisomas (10-12). Por un lado un gran nimero de estudios
ofrecen evidencias que apoyan el modelo en que los peroxisomas crecen y se dividen a partir de
peroxisomas preexistentes (13-16). Sin embargo, otros estudios igualmente soélidos, demuestran
que los peroxisomas pueden ser sintetizados en ausencia de peroxisomas preexistentes (17). Es
por esto, que actualmente se piensa que los peroxisomas se pueden formar por ambos
mecanismos. El modelo mas aceptado propone ambos mecanismos para la biogénesis
peroxisomal; el principal incluye el crecimiento de peroxisomas preexistentes por incorporacion
directa de proteinas de matriz y de membrana, seguido de la divisidn del organelo una vez que
su masa alcanza un umbral determinado, y como mecanismo secundario, el ensamblaje de los
peroxisomas a partir de vesiculas pre-peroxisomales (posiblemente otra endomembrana de la
célula). Este ultimo mecanismo explica la reaparicion de persoximas en células deficientes en
estos organelos (18).

Los genes PEX codifican para una serie de proteinas conocidas como peroxinas que
participan y son indispensables en la biogénesis de los peroxisomas. Estas proteinas incluyen a
los receptores para la secuencia blanco de peroxisomas -1y -2 (PTS-1y PTS-2)1, asi como a
otras proteinas citosolicas y de membrana que participan en la importaciéon de proteinas a la
matriz y membrana peroxisomal. A la fecha existen mas de 25 genes PEX (19), 15 de ellos
identificados en el genoma humano. Como se esperaria en otros procesos bioldgicos complejos,
la biogénesis de los peroxisomas incluye un gran nimero de genes y sus proteinas (20). En
consecuencia, las enfermedades genéticas de la biogénesis de los peroxisomas son
genéticamente heterogéneas. Esto se evidencia en experimentos de fusion celular usando
fibroblastos de pacientes con desérdenes de la biogénesis de peroxisomas. Los experimentos
iniciales mostraron la existencia de seis diferentes grupos de complementacién en estos
pacientes, actualmente se han identificado mas de 12 de ellos (21).

Una vez formada la membrana peroxisomal, comienza la importacion de proteinas de
matriz. Sobre este proceso existe una gran cantidad de informacion que incluye las sefales de
importacion, asi como los receptores citosélicos que participan. Las evidencias actuales sefalan
que la importacién de proteinas de membrana requiere de procesos citosolicos y peroxisomales.

' PTS, del inglés Peroxisomal Targeting Signal.
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La mayor parte de las proteinas de matriz tienen una secuencia sefial en el extremo C-terminal
conocida como PTS-1 con una secuencia consenso -S-K-L-COOH (22), aunque hoy en dia se
conocen variaciones del consenso que cumplen la misma funcion. Esta secuencia es reconocida
por un receptor citosélico (PEX5) con el que las proteinas a importar por esa via forman un
complejo carga-receptor, justo antes de su importaciéon. Un grupo menor de proteinas de la
matriz peroxisomal son dirigidas al peroxisoma mediante una secuencia sefal en el extremo N-
terminal conocida como PTS-2. Esta sefial fue identificada por primera vez en la tiolasa de
higado de rata (23) y tiene una secuencia consenso -R-L-Xs-H-L-. Los mecanismos de
importacion de proteinas al peroxisoma son muy complejos y continuamente se descubren
genes cuyos productos participan en este proceso. Hoy en dia se reconocen cuatro etapas
independientes para la biogénesis de los peroxisomas que consisten en: (1) reconocimiento de la
carga y/o proteina a transportar, (2) anclaje del complejo carga-receptor a la membrana
peroxisomal, (3) translocacion, y (4) reciclaje del receptor (19,24). Las proteinas de membrana
del organelo son especificas del peroxisoma y, al igual que sus proteinas de matriz, son
sintetizadas por ribosomas libres en el citosol y dirigidas al peroxisoma por mecanismos
especificos de los que se conocen pocos detalles.

La B-oxidacion peroxisomal

En las células animales, las mitocondrias y los peroxisomas son los organelos
encargados del catabolismo de los acidos grasos (AG), a través del proceso bioquimico conocido
como B-oxidacion. Originalmente se pensd que en los peroxisomas se llevaban a cabo pocos
procesos metabolicos como la sintesis y degradacién de perdxido de hidrogeno (H,0,) (5), y que
la B-oxidacién peroxisomal tenia como Unica funcién apoyar al sistema mitocondrial en el caso
de un incremento en la ingesta de AG. El papel de los peroxisomas en el metabolismo celular
cobré importancia al descubrirse que en su interior ocurren una gran variedad de procesos como
son: la sintesis de plasmalégenos (25) y de acidos biliares (26), o el catabolismo de AG de
cadena muy larga (>C24) (7,27), acidos dicarboxilicos de cadena larga (28), AG ramificados
(29,30), compuestos xenobidticos con cadenas alifaticas laterales (31), y prostaglandinas entre
otros (32,33).

La B-oxidacion peroxisomal en forma similar a la mitocondrial, requiere que los AG sean
activados a ésteres de acil-CoA (Figura 2a). En los mamiferos esta activacion la realizan acil-
CoA sintetasas que se encuentran en la cara citosédlica de la membrana peroxisomal (34). Los
peroxisomas contienen dos acil-CoA sintetasas: una para AG de cadena larga (FACL) (34,35) y
otra para AG de cadena muy larga (VLCS)2 (36,37).

A diferencia de las acil-CoA sintetasas, todas las enzimas que participan en la via de la
B-oxidacién peroxisomal estan localizadas en la matriz peroxisomal (38). La primera reaccién en
la B-oxidacién peroxisomal es una deshidrogenacién catalizada por las enzimas acil-CoA
oxidasas, las cuales transforman ésteres de acil-CoA en ésteres de 2-trans-enoil-CoA. La acil-
CoA oxidasa clasica, fue identificada en rata, donde esta enzima reconoce sustratos de cadena
lineal (39). Ademas, se han caracterizado dos oxidasas de sustratos ramificados: pristanoil-CoA
oxidasa (40,41), y di- / ftri-hidroxicolestanoil-CoA oxidasa (42,43). En el humano se han
identificado solo dos oxidasas, una que reconoce sustratos de cadena lineal (ACOX1) y otra
sustratos ramificados (ACOX2) (44).

2 VLCS, del inglés Very Long-Chain acyl-CoA Synthetase.
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Durante la segunda y la tercera reaccién de la B-oxidacion peroxisomal, los ésteres de 2-
trans-enoil-CoA son hidratados a 3-hidroxiacil-CoA, los cuales posteriormente son oxidados a los
ésteres 3-cetoacil-CoA correspondientes. Ambas reacciones son catalizadas por un mismo
polipéptido que posee tres actividades enzimaticas: hidratasa, 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa
(45) e isomerasa (46). Hasta el momento se han descrito dos proteinas con estas caracteristicas,
cada una especifica para intermediarios con diferente estereoquimica (L- o D-), denominadas
proteinas L- y D-bifuncionales —LBP (47) y DBP (48,49)-. Estudios iniciales sugerian que la
proteina LBP metaboliza preferentemente AG saturados de cadena linear, y la DBP a los AG
ramificados y precursores de acidos biliares. Estudios mas recientes en pacientes con defectos
peroxisomales, indican que la deficiencia de la actividad de DBP genera una pérdida casi total
de la capacidad de metabolizar AG saturados de cadena lineal (en particular los C26:0),
cuestionando asi la funcién de LBP (50).

b)

B-Oxidacién de AG
de cadena ramificada

W\A COOH Acido Pristanico

COOH COOH DHCA-CoA/

OH >C24:0-CoA HOOC-(CH),-CoA pristanoil-CoA  THCA-CoA
DHCA THCA
Hi H H H

-
-

P

*/\w CO-S-CoA Pristanoil-CoA
CO-S-CoA CO-S-CoA / \ / \

OH
C22:0-CoA  HOOC-(CH),CoA  Trimetit ColoitCoA/
DHCA-CoA THCA-CoA tridecanoCoA  QuenodeoxicoHCoA
H H H H

Figura 2. a) Activacién de sustratos para la B-oxidacién peroxisomal. Para ser metabolizados los
acidos grasos (AG) de cadena lineal (verde) y los de cadena ramificada (amarillo) son activados en
la cara citosdlica de la membrana peroxisomal por la acil-CoA sintetasas de AG de cadena larga
(FACL) y de cadena muy larga (VLCS). b) Enzimas que participan en la B-oxidacion peroxisomal.
Los sustratos sufren cuatro transformaciones en secuencia que se repiten de manera ciclica hasta
acortar las cadenas a una longitud de cadena media: 1) deshidrogenacién mediada por la acil-CoA
oxidasa de cadena lineal (ACOX1) y la de cadena ramificada (ACOX2); 2 y 3) hidratacion y
deshidrogenacion, mediadas por la proteina D-bifuncional (DBP) y 4) corte tiolitico mediada por la
tiolasa clasica (ACAA1), y la de AG ramificados (SCPx). (DHCA: 3y,7y-dihidroxi-5 B -colestanoico,
THCA: 3a,7a,12y-trihidroxi-5  -colestanoil-CoA).

5

Acil-CoA sintetasas
(FACL, VLCS)




MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXVII (2003)

La cuarta y Ultima reaccion de la B-oxidacion es el corte tiolitico de los ésteres de 3-
cetoacil-CoA, lo que da lugar a una molécula de acetil-CoA y una de acil-CoA dos residuos de
carbono mas corta que la original. Esta reaccion la catalizan las enzimas 3-cetoacil tiolasas. Por
varios afnos se pensd que solo existia una tiolasa peroxisomal, aunque a la fecha se han
caracterizado dos tiolasas diferentes: la tiolasa peroxisomal 1 (ACAA1), que actua sobre
sustratos de cadena lineal (51) y la tiolasa peroxisomal 2 (SCPx) que actia sobre sustratos
ramificados (52-55).

Los sistemas de p-oxidacion tanto peroxisomal como mitocondrial realizan la
degradacion de AG de longitud variable, saturados y no saturados, a través de cuatro pasos en
secuencia que se repiten de manera ciclica: deshidrogenacion, hidratacion, deshidrogenacion y
corte tiolitico (56) (Figura 2b). Tanto en la B-oxidacién peroxisomal, como en la mitocondrial, las
modificaciones quimicas sobre los sustratos y los intermediarios que se generan son idénticos,
pero esta bien establecido que existen diferencias importantes entre ambos sistemas, las cuales
se describen a continuacion.

a) Naturaleza de los sustratos

La mitocondria metaboliza principalmente AG de cadena larga, media y corta, mientras
que el peroxisoma de manera general se encarga de los AG de cadena muy larga, dicarboxilicos
y ramificados, precursores de acidos biliares (acidos colico y quenodeoxicdlico), asi como
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos. En particular, los acidos hexacosanoico (C26:0) y
tetracosanoico (C24:0) son exclusivamente metabolizados por el peroxisoma (50).

b) Transporte de sustratos

En el caso de la mitocondria el sistema de transporte de acidos grasos activados (acil-
CoA) al interior de la mitocondria esta bien caracterizado. Se sabe que estd mediado por un
sistema de transportadores que dependen del cofactor carnitina (acido B-hidroxyl-y-
trimetilaminobutirico) (57). Los mecanismos de transporte de los acidos grasos activados al
interior del peroxisoma no han sido caracterizados, aunque existen evidencias que sugieren que
pudieran ser transportados independientemente de carnitina por transportadores del tipo ABC
(58,59).

c) Acortamiento de sustratos

La B-oxidacién mitocondrial es un proceso que continua hasta completarse, es decir, los
acidos grasos son metabolizan hasta acetil-CoA; en contraste, el sistema peroxisomal funciona
como un sistema de acortamiento de las cadenas de carbono, que se detiene cuando éstas
alcanzan la longitud de una cadena media. Hasta la fecha, para la mayoria de los sustratos no se
ha logrado determinar el momento en que se detiene el acortamiento de la cadena de carbonos,
aunque se sabe que la acil-CoA oxidasa de cadena lineal no reacciona sobre sustratos de
menos de ocho carbonos de longitud (39).

d) Enzimas

Las enzimas que llevan a cabo las transformaciones bioquimicas en los sistemas de B-
oxidacion peroxisomal y mitocondrial, tienen funciones similares pero estan codificadas en genes
distintos. Una caracteristica que distingue a ambos sistemas enzimaticos es el primer paso de
deshidrogenacién, en el cual las oxidasas del peroxisoma donan los electrones generados a una
molécula de oxigeno (O,) generando asi H,O,, en contraste a lo que ocurre en la mitocondria en
donde las deshidrogenasas de acil-CoA, donan los electrones a una flavoproteina de la cadena
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respiratoria, participando asi en la formacién del gradiente electroquimico que alimenta al
sistema de produccion de ATP (32). Es asi que, a diferencia de la B-oxidaciéon mitocondrial, la f3-
oxidaciéon peroxisomal no esta acoplada directamente a un sistema de generacion de energia.

AAAAAAA /COOH Acido fitanico

Cwes

AAAAAAA /CO-S-CoA Fitanoil-CoA

CO-S-CoA
2-hidroxifitanoilCoA

(o)
MC” Pristanal

Mcoou Acido pristanico

B-oxidacion peroxisomal

Figura 3. La a-oxidaciéon peroxisomal. Los AG ramificados con un grupo metilo en la posicion
C3 previo a ser metabolizados por la via de pB-oxidacién deben ser procesados para quedar
con el grupo metilo en la posicién C2. Se muestra la via para el caso del acido fitanico el
sustrato mas comun en este caso. (VLCS: acil-CoA sintetasa de AG de cadena muy larga,
PHYH: fitanoil-CoA hidroxilasa, HPCL2: hidroxifitanoil-CoA ligasa, ALDH: aldehido
deshidrogenasa).
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Sintesis Dieta
endogena / i
Colesterol Acido fitanico
Acidos v

dicarboxilicos DHTCA/THCA >C24:0 Acido pristanico

Taurina
Acil-CoA de cadena media (<C8) 4,8-dimetil Taurocolato [
mono y dicarboxilicos nonanoil-CoA  quenodeoxicolato

! !

B—oxidaciéon mitocondrial

CO, + H,O

Figura 4. Resumen de los proceso de a- y B- oxidacion peroxisomal. La mayoria de los
productos de la B-oxidacion peroxisomal completan su metabolismo en la mitocondria. Aunque
no se incluyen en el esquema, también son sustratos peroxisomales, prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos y AG mono y poli-insaturados.

La a-oxidacion

Los AG que presentan un grupo metilo en el tercer atomo de carbono no pueden ser
metabolizados por los sistemas de la B-oxidacion, el ejemplo mejor conocido es el acido fitanico
(3,7,11,15-tetrametilhexadecanoico), un AG muy particular que no es sintetizado de novo por el
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humano, pero que es ingerido en la dieta, ya que se acumula en grasa de rumiantes (60),
productos lacteos, carne (61) y pescado (62).

El acido fitdnico y el producto de su a-oxidacién, el acido pristanico, han cobrado
particular importancia al descubrirse que son ligandos enddégenos de un factor de transcripcion
de tipo receptor nuclear que participa en la proliferacion peroxisomal denominado
PPARw (63,64)°, el cual tiene un papel fundamental en el metabolismo de lipidos y la
homeostasis energética en general (65). A pesar de que inicialmente se pensaba que el
metabolismo del acido fitdnico era mitocondrial, la idea de que este proceso ocurre en el
peroxisoma surgi6 de la observacion en pacientes con defectos peroxisomales, algunos de los
cuales presentan acumulacién de acido fitanico y sus fibroblastos tienen una a-oxidacion de
acido fitanico deficiente (66,67).

Para ser metabolizado, el acido fitanico debe ser transformado en &cido pristanico
mediante un proceso de a-oxidacion. Como en el caso de la B-oxidacion, para ser metabolizado
el acido fitanico debe ser activado (fitanoil-CoA) por una acil-CoA sintasa (68,69). La a-
oxidacion consiste en una serie de tres pasos: hidroxilacion, corte y deshidrogenacion (50,70)
(Figura 3).

La reaccion de hidroxilacion es realizada por la fitanoil-CoA hidroxilasa (PHYH) (71,72), una
enzima peroxisomal cuya actividad es dependiente de la presencia de a-cetoglutarato, ascorbato
o glutation, Fe** y O,; posteriormente el intermediario generado (2-hidroxifitanoil-CoA) es
hidrolizado por la 2-hidroxifitanoil-CoA ligasa (HPCL2) dependiente de pirofosfato de tiamina
(73), dando lugar a una molécula de acido formico y un aldehido (pristanal). Se piensa que el
acido férmico es eventualmente transformado a CO, en el citosol (72), mientras que el aldehido
es oxidado por una deshidrogenasa, generando un AG metilado en la posicion 2, un carbono
mas corto que el sustrato original (acido pristanico), el cual puede entonces continuar su
metabolismo en el peroxisoma por la via de B-oxidacion (Figura 4). El sitio especifico en el que
ocurre esta ultima reaccién ain no se ha determinado con precision.

Aunque las enzimas participantes en la a-oxidacién y el mecanismo general esta
descrito, aun quedan varios puntos que es necesario estudiar con mas detalle, por ejemplo, la
localizacion celular de algunos componentes de la via y los sistemas de transporte de sustratos e
intermediarios.

Biosintesis de los éter-fosfolipidos

Los éter-fosfolipidos se distinguen de los diacil fosfolipidos por tener un enlace éter en la
posicion sn-1 del esqueleto de glicerol. Existen dos tipos de éter-fosfolipidos, los primeros tienen
un enlace alquilo adyacente al enlace éter, y los segundos un enlace alquenilo (vinilo) en la
misma posicién, en ambos casos el grupo alcohol unido al fosfato es generalmente etanolamina
o colina (74). El nombre comin de los éter-fosfolipidos que poseen el grupo vinilo es
plasmalégenos. Los plasmalégenos se localizan en todos los tejidos de mamiferos, aunque se
encuentran en mayores cantidades en musculo, corazén y cerebro. Si bien su funcién bioldgica

> PPARa: del inglés Peroxisome Proliferator-Activated receptor alpha.
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no es clara, se les ha asociado a procesos relacionados con la estructura y fusién de membranas
biolégicas, proteccion contra el estrés oxidativo y transduccion de sefiales (8).

Los dos pasos iniciales en la biosintesis de los éter-fosfolipidos ocurren en el peroxisoma
y en el reticulo endoplasmico. Las enzimas peroxisomales que participan son: 1)
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) aciltransferasa (GNPAT) (75), que cataliza la acilacion de DHAP
para formar un acil-DHAP, utilizando como donadores de acilo AG de cadena larga activados
(acil-CoAs) y; 2) alquil-DHAP fosfato sintasa (AGPS) (76,77), que cataliza la sustitucion del grupo
acilo por un alcohol de cadena larga, dando lugar a un alquil-DHAP. El procesamiento
subsiguiente de este intermediario incluye una reduccion y la adicién de cabezas polares, asi
como desaturaciones opcionales, las cuales son realizadas por enzimas localizadas en el
reticulo endoplasmico (8).

Biosintesis de colesterol y otros isoprenoides

Los isoprenoides son vitales para una gran diversidad de funciones celulares, algunos
ejemplos de este tipo de moléculas incluyen a los esteroles (especialmente el colesterol),
ubiquinona, dolicol, etc. La biosintesis de isoprenoides se lleva a cabo a través de la via
metabdlica de mevalonato (Figura 5).

Las evidencias de que el peroxisoma participa en la biosintesis del isoprenoides
incluyen, la localizacién peroxisomal de casi todas las enzimas de la via del mevalonato como la
acetoacetil-CoA tiolasa (ACAT), la hidroximetilglutari-CoA sintasa (HMGCS), Ia
hidroximetilglutaril-CoA reductasa (HMGCR), la mevalonato cinasa (MVK), la mevalonato fosfato
cinasa (PMVK), la mevalonato pirofosfato descarboxilasa (MVD), la isopentenil pirofosfato
isomerasa (IDI1) y la farnesil difosfato sintasa (FDPS) (78) (Figura 5). Otras evidencias son: la
capacidad peroxisomal in vitro de convertir mevalonato en colesterol y dolicol; asi como la
reduccion en la actividad enzimatica en la via del mevalonato en muestras de pacientes con
defectos peroxisomales (9). Si bien estos ultimos datos son controversiales (79), es importante
senalar también que la expresion peroxisomal de la proteina acarreadora de esteroles tipo 2
(SCP-2), estimula la sintesis de colesterol y dolicol (80,81).

Metabolismo del acido pipecélico

El acido pipecdlico es un intermediario en el metabolismo del aminoacido lisina, el cual
es degradado por dos vias metabdlicas, la de sacaropina y la del L-pipecolato, siendo ésta ultima
la de mayor actividad en el caso especifico del cerebro. El acido pipecdlico se sintetiza a partir
de L-lisina a través de tres reacciones enzimaticas, siendo la Ultima una deshidrogenacion
realizada por la enzima peroxisomal L-pipecolato oxidasa (PIPOX) (82). La importancia de la
participacion de esta enzima en la via se determiné en estudios realizados en pacientes con
defectos peroxisomales, algunos de los cuales acumulan acido pipecdlico en plasma (83).
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Metabolismo de las especies de oxigeno reactivas (ROS)4

La acumulacion de especies de oxigeno reactivas (ROS), es uno de los factores que
contribuyen a la senescencia celular, el acortamiento de telémeros, dafio al ADN e inestabilidad
genomica (84). Lo anterior ha generado un gran interés en su estudio, en particular para analizar
su participacion en la carcinogénesis (85), infertilidad (86), ateroesclerosis (87) y otras
condiciones patoldgicas (88), asi como en el proceso de envejecimiento (89).

Acetil-CoA
¢| Acetoacetil -CoA tiolasa |

Acetoacetil-CoA

L HMG-CoA sintasa

Hidroximetilglutaril-CoA

¢| HMG-CoA reductasa |

Mevalonato

¢| Mevalonato cinasa |

Mevalonatofosfato

¢| Mevalonato fosfato cinasa |

Mevalonatopirofosfato

¢ | Mevalonato difosfato cinasa |

Isopentenildifosfato

¢ | Isopentenil difosfato isomerasa |

Dimetilalildifosfato

¢ Geranil difosfato sintasa

Geranildifosfato

¢ | Farnesil difosfato sintasa

Farnesildifosfato

Escualeno sintasa l \Cis-prenil transferasa
Escualeno Poliprenildifosfato
Colesterol Dolicol

Figura 5. Participacion del peroxisoma en la sintesis de isoprenoides por la via del
mevalonato. Las enzimas que estan enmarcadas estan presentes en el peroxisoma aunque
no de manera exclusiva.

* ROS, del inglés: Reactive Oxygen Species.
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Los peroxisomas poseen una gran variedad de enzimas que remueven electrones de
metabolitos, los cuales son utilizados para generar peréxido de hidrogeno (H,O,) a partir de
oxigeno molecular (O;), estos organelos también poseen a la enzima catalasa, la cual
descompone el H,O, (90). La co-existencia de estos sistemas permite que exista un balance
entre la produccion y generacion de ROS con el fin de evitar en lo posible, llegar a un estado de
estrés oxidativo. Se ha postulado que el peroxisoma consume aproximadamente del 10 al 30%
de todo el oxigeno celular consumido en higado, por lo que se le atribuye una participacion
importante en el metabolismo de ROS (38).

Enfermedades peroxisomales

Las enfermedades peroxisomales de origen genético se dividen en dos grandes grupos:
1) defectos en la biogénesis peroxisomal y 2) deficiencias de una sola enzima. A la fecha se
conocen cuando menos 21 enfermedades peroxisomales con manifestaciones clinicas y
bioguimicas heterogéneas, la mayor parte de ellas presentan dafio neurolégico —ver Tabla 1-
(18,91).

a) Defectos en la biogénesis peroxisomal

En 1964, el Dr. Hans Zellweger y sus colaboradores reportaron una enfermedad
hereditaria que hoy conocemos como el Sindrome de Zellweger (SZ) (92). Este y otros casos
fueron revisados e identificados como parte de una misma entidad que se conoce como
Sindrome Cerebrohepatorrenal de Zellweger, término que se emplea en la actualidad para
describir este desorden prototipico de la biogénesis de los peroxisomas. Estas enfermedades
ocurren con una incidencia de aproximadamente 1 por cada 50,000 nacimientos (93,94). La
primera evidencia de que este sindrome esta causado por defectos en la biogénesis de los
peroxisomas, se obtuvo de observaciones de Goldfisher y colaboradores, quienes mostraron que
las proteinas de la matriz peroxisomal no se compartamentalizaban apropiadamente en tejidos
de pacientes con esta enfermedad (95). A través del tiempo, hemos conocido fenotipos menos
severos como la adrenoleucodistrofia neonatal (NALD)® (96) y la enfermedad de Refsum infantil
(IRD)® (97). Estas patologias constituyen un espectro de severidad conocido como el espectro
Zellweger y se heredan en forma autosémica recesiva. Mas adelante, se describié la
Condrodisplasia Rizomélica Puntata (RCDP)’ (98,99) como parte del espectro, estos pacientes
se caracterizan por tener ausencia de peroxisomas, o bien, por la presencia de estructuras
conocidas como “fantasmas” que representan membranas peroxisomales que no lograron formar
el organelo. Como consecuencia, muchas de las enzimas peroxisomales no se encuentran
activas, dando lugar a alteraciones metabdlicas complejas.

Los defectos en la biogénesis de los peroxisomas presentan alteraciones durante el
periodo gestacional dando lugar, entre otras cosas, a una migracién anormal de las neuronas a
nivel cerebral, a diferentes tipos de malformaciones congénitas, y a dafo en el sistema nervioso
central que se manifiesta desde muy temprana edad.

> NALD, del inglés: Neonatal Adrenoleukodystrophy.
® IRD, del inglés: Infantile Refsum’s Disease.
7 RCDP, del inglés: Rhizomelic Chondrodysplasia Punctata.
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Tabla 1. Manifestaciones clinicas de algunas enfermedades peroxisomales en funcién de la
edad de inicio.

Datos clinicos Enfermedad

Periodo neonatal

Hipotonia muscular severa. SZ, SZ-like, NALD

Encefalopatia, crisis convulsivas. SZ

Dismorfias craneofaciales. Deficiencia de Acil-CoA oxidasa (pseudo-NALD)
Dismorfias varias. Deficiencia de proteina bifuncional

Deficiencia de tiolasa peroxisomal (pseudo SZ)
Alteraciones de la B-oxidacion peroxisomal no clasificados
Aciduria mevalonica

RCDP tipos 1,2y 3

Anormalidades esqueléticas
(calcificaciones en forma de puntilleo,
antebrazos cortos)

Primeros 6 meses de vida

Detencion de crecimiento y desarrollo IRD, pseudo-IRD
Alteraciones digestivas, malabsorcion

Hipocolesterolemia, Deficiencia de Formas menos severas o atipicas de SZ, NALD y RCDP
Vitamina E

Hepatomegalia, ictericia prolongada Acidemia hiperpipecdélica

Alteraciones visuales (retinopatia,

cataratas, displasia de nervio 6ptico) Aciduria mevaldnica

Pre-escolar y escolar

Pérdida de habilidades adquiridas Adrenoleucodistrofia ligada al X (X-ALD)
Deterioro neuroldgico progresivo
Insuficiencia suprerrenal

Ceguera

Hiperpigmentacion notoria en lecho
ungueal y encias, y/o en el resto del
cuerpo

Adulto joven y maduro

Neuropatia periférica

Debilidad muscular Adrenomieloneuropatia (X-ALD forma adulta o AMN)

Sindrome de Zellweger. El SZ tiene como manifestacion principal la presencia de dismorfias
craneofaciales que incluyen frente alta, fontanela anterior muy amplia, hipoplasia de puentes
supraorbitales, epicanto y deformidad de los I6bulos de la oreja, asi como manifestaciones de
dafo cerebral profundo (18,91). Los pacientes muestran un severo retraso psicomotor, hipotonia
profunda, crisis convulsivas durante el periodo neonatal, glaucoma, degeneracion retineana,
sordera en diferentes grados, asi como crecimiento del higado y anormalidades en su
funcionamiento. Algunos de estos pacientes generalmente presentan calcificaciones en forma de
puntilleo en las epifisis 6seas y pequefios quistes a nivel renal. Las anormalidades cerebrales en
estos pacientes incluyen displasias corticales, defectos en la migracién neuronal y
desmielinizacién. La mayor parte de estos pacientes fallecen durante el primer afio de vida
aunque algunos pacientes pueden vivir un poco mas y alcanzar a desarrollar algunas
habilidades. La presencia de malformaciones congénitas apuntan a procesos anormales durante
la gestacion.
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Adenoleucodistrofia neonatal (NALD) y enfermedad de Refsum infantil (IRD). Estas
enfermedades se ubican en el extremo menos severo del espectro Zellweger. El dato mas
importante al nacimiento es la hipotonia muscular severa sin respuesta a los estimulos, lo que
puede ser confundido con otras condiciones patoldégicas como desérdenes neuromusculares
congénitos, alteraciones del sistema nervioso central y del autondmo, o con sindromes
caracterizados por multiples malformaciones. La apariciéon clinica de la NALD aparece
fundamentalmente como desmielinizacidon cerebral, con dismorfias craneofaciales minimas o
ausentes. Aln cuando los pacientes con IRD comparten algunas de las manifestaciones clinicas
con SZ, tienen como dato caracteristico una edad de inicio mas avanzada, asi como menor
severidad y mayor sobrevida. Estos pacientes tienen minimas dismorfias faciales y generalmente
comienzan su desarrollo neuromuscular en forma normal para posteriormente desarrollar datos
neurolégicos entre el afo y los 3 afios de vida. Este inicio, normalmente esta seguido de un
detenimiento total del desarrollo neuroldgico, comportamiento autista asociado a retinopatia y
sordera sensorineural (100).

Condrodisplasia rizomélica puntata (RCDP). Las manifestaciones clinicas de esta enfermedad
se caracterizan por la presencia de antebrazos cortos (rizomelia), dismorfias faciales, cataratas,
retraso psicomotor, fisuras coronales en los cuerpos vertebrales y calcificaciones en forma
punteada en las epifisis 6seas durante los primeros afos del crecimiento, mismas que pueden
desaparecer hacia el segundo afio de vida (18,98). La condrodisplasia puntata suele ser mas
extensa que en pacientes con SZ y puede incluir tejidos extraesqueléticos. Algunos pacientes
presentan ictiosis. Esta enferemedad tiene una gran heterogeneidad en su presentacion clinica,
es por ello que debe hacerse un cuidadoso diagnostico diferencial con otras enfermedades como
el Sindrome de Conrady-Hinermann y las formas dominantes ligada al X y recesiva de la
condrodiplasia puntata. Los pacientes con RCDP o alguna de sus variantes son candidatos a
determinacion de plasmalégenos en membranas eritrociticas, dado que todos los pacientes
estudiados hasta ahora, han demostrado tener una deficiencia en plasmaldégenos eritrocitarios.
El diagnéstico diferencial entre las RCDP tipos 1, 2 o 3 se hace con base en estudios
enzimaticos en fibroblastos seguidos por analisis molecular de los genes que codifican para
PEX7 (PEX7), dihidroxiacetonafosfato aciltransferasa (GNPAT) o sintasa de alquil-
dihidroxiacetonafosfato (AGPS), respectivamente.

b) Deficiencias de una sola enzima

Actualmente se conocen cuatro defectos en la B-oxidacién peroxisomal que producen
manifestaciones clinicas: (a) deficiencia de la acil-CoA oxidasa; (b) deficiencia de la proteina D-
bifuncional; (c) deficiencia de tiolasa peroxisomal; y (d) deficiencia de 2-metilacil-CoA racemasa.
Las manifestaciones clinicas de las primeras tres enfermedades es similar a los defectos en la
biogénesis de los peroxisomas descrita anteriormente. Esta similitud es especialmente clara en
la deficiencia de la proteina D-bifuncional, dado que practicamente todos los pacientes
identificados hasta el momento muestran manifestaciones clinicas severas que incluyen
hipotonia, dismorfias craneofaciales, crisis convulsivas en el periodo perinatal, hepatomegalia y
retraso en el desarrollo. Muchos de los pacientes con deficiencia de esta proteina fallecen
durante el primer mes de vida.

Deficiencia de 2-metil-acil-CoA racemasa. La deficiencia de esta enzima causa un defecto en
la oxidacién de acidos grasos 2-metil-ramificados, acido pristanico y acidos di- y ftri-
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hidroxicolestanoico. A diferencia de pacientes con deficiencia de acil-CoA oxidasa o cualquier
otro defecto de la B-oxidacidn, estos pacientes no presentan manifestaciones a edades
tampranas sino que desarrollan neuropatia de inicio tardio.

El diagndstico de los defectos de la B-oxidacion se basan en las manifestaciones clinicas
en combinacién con una serie de examenes de laboratorio que evallan las funciones
peroxisomales. El tamizaje inicial se basa en la determinacion de acidos grasos de cadena muy
larga en plasma. En caso de encontrarse elevados, deben realizarse estudios adicionales en
plasma, tales como la determinacién de acidos di-, tri-hidroxicolestanoico, fitanico y pristanico,
asi como de plasmalégenos en membranas eritrociticas. El estudio de un paciente con sospecha
de enfermedad peroxisomal debe incluir estudios detallados en fibroblastos, incluyendo las
determinaciones enzimaticas apropiadas, estudios de complementacion genética y analisis
molecular. El diagnéstico prenatal de varias de estas enfermedades puede hacerse en forma
confiable dado que los métodos actuales pueden llevar a cabo estas determinaciones
directamente en muestras de vellocidades coriales, lo que evita el riesgo asociado con el cultivo
de este tejido.

Defectos en la biosintesis de éter-fosfolipidos. Existen dos enfermedades causadas por
defectos en la biosintesis de los éter-fosfolipidos: una por deficiencia de dihidroxiacetonafosfato
aciltransferasa y otra por deficiencia de sintasa de alquil-dehidroxiacetonafosfato. Las
manifestaciones clinicas de estos pacientes son similares a la condrodisplasia rizomélica puntata
(RCDP) en practicamente todos los aspectos, incluyendo el acortamiento rizomélico de las
extremidades superiores, la facies tipica, contracturas congénitas, cataratas, talla corta y retraso
mental severo con espasticidad.

Defectos en la biosintesis de isoprenoides. La deficiencia de mevalonato cinasa es la Unica
enfermedad conocida que afecta el componente peroxisomal de la sintesis de isoprenoides. A
diferencia de la deficiencia clasica de la mevalonato cinasa, que se asocia a un profundo retraso
en el desarrollo, dismordias faciales y cataratas (101), esta deficiencia se ha observado también
asociada a hiperinmunoglobulinemia D y sindrome de fiebre periddica (102,103).

Adrenoleucodistrofia ligada al X (X-ALD). Esta enfermedad es causada por mutaciones en el
gen ABCD1 (104) ubicado en el cromosoma X, es progresiva y afecta el sistema nervioso, la
corteza suprarrenal y los testiculos, y tiene una incidencia de 1:17,000. ABCD1 codifica para la
proteina ALDP, miembro de la familia de los transportadores ABC?. Las mutaciones identificadas
hasta ahora se encuentran compiladas en www.x-ald.nl. Su forma de herencia, como su nombre
lo indica, es recesiva ligada al X, es decir lo padecen los varones que portan la mutacién y lo
transmiten las mujeres. Los datos bioquimicos mas caracteristicos son la elevacion de acidos
grasos de cadena muy larga en el plasma de los pacientes (105), aunque las manifestaciones
clinicas de esta enfermedad varian enormemente, por ejemplo, en el grado de pigmentacion
periungueal que desarrollan (Figura 6). Las Tablas 2 y 3 resumen los diferentes fenotipos
identificados hasta el momento, asi como su frecuencia relativa. Las manifestaciones
neurolégicas pueden subdividirse en dos categorias principales, que ocurren con una frecuencia
aproximadamente igual a la forma cerebral y a la forma adrenomieloneuropatia (AMN). Las
formas cerebrales se asocian a un proceso de desmielinizacién inflamatoria (106), en el que

8 ABC, del inglés: ATP Binding Cassette.
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parece participar un proceso autoinmune (107) y se caracteriza por presentar imagenes de
resonancia magnética nuclear (MRI) que afectan con mayor frecuencia las regiones
parietooccipitales como se observa en la Figura 7. Las formas cerebrales progresan rapidamente
y manifiestan mayores alteraciones conductuales y de aprendizaje en nifios entre 4 y 8 afios de
edad, aunque también se puede manifestar en la adolescencia y en la edad adulta (108). La
AMN afecta tractos largos de la médula espinal y causa paraparesis progresiva en adultos
jévenes. Aproximadamente 50% de las mujeres que son heterozigotas (portadoras) para X-ALD,
desarrollan un sindrome similar a AMN (AMN-like) a edades jovenes o maduras (109). La unica
forma de tratamiento que ha probado ofrecer beneficios en pacientes afectados, es el transplante
de médula 6sea. Actualmente se encuentran en estudio diferentes protocolos de investigacion

que estudian otras alternativas de tratamiento efectivo (110).

Tabla 2. Fenotipos de adrenoleucodristrofia ligada al X en varones (110).

aparente. Edad comun de inicio antes de los 7.5 afios. La
mayoria desarrollan eventualmente AMN.

Fenotipo Descripcion Frecuencia
relativa
estimada
Cerebral infantil Inicio entre 3 y 10 afios de edad. Comportamiento 31-35%
progresivo, deficiencia cognitiva y neurolégica, generalmente
da lugar a discapacidad durante los 3 primeros afios de
evolucion. Desmielinizacién inflamatoria cerebral.
Adolescente Similar a la forma cerebral infantil. Edad de inicio 11-21 afios. 4-7%
Progresién mas lenta que la forma infantil.
Adrenomieloneu- Inicio a los 28+9 afios, progresivo durante décadas. Afecta 40-46%
ropatia (AMN) principalmente la médula espinal, axonopatia inflamatoria
con respuesta débil o ausente. Aproximadamente el 40%
tienen o desarrollan afeccion cerebral con diferentes grados
de reaccion inflamatoria y progresién mas rapida.
Cerebral del adulto Demencia, alteraciones conductuales. Algunas veces 2-5%
deficiencias focales sin adrenomieloneuropatia previa.
Reaccién inflamatoria de la sustancia blanca. La progresion
es similar a la forma cerebral infantil.
Olivo-ponto- Principalmente afeccién cerebelar y del tallo cerebral en 1-2%
cerebelar adolescentes y edad adulta.
Solo addison Insuficiencia suprarrenal primaria sin afeccion neuroldgica Varia con la

edad. Hasta 50%
en la infancia.

Asintomatica

Anormalidades bioquimicas y presencia de la mutacion
responsable sin alteraciones neuroldgicas o adrenales.
Estudios detallados subsecuentes generalmente muestran
hipofuncién adrenal o datos sutiles de AMN.

Disminuye con la
edad. Comun en
<4 anos. Muy
rara > 40 afos
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Tabla 3. Fenotipos de adrenoleucodistrofia ligada al X en mujeres portadoras (110).

Fenotipo

Descripcion

Frecuencia relativa estimada

Asintomatico

Sin evidencia de afeccion adrenal o
neurolégica.

Disminuye con la edad. La
mayor parte de las mujeres <
30 afios neurologicamente no

afectadas.

Mielopatia leve

Aumento de los reflejos tendinosos profundos
y cambios sensoriales distales en las
extremidades inferiores con minima
discapacidad o sin ella.

Aumenta con la edad.
Aproximadamente 50% en >
40 afios.

Mieloneuropatia
moderada a severa.

Los datos clinicos y patoldgicos son similares
a AMN, pero con inicio menos severo y mas
tardio.

Aumenta con la edad.
Aproximadamente 15% en >40
afnos.

Afeccion cerebral

Se observa rara vez durante la infancia y
discretamente mas comun en edades adultos
jévenes y maduros.

Aproximadamente 2%.

Insuficiencia adrenal
evidente clinicamente

Rara a cualquier edad.

Aproximadamente 1%.

Figura 6. Hiperpigmentacion de la region periungueal en un paciente con adrenoleucodistrofia
ligada al X, en su forma cerebral infantil. Esta manifestacion puede observarse especialmente
en pacientes con datos de insuficiencia adrenal. Comparece con la misma regioén en los dedos
de la madre del paciente (abajo)
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Figura 7. Imagen de resonancia magnética nuclear cerebral, en la que se observan areas
importantes de desmielinizacién occipital en un paciente con adrenoleucodistrofia ligada al X.
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Introduccion

El ATP es la molécula de alta energia mas comun en la naturaleza. En bacterias,
hongos, plantas y animales, esta base nitrogenada y fosforilada es utilizada para proveer la
energia a una gran variedad de reacciones quimicas. Ademas actia como molécula reguladora
de varias actividades enzimaticas y es sustrato para la sintesis del ADN (1). Existen muchas
enzimas que hidrolizan ATP, pero el 95% del ATP sintetizado por nuestras células en
condiciones aerobias, es generado por la FoF; ATP sintasa.

La FoF; ATP sintasa es un complejo enzimatico ampliamente distribuido en la
naturaleza, localizado en la membrana plasmatica de bacterias, la membrana tilacoidal del
cloroplasto y la membrana interna mitocondrial. Mientras que en bacterias su principal funcion es
generar un potencial electroquimico al hidrolizar ATP, en eucariontes el potencial electroquimico
generado por la cadena respiratoria 6 fotosintética se aprovecha para sintetizar ATP (2). La
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estructura primaria de este complejo esta altamente conservada, con una identidad de 71.8%
entre las subunidades cataliticas de los complejos de bovino y de Escherichia coli (3).

Desde que Peter Mitchell en 1961 propuso la Hipétesis Quimiosmética (2), se ha
postulado que el complejo FoF, cataliza al menos dos reacciones acopladas: el transporte
vectorial de protones y la sintesis de ATP. En mitocondrias, el transporte vectorial significaria la
entrada de protones del espacio intermembranal a la matriz mitocondrial. La reaccion de sintesis
del ATP, que es la union de un fosfato (Pi) a un ADP mediante un enlace fosfodiester, procede
sin la formacién de un intermediario fosforilado.

El nombre del complejo, FoF;, refleja la distribucion de éste en dos ambientes: por una
parte el segmento hidrofébico (Fp), que esta embebido en la membrana, y por otra, el segmento
hidrofilico (F4), que sobresale al solvente. En procariontes, el segmento Fo contiene los sitios de
transporte iones, protones o sodio, y esta formado basicamente por 3 subunidades: a, by ¢ (4).
El segmento F, estd compuesto por 5 subunidades: as, B3, 7,3Y. &, con una estequiometria
indicada en los subindices (5). Asimismo, contiene 6 sitios de union de nucleoétidos, tres de ellos
son cataliticos y tres no-cataliticos.’

La estructura bipartita de la FoF4 ATP sintasa se ha observado desde las primeras
micrografias electrénicas del complejo en la membrana (6). Con el tiempo, la técnica se ha
refinado hasta lograr darnos imagenes mas completas (7, 8). Esta técnica, junto con la
cristalografia de rayos X, nos han proporcionado la mayor parte de los datos estructurales de alta
resolucioén disponibles actualmente.

A la transformacién de la energia del gradiente de H* en energia quimica de enlace del
ADP y el Pi se conoce como transduccién y la enzima la realiza mediante la accion sucesiva de
dos motores: el que transporta los protones, Fo, que al rotar transmite la energia a los sitios
cataliticos del F4, el segundo motor. Esta ultima funcion, vital para la economia de la célula, asi
como los cambios conformacionales que ocurren en el seno de la enzima, constituyen sus
primordiales virtudes, las cuales desglosaremos en las siguientes secciones.

Por otro lado, recientemente se ha descrito la localizacion ectépica de algunas
subunidades de la ATP sintasa, que no realizan la funcion primordial de sintetizar ATP y a los
que hemos clasificado como pecados.

! Nota del editor: Se recomienda revisar también en esta misma coleccion, el articulo de Tuena de Gomez-
Puyou M (1989). ATP sintasa: Correlaciones entre estructura y mecanismo catalitico. En: Salinas Mejia ME,
Vazquez Alcantara MA, Ponce Frausto J, Fernandez-Gavarrén F y Diaz Zagoya JC (eds). Mensaje
Bioquimico, Vol. XII. pp 41-63.
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Tabla 1. Distribucion de las subunidades de la ATP sintasa en los segmentos F, y Fy. Equivalencias
entre diferentes organismos y sus nomenclaturas.

Seg- Subunidades Estequio- | Localizacion
men- Bovino Levadura E. coli metria del gen
to (P.M. kDa) (P.M. kDa) (P.M. kDa)
a (55) o (54) o (55) 3 Nuclear
B (51) B (51) B (50) 3 Nuclear
¥ (30) v (30) v (32) 1 Nuclear
Fi 5 (15) 5(14) e (14) 1 Nuclear
€ (5.6) € (6.6) 1 Nuclear
OSCP (20) OSCP (20) 5 (19) 1 Nuclear
IF4(9.5) IF{(7.3) 1 Nuclear
a(24) 6 (27) a (30) 1 Mitocondrial
b (Fol-PVP) (24) 4 (23) b (17) 1-2 Nuclear
c(7.6) 9(7.7) c (8.2 9-12 Nuclear
(bovino)
Mitocondrial
(levadura)
A6L (7.9) 8 (5.8) 1 Mitocondrial
F d (18) d (19) 1 Nuclear
0 f(10) f(10) nd. Nuclear
F6 (8.9) h (10) n.d. Nuclear
9 kDa n.d. Nuclear
15 kDa n.d. Nuclear
e (8.1) e (10) n.d. Nuclear
g(11) g(12) n.d. Nuclear
i (6.6) 1 Nuclear
k (7.5) n.d. Nuclear

! n.d., no determinada.

VIRTUDES.

1.- BIOGENESIS.

La FoF{ ATP sintasa de E. coli se ha tomado como la enzima modelo en muchos
sentidos. Por ejemplo, en dicho organismo, todo la informacién genética que codifica para el
complejo, esta en un solo operén que contiene las 8 subunidades que lo forman (operon atp 6
unc). Consecuentemente, la transcripcion de los 8 genes genera un sélo ARN mensajero
policistronico (9). A partir de este mensajero unico, procede la traduccion®. En diferentes
procariontes, esta organizacion del operén se mantiene con pequenas modificaciones.

En eucariontes, los genes que codifican para las mas de 15 subunidades diferentes del
complejo, se encuentran localizados tanto en el genoma nuclear como en el mitocondrial (ver

% Se desconoce el mecanismo por el cual de éste policistron se obtienen las diferentes estequiometrias en
las subunidades del complejo FoF1.
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Tabla 1), entre ambos genomas existe una interacciéon muy estrecha en la expresion de las
subunidades nucleares y las mitocondriales.

2.- COMPOSICION POLIPEPTIDICA.

El complejo F; de E. coli, uno de los mas sencillos, esta formado por las subunidades
o, B,v, 6, €,y su Fg esta formado por las subunidades a, b, c. Por ello, estas 8 subunidades son
consideradas como indispensables para la catalisis. Por otra parte, los complejos FoF; de
eucariontes poseen subunidades accesorias que desempenan funciones estructurales
importantes. Asi, las subunidades d, e, F6, A6L, f y g son consideradas como indispensables en
la formacién del canal de H en Fo, mientras que la OSCP y la IF; aparecen en el F; (10). La
proteina que confiere sensibilidad a oligomicina, OSCP (del ingles: Olygomicin Sensitive
Conferring Protein) es considerada homoéloga a la subunidad & de E. coli y ambas (OSCP vy §)
poseen una funcion estructural ya que son parte del conector periferico de F, con F4. En cambio,
la proteina inhibidora (IF4) parece ser exclusiva de eucariontes, aunque es importante sefalar
que la subunidad ¢ de E. coli también tiene una funcién inhibidora.

3.-ESTRUCTURA DE LOS COMPLEJOS F, Y FoF;.

Historicamente, la imagen estructural del complejo FoF1 se ha obtenido mediante la
utilizacion de dos diferentes técnicas: la microscopia electrénica y la cristalografia de proteinas.
La criomicroscopia electrénica fue la técnica que dio la primera imagen de alta resolucion de todo
el complejo. En dicha imagen se observa claramente su estructura bipartita, el sector embebido
en la membrana (Fo) y el segmento que sobresale de ésta (F+).

La primera estructura cristalografica de alta resolucion, que fue publicada en 1994, por
Abrahams y cols. (5), muestra un heptdmero compuesto por las subunidades o;3;y con una
resolucion de 2.8 A. Una de las caracteristicas mas impactantes de esta estructura es su
asimetria. Si bien las subunidades o alternan con las subunidades B formando un cilindro
simétrico, es la subunidad y la que introduce asimetrias en el complejo. La primera asimetria
inducida por la subunidad y se observa en la composicion de nucleétidos asociados a los sitios
de unién de las subunidades a y .

En el F, existen 6 sitios de fijacion de nucledtidos, que estan localizados en las
subunidades o y B y se encuentran orientados hacia las interfases entre ambas subunidades. Sin
embargo, solo tres de ellos son cataliticamente activos y estan principalmente en las
subunidades B, los restantes sitios son no cataliticos y estan localizados en las subunidades a.
En la Figura 1, se muestra la estructura tridimensional del complejo F; de bovino; en ella los tres
sitios no cataliticos estan ocupados por AMP-PNP (Adenosina 5’-(B,y-imido)trifosfato), un
analogo no hidrolizable del ATP. Sin embargo, cada uno de los tres sitios cataliticos exhibe una
conformacion y composicion de nucleétidos diferente: uno contiene AMP-PNP, otro ADP vy el
ultimo esta vacio. Se sabe por otra parte, que en ausencia de la subunidad vy, los complejos son
simétricos (11).
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Subunidad o

interface no Subunidad B
catalitica interface
catalitica

Subunidad f3
interface
catalitica

Subunidad o
interface no
catalitica

Subunidad a Subunidad B
interface no interface
catalitica catalitica

Figura 1. Estructura tridimensional del complejo Fy de bovino (Bos taurus), resuelta por
cristalografia de rayos X. En este corte transversal se aprecia en el centro la subunidad y (azul
claro). Las subunidades B, de color violeta, gris y rojo, se muestran con AMP-PNP, sulfato y ADP,
correspondientes a las conformaciones de las interfaces cataliticas abierta, vacia y cerrada. Las
subunidades a, de color azul, amarillo y verde tienen exclusivamente AMP-PNP en las interfaces

no cataliticas.

Desde 1994, afio en que se obtuvo la primera estructura tridimensional, a la fecha se
han determinado mas de 10 estructuras, no solo de varios complejos F4, sino también de las
subunidades independientes y en diferentes condiciones (ver Tabla 2 y Figuras 1 a 6).
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A

Figura 2.- (A) Complejo F1 de Bos taurus en presencia de DCCD en un corte longitudinal. En esta
estructura se observa a las subunidad vy (azul claro) completa, ademas se ven las subunidades &
(rosa) y ¢ (azul obscuro), en la base de y. La subunidad o (verde) y la subunidad B (gris) se
muestran sin nucleétido. (B) Estructura tridimensional del complejo F1 de E. coli en corte
longitudinal. En esta figura se muestran las subunidades a (amarilla), B (violeta), y (rosa) y ¢ (azul
claro). En este complejo procariote, se observa una conformacion muy diferente de la subunidad ¢
que la de su equivalente (subunidad &) del complejo eucarionte (figura 2A).

) C
B VOSSN AW

Figura 3. Estructura tridimensional del dimero de IF; resuelta por cristalografia de rayos X. Cada
subunidad (azul y amarilla) se encuentra enrollada a la otra a través de su extremo carboxilo. Los
extremos aminos, que contienen la regién inhibitoria, quedan libres. La longitud de éste dimero es
de 130 A.
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Figura 4.- Homologia estructural entre la subunidad ¢ de E. coli (A) y la subunidad 5 de B. taurus
(B) en el complejo F+. La estructura de la subunidad ¢ de E. coli en forma soluble (A) contrasta con
la conformacion que adquiere en el complejoy d (C) en el que tiene una funcién inhibitoria. La
subunidad & de bovino ha perdido esta funcién ya que la subunidad ¢ de bovino (exclusiva de
eucariotes) restringe su movilidad.

De tal impacto fue la asimetria observada en esta estructura, que ha sido tomada como
una prueba mas del mecanismo catalitico de fijacion de nucleétidos con cambio de afinidad de
los sitios activos de la ATP sintasa, descrito por Paul Boyer (12). Dicho mecanismo propone, a
grandes rasgos, que cada uno de los tres sitios cataliticos sufre, alternadamente, tres grandes
cambios conformacionales acompanados de un cambio de nucleétidos (ADP 6 ATP)3. Ademas,

3 Nota del editor: Se recomienda revisar, de esta misma coleccion, el articulo de Velasquez |, Guerra G,
Martinez F y Pardo JP (1999). Los complejos de la cadena respiratoria y la ATP sintasa. En: Martinez-
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durante cada ciclo cada sitio se encuentra siempre en un estado diferente de los otros dos. Este
mecanismo supone la accién de un catalizador rotatorio, en donde el hexamero asB; permanece
fijo respecto a una subunidad y rotatoria. Es esta subunidad asimétrica la que induce el cambio
conformacional a cada interfase catalitica aff. Recientemente, las estructuras cristalograficas
resueltas para el complejo de Bos taurus (bovino) en presencia de varios inhibidores especificos,
tanto covalentes como no covalentes (13, 14), han ayudado a elucidar los componentes
estructurales clave para la catdlisis (Figuras 1 y 2). En todas estas estructuras se preserva la
misma asimetria del heptamero de a;B;y, en los sitios cataliticos, que fue descrita desde la
primera estructura (5).

y

Figura 5. Los datos estructurales de las subunidades de membrana de la FoF1 son escasos. Por
resonancia magnética nuclear (RMN), se han resuelto los mondémeros de c a diferentes
condiciones de pH. La subunidad ¢ a pH 5.0 (A) muestra una conformacion extendida, en donde
se oculta el Asp61. Este aminoacido es indispensable para el transporte de H*. A pH 8.0 (B), por el
contrario, muestra una conformacion diferente con el Aps61 expuesto.

Montes F, Juarez Oropeza MA, Pardo Vazquez JP y Morales Lépez S (eds). Mensaje Bioquimico, Vol.
XXIII. pp 25-65.
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Figura 6. Estructura tridimensional de baja resolucion del complejo F1Fo de levadura. Se observan
las subunidades a, B, v, 8 y el oligébmero de 10 subunidades c. Es la Unica estructura tridimensional
donde se aprecia la region hidrofébica del complejo.
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Figura 7. Esquema del complejo FoF1 ATP sintasa con el sistema en el que se observo la
rotacion. Inserto inferior: Detalles del acoplamiento entre las subunidades F,-c y el filamento de
actina via los complejos estreptavidina-biotina. En este sistema se fijo el estator, formado por las
subunidades asBsab, (en azul) mediante colas de histidina a un porta objetos cubierto de niquel,
mientras que al rotor y3c1o (en rojo) se unid un filamento de actina. El complejo F,F1 es demasiado
pequefo para ser observado por microscopia Optica, sin embargo, el filamento de actina de 1 a 2
um es facilmente observable por su fluorescencia. Inserto superior, fotos de la secuencia de la
rotacién al adicionarse ATP al sistema, la flecha indica la direccién de la rotacion en el tiempo.

Basados en estas estructuras cristalograficas, asi como en las observaciones cinéticas,
se realizd el experimento que demostré la rotacion del complejo F1 durante la catalisis. Hiroyuki
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Noji y cols.(38) fijaron las tres subunidades B del hexamero, mediante colas de histidinas, a un
portaobjetos cubierto de niquel y al eje formado por la subunidad y se le unié un filamento de
actina que es autofluorescente y de un tamano 10 veces mayor que el complejo de la ATP
sintasa (Figura 7). Este filamento permitié observar el efecto rotatorio producido por la adicién de
ATP al complejo F4 (15 y 38), el cual esta formado por dos componentes mecanicos, un estator
(a3B30) y un rotor (ye).

Cinéticamente, el complejo F;-ATPasa exhibe ciertas particularidades; por ejemplo, a
concentraciones nanomolares de sustrato, solo uno de los sitios cataliticos opera; mientras que a
concentraciones micromolares de sustrato los tres sitios cataliticos operan simultaneamente. A
estas dos formas de catélisis se les conoce como catalisis unisitio y multisitio, respectivamente.
La catalisis multisitio exhibe dos diferentes cooperatividades cinéticas: a) cooperatividad negativa
para la union del sustrato y b) cooperatividad positiva para la catélisis. La cooperatividad
negativa significa que por cada sitio catalitico que sea ocupado, los sitios restantes tendran
menor afinidad por el sustrato que el anterior. En cambio, la cooperatividad positiva significa que
mientras mas sitios cataliticos estén llenos, mas rapido procedera la catalisis. Las observaciones
estructurales de rotacidén dependiente de hidrdlisis de ATP aportaron datos claves para entender
el mecanismo de la catdlisis unisitio y multisitio. Entre éstas, destacan las siguientes:

1.- El mecanismo de transmisién de los cambios conformacionales a las subunidades aof}, es
debido a la rotacion de la subunidad y.

2.- A muy bajas concentraciones de ATP, la rotacion disminuye drasticamente, lo cual implica
que la catalisis multisitio depende de la rotacién y que por el contrario, la unisitio no.

3.- Dos inhibidores especificos de la ATPasa, la efrapeptina y la aurovertina, no alteran la
asimetria del complejo. Ambos inhiben la catalisis multisitio y no afectan la unisitio. En
consecuencia, posiblemente ambos actuan previniendo la rotacion.

Recientemente, Peter Dimroth (16) utilizando el complejo FoF;, realizé experimentos que
permitieron comprobar que tanto la hidrélisis como la sintesis de ATP, proceden acompafnadas
de la rotacion del eje formado por las subunidades yde de F1 y ¢ de Fo, y que la rotacién en el
complejo FoF; requiere del transporte vectorial de H" o Na*.

4. REGULACION.

Igual que todos los procesos metabdlicos, la sintesis de ATP por la FoF4 ATP sintasa
esta sujeta a una regulacion estricta. Un primer nivel general de regulacién esta determinado por:
a) la disponibilidad de sustratos (ADP, Pi), y b) por el potencial electroquimico. Debido a que
tanto el ADP como el Pi deben atravesar la membrana interna mitocondrial para alcanzar a la
ATP sintasa, cada uno de ellos es transportado por su acarreador especifico. En el caso del
ADP, el mismo acarreador se encarga de desplazar el ATP sintetizado en la matriz mitocondrial
hacia el exterior de ésta. El potencial electroquimico es proporcionado por la actividad de la
cadena respiratoria en mitocondria, o la cadena fotosintética en cloroplasto. La velocidad de
sintesis del ATP en la mitocondria, el cloroplasto y las bacterias, depende principalmente de
éstos dos factores.
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Tabla 2. Estructuras tridimensionales resueltas por cristalografia de rayos X 6 RMN y su relevancia en la funcién del complejo.

Sub- . Refe-
- Organismo Notas: .
unidades rencia
a3Psydcye | Saccharomyces | Estructura mas completa de la FoF1 ATP 21
cerevisiae sintasa.
a3Bsyde | Bostaurus Estructura mas completa del segmento F+, 12
este complejo esta inhibido con DCCD. Tanto
la forma inhibida como la no inhibida,
muestran un complejo asimétrico.
a3Paye Escherichia coli | Estructura del complejo F4 de E. coli, muestra 22
las diferentes conformaciones que puede
asumir la subunidad «.
af Spinacea Subunidades of} de cloroplasto en complejo 13
oleracea con el inhibidor tentoxina, especifico de
plantas.
afy Rattus Complejo F1 cristalizado en una forma 23
norvegicus simétrica.
af Bacillus sp. PS3 | En ausencia de la subunidad vy, este complejo 11
es simétrico.
IF4 Bos taurus Proteina inhibidora, la forma activa es un 18
dimero.
S Escherichia coli | Amino terminal (de los residuos 1-134) de la 24
subunidad bacteriana.
€ Escherichia coli | Subunidad bacteriana, resuelta por 25, 26
cristalografia y Resonancia Magnetica
Nuclear.
b Escherichia coli | Cuello externo del FoF+, cristalizada como 27
monomero y modelada como dimero a partir
de datos de SAX. Forma funcional en bacteria,
dimero.
c Escherichia coli | Subunidad que forma el poro de protones del 28

complejo, resuelta por RMN. Forma funcional,
oligémero.
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Otro regulador importante de la ATP sintasa, exclusivo de eucariontes, es la proteina
inhibidora (IF4). La IF; es una proteina basica de so6lo 84 residuos aminoacidicos, capaz de
inhibir la actividad de la FoF4 en condiciones que favorecerian la hidrélisis de ATP. Esto es,
actua como un seguro, previniendo el agotamiento de las pozas mitocondriales de ATP en
ausencia del potencial electroquimico. Desde su descubrimiento, se observé que esta proteina
tiene un efecto inhibitorio, y ademas posee un efecto protector a la desnaturalizaciéon a
temperaturas extremas. El interés sobre esta proteina se ha avivado recientemente debido a las
nuevas observaciones respecto a su interaccidon y efectos sobre el complejo F;. Asi, se ha
observado que en condiciones acidas la IFy es capaz de dimerizarse formando una estructura
supersecundaria conocida como hélice enrollada (17) (Figura 3). Esta estructura se identificé por
cristalografia de rayos X y por resonancia magnetica nuclear (NRM)*. La hélice enrollada
involucra 40 residuos del extremo carboxilo terminal, dejando libre los 44 residuos restantes del
extremo amino correspondientes a la regién inhibitoria, que interacciona con el complejo F1 para
formar el complejo Fq-IF; (18). Una consecuencia importante de la interaccion entre IF; y Fy,
radica en el hecho de que la IF, dimeriza al complejo F4-IF; de tal manera que en la purificacion
del complejo enddégeno se obtiene una proporcion del total dimerizada, (Fi-IF4),, y otra
monomérica, (Fq-IF4); (esquema 1) (19).

2F1+2IF; e (Fi-IF)) + (F-IF)) P (Fi-IF1);

monoémeros dimero

Esquema 1. Interconversion entre la F; soluble y la IFy en las formas monomérica (F;-
IF4) y dimerica (F4-IF4), del complejo F4 con un IF4 enddgeno.

Hasta la fecha, aun no se ha definido la trascendencia de este efecto dimerizante en la
mitocondria. Sin embargo, hay indicios de que la regulacion del estado oligomérico de la ATP
sintasa es importante no sélo sobre la funcién de la enzima, sino sobre la morfologia de las
crestas mitocondriales (20). Se ha observado que en mitocondrias de levadura la ultraestructura
de la mitocondria depende el estado oligomérico de la F,Fy ATP sintasa y que dicho estado
depende directamente de las subunidades e y g; sin ellas, las crestas mitocondriales
desaparecen. Esto abre nuevas y emocionantes lineas de investigacién para integrar la
informacion cinética, estructural y ultraestructural de este complejo en la mitocondria.

PECADOS.

INTRODUCCION.

La presencia de ATP en el espacio extracelular y de proteinas pertenecientes al sistema
de sintesis de ATP mitocondrial en membranas fuera de la mitocondria, plantea problemas

* Nota del editor: Se recomienda ver el articulo de Federico del Rio Portilla ¢Como se determinan
estructuras de proteinas por Resonancia Magnética Nuclear? en este mismo volumen.
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importantes que aun no han sido resueltos debido a lo sorpresivo de estas observaciones ya que
para asegurar la localizacién en la membrana plasmatica del complejo F,F; ATP sintasa o de
algunas de sus subunidades ha sido necesario tener un control estricto de la integridad de las
membranas y utilizar sustratos, productos e inhibidores impermeables a la membrana
plasmatica.

Por otro lado, la presencia de proteinas mitocondriales fuera de ellas plantea la
existencia de posibles mecanismos para su localizacién ectdpica tales como, la codificacion
genética de las subunidades con un peptido sefial no mitocondrial, su localizacién sin la
exigencia de un péptido senal, la existencia de otro gene ex profeso para su insercion en otra
membrana, o una localizacion al azar.”

La deteccién de nucledtidos y nucledsidos de adenina en el espacio extracelular, implica
que su sintesis se lleva a cabo en la matriz mitocondrial o bien en el citoplasma. Asi mismo, su
salida a través de la membrana plasmatica podria ocurrir por algin poro o acarreador especifico
desconocido, o por la fusién de vesiculas cargadas de ATP, como se ha descrito en células de
epitelio secretor de las glandulas salivales, o de los ductos secretores del pancreas (39), aunque
aun existe la remota posibilidad de que éste sea sintetizado in sifu en otras membranas. Por
ejemplo, el ATP es liberado al plasma sanguineo durante la agregacién de las plaquetas, o en el
espacio intersinaptico durante la neurotransmision. EI ATP en el espacio extracelular tiene
diversas funciones ya que se fija a receptores especificos asociados a proteinas “G” actuando
como molécula de sefializacion en la comunicacion intercelular o regulando canales idnicos, con
consecuencias fisiologicas tan variadas como la respuesta inflamatoria, la necrosis, la apoptosis
o el transporte en los epitelios. Todas estas posibilidades aiun no han sido abordadas con todo
detalle, debido a lo novedoso de los hallazgos.

1. LOCALIZACIONES ECTOPICAS EN CELULAS ENDOTELIALES.

La mayor parte de las localizaciones ectdpicas de los complejos de la ATP sintasa o de
sus subunidades se ha observado en células endoteliales. Estas células que recubren los vasos
sanguineos, estan sometidas a cambios hemodinamicos que generan fuerzas que contraen o
dilatan los capilares y que regulan muchas de sus funciones. Entre los ejemplos descritos hasta
ahora, podemos mencionar los siguientes:

RECEPTOR DE ANGIOSTATINA.

Las subunidades de la F,F; ATP sintasa mitocondrial se han localizado en la membrana
plasmatica de las células endoteliales como el sitio de fijacion de la angiostatina (29), un péptido
derivado del plasminégeno cuya funcion es inhibir la proliferacién de las células endoteliales y la
angiogénesis.

La hidrdlisis de ATP por la ATPasa ectdpica se inhibe por angiostatina. Posee también
una actividad muy marginal de sintesis de ATP inhibible por angiostatina que sugiere la
presencia de los segmentos de Fo, pero estos aun no han sido detectados.

* Nota del editor: Se sugiere revisar el trabajo de Diego Gonzalez-Halphen La migracién de genes de la
mitocondria al nucleo y la evolucién de los genomas mitocondriales, en este mismo volumen.
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Como no existe cadena de transporte de electrones en la superficie de las células
endoteliales, se ha planteado que el bajo O, en que se encuentran las células endoteliales en el
interior de los capilares de la microvasculatura acidifica el interior de éstas y podria ser la fuente
del gradiente de H' para la sintesis del ATP®.

RECEPTOR DE CITOCINA p43.

La subunidad o de la F1-ATPasa de mitocondria (F-a) se ha localizado en la membrana
plasmatica de las células endoteliales actuando como receptor de la citocina p43, que induce la
accion de otras citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNF), y cuya accion es la de inhibir
la proliferacion de las celulas endoteliales y la angiogénesis (30).

VASOCONSTRICTOR.

Como una respuesta al estrés hemodinamico, las células endoteliales secretan a la luz
de los capilares, la subunidad 6 (F¢) del segmento Fo de la ATP sintasa (31), produciendo una
vasoconstriccion. Hasta la fecha, la subunidad 6 parece ser el Unico vasoconstrictor endégeno
descrito que coincide con la observaciéon de que en animales hipertensos, los niveles de Fg en la
circulacién aumentan.

2. LOCALIZACIONES ECTOPICAS EN OTRAS ESTIRPES CELULARES.

CHAPERONA.

En células animales y de plantas, la subunidad Fi-a. mitocondrial y las chaperonas
mitocondriales comparten secuencias similares que plantean una relacion evolutiva entre ellas.
En congruencia con esta idea, se ha observado que la subunidad F-f de la ATPasa de
cloroplasto requiere de la subunidad Fi-a para conservar su estructura nativa actuando ésta
ultima como una chaperonina. Por otro lado, la chaperonina mitocondrial hsp60 se asocia a la
subunidad F;-a recientemente sintetizada (32).

RECEPTOR DE APOLIPOPROTEINA Af1.

En la membrana plasmatica de hepatocitos se ha detectado inmunolégicamente, la
presencia de las subunidades Fi-o y F4-f de la ATPasa mitocondrial, que actuan como
receptores de la apolipoproteina A1 e inducen la endocitosis de las lipoproteinas de alta
densidad mas el colesterol. Se ha medido hidrdlisis de ATP en la membrana del hepatocito que
es inhibida por la proteina inhibidora de la ATPasa mitocondrial, lo que demuestra la localizacion
ectopica de un complejo F4-ATPasa funcional. La presencia de la lipoproteina estimula la
hidroélisis de ATP con la consecuente producciéon de ADP que se requiere para la endocitosis
(33).

FUSION DE MEMBRANAS.

La subunidad ¢ de la ATPasa vacuolar (V,-c) se origind por una duplicacion y fusion
génica de la subunidad c ancestral presente en la F,F; ATP sintasa mitocondrial. Por ello
mantiene un 80% de identidad con las dos asas cataliticas de la subunidad ¢ mitocondrial actual.
La V,-C se ha identificado en la membrana del sinaptosoma de células neuronales y parece

® pPara la FoF; ATP sintasa de eubacterias y cloroplasto ha sido mostrado que, cinéticamente, es mas
importante el AY que el ApH para la sintesis de ATP:
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tomar parte en la fusién de la membrana sinaptosomal con la membrana plasmatica induciendo
la liberacion de la acetilcolina (34) a través de la formacién de poros.

3. LOCALIZACIONES ECTOPICAS EN CONDICIONES PATOLOGICAS.

REGULACION DE LA PROLIFERACION DE CELULAS TUMORALES.

La subunidad F4- de la F4-ATPasa mitocondrial ha sido identificada en la membrana
plasmatica de las células tumorales. Su presencia induce la adhesién de los linfocitos citotdxicos,
en un proceso independiente del complejo de histocompatibilidad, regulando la citotoxicidad y la
lisis celular (35). Por otra parte, la subunidad F¢-a. mitocondrial se ha localizado en la membrana
plasmatica de las células tumorales como receptor de la citocina p43, lo que ocasiona una
inhibicion de la proliferacion de las células tumorales (30).

COMPONENTE DE LOS AMILOIDES EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

Se ha encontrado que la subunidad Fi-a de la F4-ATPasa mitocondrial es un
componente importante en el complejo de neurofibrillas amiloides que se forman en las
neuronas de los pacientes con la enfermedad de Alzheimer (36).”

FORMACION DE POROS EN LA MEMBRANA PLASMATICA.

La subunidad Fo-c de la ATP sintasa localizada ectopicamente en la membrana
plasmatica de células excitables (como las del miocardio, las neuronas cerebrales y las de la
retina), forma poros de 10 componentes de Fo-c por los cuales se induce un transporte de Na* o
Ca”". Este proceso es uno de los factores que producen la enfermedad de Batten o lipofusinosis
ceroide neuronal, una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por la proliferacion de
cuerpos de inclusion en el cerebro. Se ha atribuido al aumento de los canales, y al cambio
drastico de la composicion de iones que éstos producen en las células afectadas, las
alteraciones observadas en los procesos de regulacion y muerte que acompafian a esta
enfermedad (37).

PERSPECTIVAS.

Es indudable que una vez comprobada la existencia de estas localizaciones ectdpicas de
la ATPasa 6 la ATP sintasa 6 algunas de sus subunidades, y una vez repuestos de la sorpresa,
es claro que estos hallazgos abren un campo inmenso y excitante que debera tratar de explicar
desde el origen de estas enzimas y su funcién, hasta la posible cura de muchas enfermedades
de etiologia hasta ahora desconocidas. En la tabla 3 se resumen todos los pecados de este
versatil complejo.

” Nota del editor: Se recomienda revisar, de esta misma coleccion, el articulo de Chanez-Cardenas ME,
Cisneros Armas DA, del Pozo Yauner L, Becerril B, y Fernandez-Velasco DA (2002). Enfermedades
relacionadas al plegamiento anémalo de las proteinas. En: del Arenal Mena IP, Cea Bonilla A, Riveros-
Rosas H, Vazquez-Contreras E. (eds). Mensaje Bioquimico, Vol. XXVI. pp 73-97.
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Tabla 3. Localizacion ectopica de subunidades de la ATP sintasa mitocondrial en condiciones normales y

patolégicas.
Normales
Segmento Tipo celular Localizacién Interaccién Funcién
Fi-aB Células Membrana Receptor de angiostatina. Regulacion de
endoteliales plasmatica. angiogénesis.

Fi-a Hepatocitos. Membrana Receptor de apolipoproteina | Transporte de

plasmatica. Al. lipidos y colesterol.

Fi-a Células Citoplasma. Con F4-B y otras proteinas. Chaperonina.
animales y de
plantas.

Fi-a Células Membrana Fijacién de citocina p43 Inhibicion de la
endoteliales. plasmatica. proliferacion de

células
endoteliales.

Fo-Fe Células Membrana Células de capilares Vasoconstriccion.
endoteliales. plasmatica y

torrente
sanguineo.

Vo-c Neuronas Membrana del Fusion de membrana Liberacién de
cerebrales. sinaptosoma. sinaptosomal y citoplasmica. | acetilcolina.

Membrana
plasmatica
Patolégicas
Segmento Tipo cellular Localizacién Interaccién Funcién

Fi-ou Neuronas Citoplasma. Neurofibrillas en la

cerebrales. enfermedad de
Alzheimer.

F1-B Células Membrana Diferenciacion de linfocitos Inhibicion de
tumorales y plasmatica. citotdxicos. proliferacion de
endoteliales. células endoteliales

y regulacion de lisis
de células
tumorales.

Fo-c Cardiocitos. Membrana Formacién de canales de Lipofucinosis
Neuronas plasmatica. Na*y Ca®". ceroidea 6
Retinocitos enfermedad

neurodegenerativa
de Batten.
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Introduccion

Las bacterias secretan un gran niumero de proteinas al medio extracelular entre las que
se incluyen toxinas, adhesinas y diversas enzimas hidroliticas que se requieren en diferentes
aspectos del ciclo de vida bacteriano, como por ejemplo, en la biogénesis de organelos, la
adquisicidn de nutrientes y la expresion de factores de virulencia.

La secrecion de proteinas en bacterias es un area de investigacion que ha sido
extensamente estudiada en las ultimas dos décadas (para revisiones recientes ver referencias 1,

ABREVIATURAS: SSTI, SSTII, SSTIII, SSTIV (sistema de secrecién tipo |, 1l, 1l y IV respectivamente);
MI (membrana interna); ME (membrana externa)
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2y 3). La mayor parte del trabajo se ha desarrollado en las bacterias Gram-negativas, en las que
las proteinas a translocarse tienen que atravesar dos barreras lipidicas separadas por el espacio
periplasmico y la capa de peptidoglicano: la membrana citosélica 0 membrana interna (Ml), y la
membrana externa (ME) que es una bicapa asimétrica cuya cara exterior estda compuesta
principalmente por lipopolisacaridos (3). Por su parte, en las bacterias Gram-positivas la
secrecion de proteinas hacia el exterior celular requiere del transporte a través de una sola
membrana, por lo que algunos géneros como Bacillus, se utilizan industrialmente para la
produccion comercial de ciertas proteinas extracelulares que se logran obtener con muy altos
rendimientos; sin embargo, dicho proceso ha sido poco estudiado en estos microorganismos.
Recientemente, con la secuenciacion de los genomas de diferentes bacterias Gram-positivas, se
ha encontrado que muchos de los genes que participan en el proceso de secrecidon y que
originalmente fueron identificados en la bacteria Gram-negativa Escherichia coli, también estan
presentes en estos organismos. De hecho, los componentes centrales de la maquinaria principal
de translocacion (denominada sistema Sec) en bacterias Gram-negativas y Gram-positivas
muestran un alto grado de similitud, lo que sugiere que el mecanismo funcional puede ser el
mismo (4).

A pesar del numero, la diversidad y la amplia variedad de funciones que desempefan las
proteinas secretadas (protedlisis, hemolisis, citotoxicidad, reacciones de fosforilacion, etc.), éstas
son translocadas utilizando un numero limitado de mecanismos. Las vias de secrecion en las
bacterias Gram-negativas han sido clasificadas en cinco grupos principales: secrecién tipo |, I,
lll, IV y los autotransportadores. Dicha clasificacion se basa en la naturaleza molecular de las
magquinarias de transporte y las reacciones que éstas catalizan (3). Sin embargo, estos grupos
se pueden aun subdividir en dos grandes clases dependiendo del mecanismo que se utilice para
el transporte a través de la membrana plasmatica. Las vias Sec-dependientes, que utilizan el
sistema de secrecidon denominado Sec, en el que las proteinas a secretarse presentan una
secuencia sefal o péptido lider en el extremo amino terminal; y las Sec-independientes en las
que los sustratos se pueden translocar directamente desde el citosol hasta el exterior celular sin
que exista un intermediario periplasmico, ni una secuencia sefial en el amino terminal (1, 2).

En el presente trabajo se describiran brevemente los diferentes sistemas de secrecion en
las bacterias Gram-negativas, poniendo un énfasis especial en el sistema de secrecion tipo |l
(SSTII) y su importancia en la patogénesis microbiana. Posteriormente se daran dos ejemplos
del SSTIII; por una parte se hablara del proceso de translocacién de factores de virulencia a una
célula hospedera eucarionte, que se lleva a cabo por diferentes bacterias patégenas y
finalmente, se describira la biogénesis flagelar en Salmonella enterica serovar Typhimurium.

SISTEMA DE SECRECION TIPO | (SSTI)

Este mecanismo es utilizado por una amplia gama de bacterias para la secrecion de
toxinas, proteasas y lipasas. Es una via Sec-independiente, por lo que no se requiere del
procesamiento de un péptido lider para atravesar la membrana citoplasmica; la secrecién
protéica se da en un solo paso desde el citosol hasta el exterior celular (1). Los sustratos a
exportarse por este sistema presentan una sefal de secrecion en el extremo carboxilo terminal,
que sin embargo, no es procesada. Esta sefial es especifica para ciertas subfamilias de
sustratos como por ejemplo, las proteasas; sin embargo, aun se desconoce la naturaleza de
dicha sefial y el mecanismo mediante el que es reconocida (2,3).
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El SSTI estd constituido por tres componentes: un canal en la membrana externa
denominado PME (proteina de membrana externa), un transportador ABC (de sus siglas en
inglés ATP binding cassette) en la membrana interna (MI) y una proteina periplasmica que
también estd anclada a la Ml y que se denomina PF (proteina de fusion) (2, 5) (Fig. 1A). Los
sistemas de transporte ABC pertenecen a una superfamilia de transportadores que son también
utilizados por bacterias Gram-positivas y que existen en eucariontes, desde la levadura hasta el
humano, siendo los responsables del transporte de un gran numero de iones y moléculas
pequenas (6).

ME

Periplasma

Mi

Figura 1. Componentes del SSTI. A) El sustrato se reconoce a través de una secuencia sefial en
el extremo carboxilo terminal (marcado en rojo). En este modelo de secrecion, la proteina
periplasmica de fusion PF interactia con el transportador ABC en la Ml y con la proteina PME que
forma un canal en la ME (modificada de 2). B) Secrecion de hemolisina HIyA en E. coli. HlyA
interacciona con el transportador ABC HlyB (representado por la letra B) y la proteina de fusion
trimérica HlyD (representada por la letra D), en un proceso dependiente de la fuerza protén motriz
(FPM). La translocacion de HIyA requiere de la interaccion entre HlyD vy el transportador trimérico
TolC, asi como de la hidrélisis de ATP (modificada de 3).

El prototipo para ejemplificar este sistema es la secrecion de la toxina a-hemolisina
(HIlyA) en E. coli. Dicha toxina se produce principalmente en cepas de E.coli que causan
infecciones del tracto urinario (E. coli uropatégena), y es un factor de virulencia importante
debido a su actividad citolitica y citotoxica. La secrecion de la hemolisina HlyA requiere al
transportador ABC HIyB, a la proteina periplasmica de fusion HlyD y a la proteina TolC que
forma un poro en la ME (7) (Fig. 1B). La energia de hidrdlisis del ATP es utilizada para la
secrecion del sustrato. El modelo de translocacion a través de este sistema postula que en una
etapa inicial existe una interaccion entre las proteinas HIlyB y HIyD. Posteriormente se une el
sustrato a dicho complejo, en particular a la proteina HlyB, lo cual ocurre a través del
reconocimiento especifico de la senal de secrecion en el carboxilo terminal. Cuando se forma el
complejo HIyA-HIyB-HIyD, se produce una coneccidon con el poro de salida TolC en la ME,
forméandose un canal que atraviesa el periplasma (7, 8) (Fig. 1B). Recientemente se obtuvo la
estructura cristalografica de la proteina multifuncional TolC con la que se pudo sugerir un modelo
en cuanto a su papel en este proceso de secrecion (9). TolC es una proteina trimérica que forma
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un canal con un diametro interno de 35 D en la ME, y que presenta una arquitectura unica de un
barril $ de 12 hebras. Tres protdmeros de TolC se ensamblan formando un conducto continuo de
140 D de largo que atraviesa a la ME y se extiende al espacio periplasmico. A su vez, se forma
un trimero de HlyD que pudiera generar un cilindro con un diametro muy similar al trimero de
TolC. El tunel que forma TolC esta completamente abierto en la parte extracelular de la ME, pero
cerrado en el periplasma, en donde existen una serie de '-hélices enrolladas que pueden
utilizarse para abrir el canal, y se propone que esto puede ocurrir a través de un mecanismo
alostérico regulado por interacciones proteina-proteina con los componentes de la MI, en
particular con HIyD. Este puente que se forma es transitorio y se colapsa al concluir la secrecién
(5,7,8).

En conclusion, las caracteristicas particulares del canal TolC, como lo es su excepcional
longitud, hacen que se pueda formar un conducto de secrecion directo hacia el exterior celular.
Las dimensiones del canal sugieren que la hemolisina se debe transportar de forma parcialmente
plegada. Las reacciones catalizadas por esta maquinaria estan dirigidas en una etapa temprana
por el gradiente electroquimico de protones a través de la membrana plasmatica de E. coli,
posiblemente para la formacion del complejo, y posteriormente por la hidrélisis de ATP para la
secrecion (5).

SISTEMA DE SECRECION TIPO Il (SSTII)

El SSTII es responsable de secretar una gran cantidad de enzimas hidroliticas y toxinas,
como la toxina del cdlera. Esta via también se conoce como sistema general de secrecion y
ocurre en dos etapas. Primero, la maquinaria Sec transloca el sustrato con péptido lider a través
de la membrana plasmatica, por lo que el SSTII es una via Sec-dependiente. Dicho péptido es
generalmente una secuencia corta (de aproximadamente 30 aminoacidos), de los que uno o
varios presentan carga positiva, ademas de una secuencia de 10 a 20 aminoacidos hidrofébicos.
En una segunda etapa, la proteina pierde el péptido senal y adquiere su conformacién nativa en
el espacio periplasmico, para posteriormente ser secretada a través de la ME por un complejo
sistema multiprotéico llamado tipo Il o secretén (2,3). A continuacion se describen ambas etapas.

1) Transporte a través de la M.

En E. coli, el poro de translocacién de la via Sec estd compuesto por tres proteinas
denominadas SecY, E y G, que pueden aceptar sustratos de dos diferentes fuentes. Por un lado,
la proteina precursora (con el péptido sefial), se mantiene en un estado de secrecion competente
o desplegado gracias a la union con la proteina chaperona SecB, quien la dirige a la subunidad
periférica SecA del complejo de translocacion heterotrimérico SecYEG, en la membrana
citoplasmica (3, 10). La proteina SecA es una ATPasa cuya actividad de hidrdlisis provee de la
energia necesaria para la exportacion. Por otro lado, un segundo mecanismo involucra una
translocaciéon co-traduccional, en donde una proteina naciente con su secuencia sefial es
reconocida por la particula de reconocimiento de la sefal (SRP) y su receptor. Estas rutas
convergen en el poro de translocacion SecYEG que se encuentra asociado con SecA. La
seleccion de la ruta se determina inmediatamente después de que la secuencia sefal naciente
sale del ribosoma (11). Una vez que los polipéptidos se translocan, actia una peptidasa que
procesa el péptido lider, para finalmente liberar a la proteina madura en el espacio periplasmico.
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En la ruta regulada por la chaperona SecB (Fig. 2), ésta reconoce al dominio naciente de
la preproteina. EI complejo binario se dirige a SecYEG unido a SecA (paso 2a y 3a, Fig. 2), o
bien, primero se asocia con SecA en el citosol a través de una interaccion de baja afinidad, hasta
que los sitios de translocacion en la membrana estén disponibles (paso 2b y 3b, Fig. 2). Para
interactuar con la translocasa se requiere de la union de alta afinidad entre SecB y SecA, lo cual
es seguido de la union de la secuencia sefal a SecA (paso 4, Fig. 2), lo que a su vez estabiliza la
interaccion SecA-SecB. Por ultimo, se transfiere la preproteina de SecB a SecA, se libera SecB
de la membrana y se inicia la translocacién (paso 4 y 5, Fig. 2), proceso que se encuentra
acoplado a la uniéon de ATP por SecA (11) (Fig. 2). La energia de la hidrélisis de ATP se utiliza
para la transferencia de la preproteina de SecA hacia SecYEG. Una vez que esto sucede, la
translocacion puede ser dirigida por la fuerza proton motriz.

Citosol

YRR IR ey ey

eSS DY S

Figura 2. Modelo del mecanismo de translocacion a través de la Ml por el sistema Sec. En el paso
1) la proteina chaperona SecB se une a una preproteina naciente en el citosol, estabilizando su
conformacion desplegada (paso 2a). El complejo binario SecB-preproteina es dirigido hacia la
translocasa SecYEG unida a SecA (paso 3a), o bien, primero se asocia con SecA (paso 2b) y
después se dirige a la Ml a reemplazar a SecA unida a SecYEG (paso 3b). En el paso 4 se une la
secuencia sefal a SecA, lo cual estabiliza la interacciéon SecB-SecA y la preproteina se transfiere a
SecA. La unién de ATP por SecA promueve el inicio de la translocacion y la liberacion de SecB del
complejo ternario (paso 5) (modificada de 10).

2) Transporte a través de la ME.

El SSTII para el transporte a través de la ME esta constituido por entre 12 y 16 proteinas
accesorias, y la nomenclatura de los componentes incluye las siglas GSP del inglés (general
secretion protein) (Fig. 3) (2,3). La secrecion de la lipoproteina pululanasa (enzima amilolitica
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que se secreta y permanece en la superficie celular), denominada PulA (o GspA considerando la
nomenclatura general), por Klebsiella oxytoca; asi como la secrecion de la toxina del colera por
Vibrio cholerae, representan los ejemplos prototipo de la via tipo Il (12). Ya en el periplasma, las
proteinas sufren modificaciones, tales como la formacion de puentes disulfuro o la
oligomerizacioén, y adquieren su conformacion nativa. EI SSTII incluye dos componentes en la
ME: la proteina GspD y la GspS (representadas por las letras D y S, Fig. 3). La proteina GspD,
que pertenece a la familia de las secretinas, se inserta en la ME y por medio de su
oligomerizacion, se forma un anillo dodecamérico con un diametro interno de entre 76 y 95 D,
suficiente para transportar polipéptidos plegados. La secretina (GspD) esta conservada entre los
diferentes sistemas tipo Il, también es un componente del SSTIII y del proceso de polimerizacion
del pili tipo IV, que es una estructura filamentosa de adhesion presente en muchas bacterias
patégenas y que también participa en la movilidad independiente de flagelo que se da sobre
superficies solidas. Por su parte, la proteina GspS es una lipoproteina de la ME que actia como
chaperona de GspD para su correcto plegamiento y actividad (3). Sin embargo, la mayoria de las
proteinas de este sistema (GspBCFGHIJKLMNO) se localizan en la Ml (o en el periplasma
asociadas a la MI), mientras que la ATPasa GspE, que energiza el proceso, se localiza en la
region citosdlica e interactia con el componente GspL de la MI (ver Fig. 3) (13). La
representacion esquematica de esta via se ejemplifica con la secrecién de la toxina del colera en
Vibrio cholerae (Fig. 3).

Medio Extracelular
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Figura 3. Modelo de secrecion de la toxina del célera por el SSTIl. En la primera etapa, las
subunidades A y B de la toxina se translocan a través de la Ml como precursores monoméricos
utilizando la via Sec. Posteriormente, en una segunda etapa, éstas se pliegan y ensamblan en el
periplasma en un complejo ABs. El complejo es dirigido al poro de la ME para su translocacion.
Las proteinas GspE, L y M regulan la secrecion extracelular comunicando la informaciéon de
fosforilacion o hidrolisis de ATP entre la Ml y el poro en la ME, posiblemente a través de la
proteina GspC. Las proteinas GspG, H, I, J y K son procesadas por la proteina GspO y forman una
estructura en forma de pilus cuyo componente mayoritario es la proteina GspG. Se postula que el
pilus puede actuar empujando a la toxina a través del poro, por repetidas extensiones y
retracciones como lo representa la flecha blanca (modificada de 13).
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Cinco de los componentes del SSTII (GspGHIJK, representados por la letra G en la Fig.
3) son similares a las subunidades estructurales del pili tipo IV llamadas pilina, por lo que se han
denominado seudopilinas (3, 13); y se exportan con una secuencia sefal de prepilina que es
procesada por GspO. Se ha propuesto que estas proteinas se ensamblan en una estructura tipo
pili que atraviesa el periplasma y que pudiera ayudar de forma directa o indirecta en el proceso
de secrecion. En este sentido, se ha demostrado que la sobreexpresion de la proteina GspG,
genera el ensamblaje de largos seudopilis (14). Debido a esto, se propuso que un pilus en el
SSTII podria actuar como un pistdn que empujara a las proteinas a secretarse a través del poro
en la ME (ver Fig. 3); sin embargo, aun no existe evidencia concluyente sobre la formacion de
dicha estructura. En este modelo, la ATPasa GspE puede proveer la energia necesaria para la
translocacion o para el ensamblaje del seudopili a través de ciclos repetitivos de unién e
hidrélisis de ATP. Estas observaciones sugieren que los dos sistemas (SSTII y biogénesis del pili
tipo 1V) estan evolutivamente relacionados (13).

Existen todavia muchas preguntas a contestar en cuanto a la funcién especifica de los
componentes de este sistema. Una de las caracteristicas Unicas de esta via es su capacidad de
transportar proteinas plegadas, lo que nos lleva a una de las mas grandes incognitas: ¢, Cual es
la sefal que permite a la maquinaria tipo Il reconocer a los diferentes sustratos? La comparacion
de la secuencia primaria de las proteinas secretadas no muestra similitudes, ademas, algunas de
las proteinas se transportan de forma monomérica (como la elastasa) y otras de forma
oligomérica (como la toxina de colera). Por otro lado, el analisis de la estructura tridimensional de
diferentes proteinas muestra como Unica similitud un alto contenido de hojas $, sin embargo, la
estructura o dominio consenso aun no se ha identificado (3, 13).

SISTEMA DE SECRECION TIPO IV

El SSTIV es una via recientemente identificada, homodloga a los sistemas de conjugacion
y al sistema VirB de Agrobacterium tumefaciens que facilitan la translocacion de DNA (2). Este
sistema es un transportador versatil que secreta tanto acidos nucléicos como proteinas. La
exportacion de la toxina pertussis (agente causante de la tos ferina) por Bordetella pertussis se
lleva a cabo a través de esta via y se han identificado sistemas homoélogos en diferentes
patégenos como Legionella pneumophila, Helicobacter pylori 'y Brucella suis, entre otros (15).

El sistema modelo o prototipo para ejemplificar esta maquinaria de secrecion es el del
transporte de DNA oncogénico o T-DNA (DNA tumoral) y proteinas efectoras (es decir,
nucleoproteinas), hacia el nucleo de células de planta, por el fitopatdégeno A. tumefaciens. Este
sistema consiste de 12 componentes denominados VirB1 a VirB11 y VirD4 (Fig. 4A), que
transfieren el complejo proteina-DNA en un solo paso desde el citoplasma hasta la célula
eucarionte a través del pilus-T. La nocién general aceptada para esta via es que no requiere de
intermediarios periplasmicos, por lo que la secrecion es Sec-independiente. Sin embargo, en
este sentido, la secrecion de la toxina pertussis es considerada una excepciéon ya que las
subunidades se exportan al periplasma a través de la maquinaria Sec y su asociacién en dicho
compartimento celular se requiere para una secrecion eficiente (16, 17). Ademas de esta
excepcion, se han reportado otras observaciones que no favorecen dicha nociéon general. Un
ejemplo de dichas observaciones es el de la localizacion en el espacio periplasmico de algunos
factores de virulencia en ausencia de la planta hospedera y de los componentes VirB, lo que
sugiere la posibilidad de que exista una ruta periplasmica (18).
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Figura 4. Componentes del SSTIV. A) Localizacion de los componentes del sistema VirB de
transferencia de T-DNA en A. tumefaciens. Se muestran 3 grupos funcionales: las proteinas de
localizacién extracelular que forman el pilus u otras estructuras adhesivas (B1, B2 y B5), los
componentes del nucleo periplasmico que forman el canal de translocacién (B3, B6, B7, B8, B9 y
B10) y las ATPasas asociadas a la Ml (B4, B11 y D4) (modificada de 15). B) Modelo de secrecion
a través del SSTIV. Se postula que se lleva a cabo una asociacion entre los componentes
generadores de energia en la MI y la maquinaria de secrecion (nucleo periplasmico). Las
estructuras en la superficie celular pueden iniciar el contacto con la célula hospedera, sin embargo,
la via de translocacion del sustrato es aun desconocida. La proteina VirB1 se encarga de lisar la
capa de mureina facilitando asi el ensamblaje del complejo que forma el nucleo periplasmico
(modificada de 16).
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Dentro del sistema VirB, existen componentes asociados a la Ml (VirB4, VirB11 y VirD4)
que son ATPasas que pudieran formar canales para la translocacion del sustrato o proveer
energia para el ensamblaje de la maquinaria (Fig. 4A). La estructura cristalografica de una
version truncada de la proteina TrwB del sistema de transferencia de plasmidos, que es
homoéloga a VirD4, indica que es un hexamero con un canal central que puede conectar el
citoplasma con el periplasma (19). De esta forma, los cambios conformacionales inducidos por la
hidrélisis del ATP podrian transducir la informacion del citoplasma hacia las subunidades
extracitoplasmicas (17). Otros componentes como VirB8, VirB9 y VirB10 forman un nucleo
periplasmico que puede también constituir un canal de translocacién. VirB6 atraviesa la Ml por lo
que se sugiere que este componente forma, en asociacién con las ATPasas, el canal
citoplasmico. Por otro lado estan los componentes del pilus VirB2 (que es la principal proteina
estructural), VirB5 y VirB7 que estadn asociados a dicha estructura (Fig. 4B). Por su parte, la
proteina VirB1 tiene un motivo que esta presente en las transglicosilasas liticas, por lo que se
propone que puede lisar la capa de peptidoglicano durante el ensamblaje del transportador (15).
Los estudios realizados en los ultimos afios en este sistema se han enfocado a la identificacion
de las interacciones entre los componentes descritos, con la finalidad de poder definir los pasos
en los que ocurre el proceso. La sefal de reconocimiento no ha sido identificada y la base
molecular del reconocimiento dual entre proteinas y complejos nucleoprotéicos en el SSTIV, aun
no se conoce.

AUTOTRANSPORTADORES

A través de este sistema se exportan proteinas con diferentes funciones incluyendo
proteasas, toxinas, adhesinas e invasinas. Los autotransportadores representan una via Sec-
dependiente ya que utilizan la maquinaria Sec para atravesar la MI; sin embargo, las proteinas
no requieren de factores adicionales para transitar del periplasma hacia el exterior celular, como
su nombre lo indica, dirigen su propia exportacion. El extremo carboxilo terminal de la proteina
dirige la secrecion de la region amino terminal a través de la ME (1,2).

El prototipo de esta familia de transportadores es la secreciéon de la proteasa IgA1 de
Neisseria gonorrhoeae. Esta bacteria infecta al humano y puede permanecer por periodos
prolongados en los tejidos. Para escapar de la respuesta inmune del hospedero, en particular de
los anticuerpos IgA de las mucosas oral e urinaria, N. gonorrhoeae secreta la proteasa IgA que
proteoliza dichos anticuerpos (3). EI mecanismo fundamental de translocacion a través de este
sistema fue descrito por primera vez por Pohlner y col (20). La proteina a secretarse presenta
tres diferentes regiones funcionales: una secuencia sefial en el amino terminal para atravesar la
MI, seguida de un dominio ** también llamado pasajero, que dara origen a la proteina expuesta a
la superficie celular y el dominio $ en el carboxilo terminal, que permite la secrecion a través de
la ME formando una estructura de barril-$ con 10-18 hebras antiparalelas (21) (Fig. 5).

Después de atravesar la MI, la secuencia sefial se procesa dando lugar a un
intermediario periplasmico, el cual se protege de degradacién probablemente a través de
chaperonas. Posteriormente, el dominio $ se inserta espontaneamente en la ME en una
configuracion de barril-$, en un plegamiento similar al que adquieren ofras proteinas de la ME,
como TolC. La primera y la Ultima de las hebras $ anfipaticas forman puentes de hidrégeno que
cierran la conformacion de anillo, a través del cual se transporta el dominio pasajero (Fig. 5).
Para este proceso no se requiere un acoplador energético (21, 22). Una vez que la proteina se
localiza en la superficie celular, el destino del dominio pasajero es diferente en los distintos
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organismos, puede permanecer asociado o ser liberado por protedlisis. En el caso de la proteasa
IgA, el dominio amino terminal expuesto a la superficie bacteriana se libera al medio extracelular
a través de un evento autoproteolitico.
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Secuencia Dominio A Dominio f
senal pasajero

Figura 5. Mecanismo de secrecion de un autotransportador. La proteina a secretarse tiene tres
dominios: la secuencia sefal, el dominio pasajero y el dominio B en el carboxilo terminal. El
péptido lider dirige la secrecion via el sistema Sec y se procesa en la cara periplasmica de la MI.
El dominio B del intermediario periplasmico adquiere la conformacién de barril-§ y se inserta en la
ME para formar el poro. Por ultimo se transloca el dominio pasajero a la superficie celular en
donde puede permanecer unido o bien procesarse (modificada de 22).

El modelo descrito predice que el barril-$ de un dominio carboxilo terminal monomérico
contiene un canal hidrofilico a través del que el amino terminal desplegado puede translocarse.
Sin embargo, en un trabajo reciente se demuestra que el carboxilo terminal se ensambla como
un complejo oligomérico con un poro central hidrofilico de 20 D de diametro, que es el que se
utiliza para la secrecion de la secuencia del amino terminal (23).

54



Gonzalez-Pedrajo y Dreyfus
_____________________________________________________________________________________________________________________|

Cabe mencionar que los autotransportadores han sido considerados en algunos reportes
como un SSTIV, sin embargo, recientemente se public6 una opinién consenso para evitar
confusion en cuanto a la terminologia de la clasificacion. Se concluyd que el nombre de
autotransportador es el que mejor describe al sistema, pero también puede ser considerado
como un sistema de secrecion tipo V.

SISTEMA DE SECRECION TIPO Ill (SSTIII)

El SSTIII constituye un area de investigacion que ha sido extensamente estudiada en los
ultimos afos. Es una via Sec-independiente en la que la secrecion ocurre en un solo paso
desde el citosol hasta el exterior celular, que desempefia un papel central en la patogenicidad de
muchas bacterias Gram-negativas (24).

ElI SSTIII ha sido identificado en una gran variedad de patégenos de humanos, animales
y plantas, incluyendo especies de Bordetella, Chlamydia, Erwinia, E. coli, Pseudomonas,
Ralstonia, Rhizobia, Salmonella, Shigella, Xanthomonas y Yersinia. Mediante este sistema los
factores de virulencia se pueden translocar hasta el citosol de la célula eucarionte (para
revisiones recientes ver 25, 26, 27). La maquinaria estd conservada entre los diferentes
patdgenos, sin embargo las proteinas secretadas difieren completamente, por lo que el mismo
mecanismo de transporte puede generar una amplia gama de enfermedades (24). Ademas de su
papel en la patogénesis, el SSTIII se requiere para la biogénesis flagelar (28), y es también
esencial para el establecimiento de la relacién simbidtica entre Rhizobium y plantas leguminosas
(29). A continuacion se describira la translocacion de factores de virulencia y la biogénesis
flagelar, como ejemplos del SSTIII.

TRANSLOCACION DE FACTORES DE VIRULENCIA

Tanto el flagelo, como el translocdn de secrecion de moléculas efectoras, son sistemas
complejos que requieren de mas de 20 proteinas que se ensamblan en largas estructuras
macromoleculares que atraviesan ambas membranas bacterianas, y en los sistemas de
virulencia, también la membrana plasmatica eucarionte. Es a través de dichos complejos
macromoleculares que ocurre el proceso de secrecion (Fig. 6). El ejemplo prototipo del SSTIII de
translocacion de factores de virulencia esta representado por la secrecion de proteinas efectoras
denominadas Yops, en la familia de patégenos Yersiniae.

La nomenclatura utilizada para los componentes de la maquinaria de secrecién incluye
las siglas ysc (del inglés Yersinia secretion). De entre estas, existen 11 proteinas que estan
conservadas en los diferentes SSTIII (YscC, YscD, YscJ, YscL, YscN, YscQ, YscR, YscS, YscT,
YscU y YscV), de las cuales 10 comparten a su vez similitud con el aparato de exportacién
flagelar (27). La mayoria de las proteinas se localizan en la Ml y estan relacionadas con los
componentes del cuerpo basal del flagelo (Fig. 6); sélo los miembros de las familias YscN, YscQ
y YscL son citosdlicos o periféricos a la membrana (2, 24). YscN pertenece a una familia de
ATPasas altamente conservadas en los diferentes SSTIII, que tienen los motivos consenso de
union a ATP (cajas de Walker A y B) y que estan relacionadas con las subunidades cataliticas de
las ATPasas bacterianas FyF4. Dicha enzima desempefia un papel muy importante en el proceso
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de secrecion, de forma que mutaciones puntuales en los residuos cataliticos del homdlogo de
YscN en Salmonella enterica serovar Typhimurium InvC, generan bacterias incapaces de
penetrar células epiteliales en cultivo (30). En cuanto a las proteinas integrales de la MI, la
topologia de YscR, YscU y YscV predice que poseen grandes dominios citoplasmicos que
pueden interactuar con los componentes citosoélicos o periféricos descritos anteriormente. YscJ
es una lipoproteina que tiene una secuencia sefal para el sistema Sec, lo que implica que a
pesar de que el SSTIIl es una via de translocacion Sec-independiente, la morfogénesis del
complejo macromolecular involucra etapas que requieren al sistema Sec (24); el mismo caso se
presenta en el ensamblaje flagelar como se vera mas adelante. Por su parte, la proteina YscC
pertenece a la superfamilia de secretinas de la que se hablé en el SSTII (GspD), y se encarga de
formar un canal en la ME.

Célula Eucarionte t
Membrana Plasmatica ; YOEI))B
Gancho
Filamento YopN
ME
2 Complejo
Cuerpo Basal Aguja
F a
o N D U
Mi r FIhB 1 RT
P-R LecrD
FlhA Q
NTP. e NTP

Biogénesis Flagelar Translocacion de Factores
de Virulencia

Figura 6. Modelos de secrecion tipo Il ejemplificados por la biogénesis flagelar (lado izquierdo) y
la translocacion de factores de virulencia en Yersinia (lado derecho). Se muestran los
componentes del cuerpo basal del flagelo bacteriano que son homélogos a los del complejo aguja
del sistema de translocacion de factores de virulencia. Ambos sistemas presentan una serie de
anillos en la Ml y ME, conectados a través de un canal que cruza el periplasma. Las proteinas se
translocan desde el citoplasma hasta el exterior celular por el interior de dichas estructuras. Para la
secrecion se requiere la energia de la hidrélisis del ATP (modificada de 2).
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Los complejos secretores de los factores de virulencia han sido aislados y observados
por microscopia electrénica en Salmonella enterica, Shigella flexneri, y recientemente en E.coli
enteropatégena (31,32,33). La similitud entre los componentes estructurales de estas
magquinarias con el cuerpo basal del flagelo es notable, lo cual sugiere la existencia de un
mecanismo comun de reconocimiento de sustrato y de exportacion (Fig. 7). Se ha propuesto que
el aparato de exportacion flagelar es el precursor evolutivo del sistema de secrecién de virulencia
(24, 28).

COMPLEJO DE
CUERPO BASAL

COMPLEJO AGUJA

13 nm

Figura 7. Comparacion entre las estructuras macromoleculares que forman el cuerpo basal del
flagelo y el complejo aguja del translocon de factores de virulencia. En la parte inferior se muestran
fotografias al microscopio electrénico de los complejos aislados, en las que se pueden observar
las estructuras anulares del cuerpo basal y el complejo aguja (43).
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BIOGENESIS FLAGELAR

El tipo mas comun de movilidad bacteriana se da a través del flagelo, un largo filamento
helicoidal o propela, que es impulsado por un motor rotatorio embebido en la superficie celular
(34). El flagelo procarionte se puede dividir en tres estructuras principales, el filamento que es el
componente propulsor, el gancho que es una estructura de acoplamiento entre el filamento y la
superficie celular, y el cuerpo basal que es un complejo multiprotéico que contiene el motor
flagelar (ver Figuras 6 y 7).

En el proceso de morfogénesis, la gran mayoria de las proteinas estructurales a ser
exportadas carecen de secuencia sefal, por lo que se secretan a través de un canal central
existente en la estructura misma. El aparato de exportacion flagelar en S. enterica es el
encargado de reconocer las proteinas a ser exportadas. Estd constituido por 6 proteinas
membranales (FIhA, FIhB, FliO, FIliP, FliQ y FliR) y varios componentes solubles (Flil, FliH, la
chaperona general FliJ y las chaperonas especificas FIgN, FliS y FIiT) (35). La proteina Flil es la
ATPasa que proporciona la energia para la exportaciéon de los sustratos (36, 37) y funciona en
conjunto con la proteina FliH, la cual regula negativamente la actividad hidrolitica de Flil, por lo
que se ha propuesto que FliH mantiene disminuida dicha actividad hasta que ésta pueda ser
acoplada a la translocacion del sustrato (38,39). En el SSTIII de Y. pestis se forma un complejo
homélogo al FliH-Flil, constituido por las proteinas YscL-YscN, lo que sugiere que el mecanismo
regulatorio de la actividad de ATPasa esta conservado en ambos sistemas (40). La existencia de
interacciones entre los componentes solubles y los de la MI del aparato de exportacion, se ha
demostrado utilizando diversas metodologias (41).

La via de sintesis del flagelo se logro elucidar con la generacion de una gran cantidad de
bacterias mutantes y el aislamiento de las estructuras intermedias que éstas forman (42). El
ensamblaje procede en una secuencia lineal del extremo proximal al distal y se lleva a cabo por
adicién de mondémeros y no de estructuras preformadas (Fig. 8) (43).

El anillo MS es la estructura estable mas temprana, se inserta en la Ml y forma el nucleo
sobre el que se acoplaran todos los demas componentes. Posteriormente se forma el anillo C
que se localiza en el citoplasma y esta formado por las proteinas FIliG, FIiM y FliN, que participan
en el cambio de direccion de la rotacién flagelar y generacion de la torca (o fuerza de rotacion).
Es en esta etapa temprana en la que se incorpora el aparato de exportaciéon responsable de
secretar a los componentes que no presentan un péptido sefial y que por lo tanto, se exportan a
través de la via especifica tipo Ill. De esta forma, las subunidades del eje, del gancho y la
flagelina (que forma el filamento), viajan por el interior de la estructura, a través de un canal
central de 30 D. Las subunidades que forman los anillos P y L son las Unicas proteinas del
sistema que presentan secuencia sefal y utilizan la via Sec (43). A continuacion se exportan las
subunidades del gancho, el cual se alarga hasta una longitud determinada. Este es un punto de
regulacion en el proceso: cuando el gancho adquiere su tamafio final, se exporta el factor
antisigma FIgM, liberando de esta forma en el citosol al factor sigma FliA, que es el responsable
de la transcripcion de los genes que formaran las estructuras tardias, como el de la flagelina
(44). De esta forma, la expresidén génica se encuentra estrechamente acoplada con el proceso
de morfogénesis flagelar. Por ultimo, se exportan las llamadas proteinas tardias HAP1 y HAP3
(que forman una zona de amortiguamiento entre el gancho y el filamento), la proteina HAP2 (que
acompafia la formacién del filamento ayudando a que las subunidades se ensamblen
correctamente), y la flagelina.
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Figura 8. Via morfogenética de ensamblaje flagelar. El proceso inicia con la formacion del anillo
MS en la Ml y concluye con la adicién de subunidades de flagelina (FIiC) para formar el filamento.
Se sefialan las proteinas que se requieren en cada una de las diferentes etapas (43).

El conocimiento que se ha generado con el estudio del aparato de exportacion y la
biosintesis del flagelo, ha sido de gran importancia para el entendimiento de la biogénesis,
regulacion y mecanismos de secrecion de los sistemas de virulencia.

LA SENAL DE SECRECION PARA EL SSTIII

Los sustratos a translocarse por el SSTIII carecen de una sefal de secrecion definida,
sin embargo, para algunas proteinas tanto del sistema flagelar, como del de virulencia, se ha
demostrado que la sefial se localiza en el dominio amino terminal (24). A pesar de esto, no ha
sido posible identificar secuencias conservadas en esta region y algunos datos sugieren que es
mas bien una propiedad fisicoquimica, como la anfipaticidad, la que es critica para la secrecién
(45). La hipétesis de la sefal de secrecién en el amino terminal ha sido cuestionada y se ha
propuesto que se localiza en la region 5 codificante del RNA mensajero (46). Sin embargo, no
existe evidencia directa de interaccién entre el RNA mensajero y los componentes del sistema de
secrecion.

Por otro lado, en todos los SSTIII estudiados existen proteinas chaperonas que
comparten caracteristicas comunes como el tamafo pequeno, pl acido y una alta predicciéon de
estructura "-hélice. La exportacién de algunos sustratos es facilitada por dichas chaperonas, las
que se propone mantienen a las proteinas en una conformaciéon adecuada para la secrecion,
previniendo ademas la agregacion prematura en el citosol (47, 48). Sin embargo, el papel directo
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de las chaperonas como posible sefial de reconocimiento en la secrecion, asi como su papel en
la organizacion de la jerarquia de translocacién de los efectores, ain no ha sido demostrado.

COMENTARIOS FINALES

Como se describié a lo largo del trabajo, un sistema de secrecién de proteinas es mucho
de lo que una bacteria necesita para ser un “buen patégeno”. Cada una de las estrategias de
secrecion tiene sus propias ventajas y limitaciones respecto al numero, tamafio, estado de
plegamiento y destino de los sustratos a secretarse. Sin embargo, todos los sistemas descritos
son muy eficientes en cuanto a la especificidad en la seleccion de los sustratos, el ensamblaje de
la maquinaria de secrecion y el movimiento coordinado de macromoléculas a través de hasta
tres bicapas lipidicas.

Por otro lado, el hecho de que algunas vias de secrecion estén relacionadas evolutiva y
funcionalmente con los sistemas de ensamblaje de estructuras macromoleculares de la
superficie celular, como el pili tipo IV o el flagelo, ha contribuido significativamente al
entendimiento de los mecanismos moleculares que gobiernan la secrecion. Sin embargo, son
muchas las preguntas que quedan aun por contestar. A largo plazo se espera que con el estudio
de los mecanismos en los que se basa la secrecién, se puedan desarrollar novedosos agentes
terapéuticos para la prevencion de diversas enfermedades infecciosas.

Finalmente, uno no puede més que maravillarse de los diferentes mecanismos mediante
los cuales las bacterias interactian con su entorno.
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UNAM, en donde desarrollara dicha linea de investigacion.

63



L VL 001 7 iy

) =250 =

DF, MEXICO. (2003).
(http://bg.unam.mx/mensajebioquimico)

Flores Herrera O, Riveros Rosas H, Sosa Peinado A,
Vazquez Contreras E (eds). Mensaje Bioquimico, Vol
XXVII. Depto Bioquimica, Fac Medicina, Universidad
Nacional Auténoma de México. Cd Universitaria, México,

(ISSN-0188-137X)

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE PROTEINAS POR
RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

José Federico del Rio Portilla
Depto. Bioquimica, Instituto de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México.
México D.F., 04510.
jfro@servidor.unam.mx

Introduccion

Una de las diferencias entre otros animales y el hombre es que este ultimo ha tenido
siempre la inquietud de intentar comprender los diferentes fendmenos que acontecen a su
alrededor. El hombre ha tratado de comprender la vida dandole multiples explicaciones. En la
actualidad se sabe que todos los seres vivos poseen el mismo tipo de moléculas, las cuales
gobiernan cada una de sus funciones. En tiempos modernos, la quimica ha tratado de
correlacionar estas funciones que realizan las moléculas bioquimicas con su estructura; al
conocer la estructura de las moléculas se pretende comprender su funcionamiento. A la fecha,
solo dos son las técnicas analiticas modernas que pueden determinar la estructura de
biomoléculas, la resonancia magnética nuclear (RMN) y la difraccion de rayos X de
monocristales. Estas técnicas han tenido una gran trascendencia para la Quimica; a tal grado
que en 1962 se otorgd el premio Nobel de Quimica a Max Perutz y John Kendrew por haber
obtenido la primera estructura de mioglobina por rayos X de cristal Unico. Pero, no fue sino hasta
2002 que se otorgd el premio Nobel de Quimica a Kurt Witrich por ser un visionario al agrupar a
varios investigadores que hicieron posible la determinacion de estructuras de proteinas por RMN
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(1). En este trabajo se presentaran los fundamentos de la RMN y su aplicacion a la
determinacion estructural de proteinas. Ya que la RMN es una es una técnica muy especializada,
requiere de un vocabulario distinto a lo empleado en otras areas del conocimiento, como la
bioquimica. Para facilitar la lectura del presente trabajo se ha incluido un apéndice que trata
sobre la clasificacion de los experimentos de RMN mas empleados. Asi, se pretende romper la
barrera psicolégica que imponen los términos de RMN. También se incluye un glosario
explicando el acréonimo y una breve explicacién de las secuencias de pulsos mas empleados
tanto en este trabajo como en la literatura relacionada con el tema.

Resonancia magnética nuclear

La mayoria de los nucleos atémicos poseen espin, la cual es una propiedad de las
particulas que componen a los atomos (2). Al momento de introducir atomos con espin nuclear a
un campo magnético externo, el nucleo se comporta como un pequefio iman y tiende a
orientarse, preferentemente, a favor del campo magnético. Si se aplica energia que obligue a los
nucleos a invertir el sentido de su orientacién con respecto al campo magnético, se dice que el
sistema esta en resonancia. A este fendmeno de excitacidon de los espines nucleares se le
conoce como resonancia magnética nuclear. Esta energia aplicada, AE, corresponde a radiacion
electromagnética de la regién de las radiofrecuencias, la cual se rige por la relacion:

AE =hyB,/2r (1)

donde 4 es la constante de Planck, y es la constante giromagnética dependiente de cada nucleo

y B, es el campo magnético aplicado. La y es independiente del campo magnético externo
aplicado, la cual puede ser calculada a partir de la ecuacion 1 empleando los datos de la Tabla 1.
Con esta relaciéon es posible intercambiar los términos de energia requerida para la excitacion,

AE, campo magnético aplicado, B, y frecuencia de la energia aplicada, Vv, ya que se conserva
la relacion de Einstein dado por AE = hv, siempre y cuando se defina el nucleo con el cual se

esta trabajando. Para el caso del protdn, si B, es 11.75 Teslas, la frecuencia de la radiacion de
excitacion tendra que ser 500 MHz. Hay que enfatizar que para el mismo campo magnético, pero
diferente nucleo, la frecuencia de la radiacion cambia. Al campo magnético anterior '3C absorbe
a 125.73 MHz y "°N a 50.66 MHz. VVéase la Tabla 1. A mayor frecuencia de observacion, mayor
sera la separacion de los niveles de energia, lo cual incrementa la distribucion de Boltzman entre
los niveles y en consecuencia la sensibilidad del nucleo observado también se incrementa. Asi,
considerando los datos de la Tabla 1, el 'H es el nicleo mas sensible y el N es el nucleo
menos sensible.

Tabla 1. Nucleos activos en RMN comunmente usados en el estudio de proteinas.

Frecuencia de
Nucleo Espin nuclear observacion Abundancia | Region normal
(MHz) a 141 Natural (%) (ppm)
Teslas

H Ya 600.0 99.99 10:0

C Y 150.86 1.1 220:0

SN -V 60.82 0.37 130:0

F Y 564.52 100.0 0:-250

°p Y 242.86 100.0 100 : -100
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En la Figura 1 se muestra un equipo de RMN con B, de 11.75 Teslas, el cual es el
minimo requerido para determinar estructuras de proteinas. Si bien, se espera que todos los H
absorban a esta frecuencia, existen pequefas variaciones (del orden de las centenas o millares
de Hz) en las posiciones exactas de excitacion para cada nucleo de la misma especie quimica.
Estas variaciones son provocadas por los campos magnéticos locales y especificos generados
por la densidad electronica local que rodea a cada nucleo, también conocido como entorno
quimico. A la posicion en donde se observa la excitacion de cada nucleo se le conoce como
desplazamiento quimico, el cual es empleado para identificar cada tipo de nucleo en una
molécula. Las unidades del desplazamiento quimico son en partes por millon, el cual se
determina con la relacién:

ppm = (Vo - Vref) * 106 / Vref (2)

en donde v, es la frecuencia del nucleo a observar y Vi es la frecuencia de referencia del
nucleo. El desplazamiento quimico de nucleos como los mencionados anteriormente varia en
cientos o miles de Hz; por tanto, todos los nucleos de un elemento en especifico se observan en
una regiéon relativamente pequefia. Por regla general, nucleos equivalentes tienen
desplazamientos quimicos iguales; nucleos no equivalentes poseen desplazamientos quimicos
distintos. Aunque no debe sorprendernos que en moléculas complejas puedan existir nucleos
completamente distintos que absorban energia en la misma posicion.

i T . =g

L Jill LR X [[rii= i
[l : T \ ‘ .
l | | Imén Superconductor
Lt

Consola.
Generacion de
radiofrecuencias.

gs‘ —

Figura 1. Equipo de Resonancia Magnética Nuclear de 11.75 Teslas. En este equipo se
observa protén a 500 MHz.
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Consideremos una molécula sencilla, la alanina, cuya estructura se muestra en la Figura
2. En ella se observa que existen tres grupos de sefiales: una con desplazamiento quimico en
5.77 ppm, la cual corresponde al proton del acido y del NHy; la sefal en 4.15 ppm corresponde al
protéon a del CH; y la sefal que corresponde al metilo que se encuentra en 1.55 ppm. Si la
molécula es muy pequefa, la determinacion del desplazamiento quimico puede ser suficiente
para la determinacion estructural de la molécula. A medida que se incrementa el nUmero de
nucleos, la sobreposicion de sefales aumenta; por ejemplo, en una proteina de 60 aminoacidos
se tiene en promedio 500 nucleos de 'H, de los cuales cada tipo de ellos darian una senal de
RMN, provocando que varias sefiales se traslapen e impidan una interpretacion rapida de los
espectros.

HoN OH CH;
1 C C
H
H3C
NH, y COOH CH
6 5 A ‘ 3 ‘ 2 ~ ppm

Figura 2. Espectro de RMN de proton en una dimension de la alanina. Las sefiales de los
metilos muestran el acoplamiento con el proton del metino, por tanto se observa como un
doblete; el cual, a su vez muestra el acoplamiento con los tres protones del metilo,
observandose un cuarteto. Los protones del COOH y NH2 se encuentran en el mismo
desplazamiento quimico sin acoplamiento escalar.

Acoplamiento escalar y dipolar

Si bien, el desplazamiento quimico es un parametro espectroscopico fundamental para
la determinacion estructural, existe el acoplamiento escalar y el acoplamiento bipolar (2), que son
propiedades espectroscopicas fundamentales en la interpretacion de espectros complejos de
RMN.

El acoplamiento escalar se representa como la influencia que ejerce un nucleo activo en
RMN sobre otro activo. En este trabajo sélo trataremos nucleos con espin Y2, ya que si el numero
de espin cambia, los efectos aqui mencionados cambiaran. Al tener dos nucleos acoplados, uno
de ellos siente a través de los enlaces quimicos un incremento o decremento del campo
magnético debido al espin a favor o en contra del nucleo vecino. Este fenédmeno produce que las
sefales de RMN sean mas complejas de lo que aparentemente se esperarian, véase el espectro
de la alanina en la Figura 2. Por ejemplo, si un nucleo A se acopla con un segundo nucleo con
espin %, la sefal de A se veria como dos sefiales con intensidades 1:1, véase la sefial del metilo
de la Figura 2. La distancia entre estas dos senales de intensidad 1:1 se conoce como la
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__________________________________________________________________________________________________________________________|]
constante de acoplamiento definida por la letra J. Otro ejemplo, si un ntcleo B se acopla con dos
nucleos equivalentes con espin %, la sefial se mostraria como un triplete con intensidades 1:2:1,
la distancia entre las sefiales con intensidad 1 y 2 es la constante de acoplamiento, la distancia
total entre las sefales con intensidad 1:1 es dos veces la constante de acoplamiento El
acoplamiento escalar se observa generalmente de 1 a 3 enlaces de distancia y no se manifiesta
entre nucleos equivalentes. Este tipo de acoplamiento indica la presencia del nimero de nucleos
vecinos. Este hecho es muy importante, es como si se estuviera viendo una fotografia de la
molécula, pero vista con los ojos de la RMN. Adicionalmente, Karplus (3) determiné que la
constante de acoplamiento a tres enlaces de distancia (3J) entre cualquier tipo de nucleos

depende del angulo diedro formado entre estos atomos, ¢. La relacion que encontré para los
nucleos My X es:

Jux =D +E cos(¢) +F cos’(¢) (3)

donde D, E'y F son constantes a determinar del sistema bajo estudio.

El acoplamiento que se presenta a través del espacio se le llama dipolar, esto es, sélo se
requiere de su proximidad espacial y depende de la orientacion con respecto a B,. En disolucién
este acoplamiento no se observa, dado que el promedio de los diferentes acoplamientos en
moléculas que se encuentran en movimiento aleatorio con respecto a B, se promedian
obteniendo un valor de cero. Pese a ello, este acoplamiento se manifiesta a través del efecto
nuclear Overhauser (NOE por sus siglas en inglés). La intensidad de las sefiales debido al NOE
guarda una relacion con la distancia entre los nucleos interactuantes, dada por:

Ivor) = k/ (r4s)° 4)

donde k es una constante de proporcionalidad y rag es la distancia entre el nucleo 4 y el nicleo
B.

Recientemente, Bax (4) demostré que cuando la molécula se fija a una determinada
malla (fijar a la molécula implica que no existe un movimiento aleatorio de la molécula, por ello el
acoplamiento dipolar se manifiesta), la constante de acoplamiento dipolar residual en un sistema
tipo cristal liquido diluido, como en micelas, era funcion del angulo O entre dos nucleos, Ay B, y
de la distancia entre ellos, dado que se cumple la expresion:

D.s(6) =K [G4 (cos’O—1) + 3/2 Gy sen’6 cos20] 1 45 (5)

donde K es una constante de proporcionalidad, los parametros G4 y G son parametros que

dependen de la forma de la proteina y de las micelas y r4p es la distancia entre los nucleos
involucrados. Este hecho es importante en la determinacién de estructuras de proteinas, ya que
si la proteina esta adherida a una matriz, tal que no se permite el movimiento isotropico, se
puede determinar el acoplamiento dipolar residual y, por ende, el angulo entre estos nucleos,
siempre y cuando se tenga una estimacion de la distancia entre los nucleos, la cual puede estar
dado por los NOE’s.
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Resonancia magnética nuclear en dos dimensiones (5)

Cuando se obtiene un espectro de RMN de una proteina, las sefales se ensanchan
debido al movimiento lento de estas moléculas en el medio acuoso. Mientras mas rapido sea el
movimiento molecular en el disolvente, las sefiales son mas finas. Este ensanchamiento de las
sefales junto con el traslape entre ellas provocan que los espectros monodimensionales de una
proteina sean imposibles de interpretar. Para lograr la interpretacion de los espectros de RMN es
requisito indispensable la obtencion de espectros multidimensionales. La conceptualizacion
matematica necesaria para comprender los experimentos multidimensionales de RMN esta fuera
de los objetivos de este trabajo (6). Con estos experimentos es posible determinar qué nucleos
dentro de una molécula se encuentran acoplados entre si. Este conocimiento nos permite
determinar el niumero y tipo de protones que se encuentran a dos o a tres enlaces de distancia.
La representacion grafica de un espectro monodimensional es una representaciéon en dos
dimensiones, como se muestra en la Figura 2. Un espectro en dos dimensiones deberia ser una
representacion en tres; sin embargo, los espectros en dos dimensiones se grafican como
diagramas de contornos para que la representacion sea de dos dimensiones solamente y se
facilite su interpretacién, como se muestra en la Figura 3. Los experimentos en dos dimensiones
se pueden clasificar en homonucleares y heteronucleares, ver el apéndice y glosario. La
interpretacion de este tipo de espectros es muy sencilla. Consideremos nuevamente la molécula
de la alanina; en la Figura 3 se muestra una representacion del espectro COSY, ver apéndice y
glosario. El experimento COSY determina las correlaciones escalares a dos y a tres enlaces de
distancia entre los nucleos que se acoplan escalarmente. Los experimentos homonucleares,
como el COSY, muestran una serie sefiales con las coordenadas iguales, a estas se le llama
sefales en la diagonal, las cuales corresponden a las sefiales del espectro monodimensional.
Las sefiales que se localizan fuera de la diagonal son las importantes. Las coordenadas de ellas
son los desplazamientos quimicos de los protones que se encuentran acoplados escalarmente a
dos y a tres enlaces de distancia. Con esta informacién es posible asignar cada una de las
sefiales de los protones en la molécula. Para ello, es necesario utilizar el desplazamiento
quimico de las sefales que estan correlacionando.

La determinacién de todos los nucleos que se acoplan entre ellos mismos es una funcion
muy importante en la determinacién de estructuras proteicas. Al conjunto de estos nucleos se le
llama un sistema de espin. En una proteina, al menos hay tantos sistemas de espin como
numero de aminodacidos. El nimero de sistemas de espin es mayor, ya que en los aminoacidos
aromaticos los protones de los anillos no se acoplan escalarmente a los protones alifaticos. El
experimento COSY es fundamental para realizar estas determinaciones. Existe otro experimento
en dos dimensiones llamado TOCSY, ver apéndice y glosario. En el se encuentran las
correlaciones de todos los nucleos del sistema de espin. Considérese la molécula de la alanina,
en el experimento TOCSY deberian aparecer todas las sefales que aparecen en el experimento
COSY mas las correlaciones del NH; y del CH3, véase la Figura 4.

La interpretacion de los experimentos en dos dimensiones es similar para todos ellos. Se
requiere conocer las coordenadas de una sefal fuera de la diagonal para conocer a los nucleos
que estan mostrando una correlacion particular. Esta correlacion particular la determina el tipo de
experimento en dos dimensiones, ver apéndice y glosario. Por ejemplo, un experimento COSY
mostrara la correlacidon escalar a dos y tres enlaces entre protones; el experimento NOESY
genera sefales fuera de la diagonal cuando los nucleos se encuentran proximos, a no mas de 5
Angstroms de distancia. El experimento NOESY es de gran utilidad ya que la integral de la sefial
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en tres dimensiones es proporcional a la distancia entre los nucleos. Asi, se logra determinar
protones que se encuentran alejados en la secuencia de los aminoacidos, pero cercanos debido
a la estructura tridimensional que presenta la proteina. Este experimento también permite
asignar a los protones de aminoacidos que se encuentran contiguos, llamada la asignacion
secuencial y la determinacién de NOE’s a larga distancia que definiran la estructura terciaria o
cuaternaria. Mas adelante se tratara con mayor detalle este tema.

HoN /OH
4.15 ppm | ‘ . /CH—C
HaC o

I
4.15 ppm

Figura 3. Representacion del espectro COSY (ver apéndice y glosario) de la alanina. En este
ejemplo se muestra el acoplamiento entre los protones a tres enlaces de distancia. Los
circulos rojos representan las sefiales en la diagonal del espectro. Las sefales azules
muestran que existe una constante de acoplamiento entre los protones del NH, y del H,. A
este efecto se le llama correlacion entre los nucleos. Los circulos verdes muestran la
correlaciéon entre los protones del CH; y el H,. Con lo cual se dice que los dos protones del
NH,, el H, y los tres protones del CH; forman un sistema de espin, ya que existe acoplamiento
escalar entre ellos. Nétese que no existe correlacion entre el proton del &cido y el H,,, debido a
que se encuentran a mas de 3 enlaces de distancia del H,,.

Los experimentos en dos dimensiones ayudan a interpretar muchas sefales que se
encuentran traslapadas; sin embargo, ello es posible sélo cuando la molécula no es muy grande.
Muestras de proteinas constituidas por 50 aminoacidos son factibles de determinar sus
estructuras con experimentos en dos dimensiones. Cuando la proteina es mayor, resulta muy
complicada y compleja la interpretacion de los espectros de RMN. Para solucionar este problema
se emplean experimentos heteronucleares en dos y en tres dimensiones.
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HoN OH

@ O @ -
Hj

4.15 ppm

N

Figura 4. Simulacion del experimento TOCSY de la alanina. En rojo se muestran las sefales
de la diagonal, en azul se muestran las correlaciones que se encuentran también en un
experimento COSY y en verde se muestran las correlaciones que soélo aparecen en un
experimento TOCSY. Este experimento muestra claramente el sistema de espin.

Expliquemos brevemente en que consisten los experimentos heteronucleares (ver
glosario). Estos experimentos muestran las correlaciones entre nulcleos distintos.

. . . 1
Frecuentemente los nucleos que se correlacionan en una muestra proteica son los H con los

5N y/o con los 13C. Cuando la correlacién es a un enlace de distancia, los experimentos se
llaman HSQC o HMQC (ver glosario), si son a dos o mas enlaces de distancia el experimento se
llama HMBC. Este tipo de espectros ayudaran a identificar cada una de las senales de proton.
Sin embargo, la abundancia natural de estos dos ultimos nucleos impide que se puedan realizar
los experimentos empleando muestra con abundancia natural. Por ello, la RMN requiere del
apoyo de la biologia molecular para poder obtener muestras proteicas enriquecidas con N y/o

con °C. Al tener este tipo de muestras es factible también obtener experimentos en tres y hasta
en cuatro dimensiones. S6lo se mencionara que los experimentos en tres dimensiones separan
sefales que aun en los experimentos en dos dimensiones se sobreponen. Para la interpretacion
de estos experimentos se requiere conocer qué tipo de experimento se realiza y separar los
datos de la misma forma como se trabaja con los experimentos en dos dimensiones. Este tema
se dejara para trabajos subsecuentes.

Hasta aqui se han mencionado los fundamentos y las herramientas con las que cuenta
la RMN, pero ¢cual es el problema a resolver? El problema a resolver es como determinar la
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estructura de una proteina con esta técnica espectroscépica. Para explicarlo se requiere conocer
un poco sobre la estructura de proteinas.

Estructura de proteinas (7)

Las proteinas son polimeros cuyas bases monoméricas son o-aminoacidos.
Principalmente, se han encontrado 20 estructuras de estos a-aminoacidos. Existen cuatro
niveles estructurales en las proteinas. La primera es la secuencia de los aminoacidos en la
proteina; a la fecha es practicamente imposible determinar la estructura tridimensional de una
proteina contando sélo con la secuencia. El segundo nivel estructural se estabiliza por los
puentes de hidrogeno que forman los grupos carbonilo con los grupos amino; generando
arreglos locales de la cadena principal llamado hebras f o hélices a ,ver Figura 5. El
agrupamiento de conformaciones secundarias debidas a atracciones electrostaticas o fuerzas de
van der Walls definen a la estructura terciaria. Y por ultimo, la agrupacién de varias proteinas
para constituir un agregado molecular que realice las funciones naturales, se le conoce como
estructura cuaternaria.

[
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Figura 5. Estructuras secundarias regulares comunmente encontradas en las proteinas. a)
Hélices a. b) Hojas B.

Con los datos de la RMN (8) es posible determinar tanto la estructura secundaria como
la terciaria. Sin embargo, es un requisito fundamental contar con la estructura primaria con
antelacion para facilitar el analisis de los espectros de RMN. Es factible determinar la estructura
cuaternaria, pero es una tarea muy compleja. Para estos casos s6lo se mencionara que es
requisito indispensable que la proteina se enriquezca isotopicamente con el dtomo de hidrégeno

2 . 13 15
pesado (el deuterio o “H), ademas de con "Cy °N.

Para la determinacion de la estructura de una proteina se requiere asignar la totalidad
de las senales de los espectros en dos dimensiones COSY. En esta forma se determina qué
sefales corresponden a un aminoacido en particular. Cuando el traslape en regiones especificas
es grande, el experimento TOCSY facilita las asignaciones. Conociendo qué tipo de aminoacido
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corresponde a que grupo de sefiales y con la ayuda del experimento NOESY se asigna cada uno
de los aminoacidos en la secuencia de la proteina, ver Figura 6. A través del experimento
NOESY es posible estimar las distancias de los protones que se encuentran a menos de 5
Angstroms de distancia.

Proteina Pura l

Espectros: Espectro: | Secuencia Primaria
COSY y TOCSY NOESY I Puentes disulfuro

| | | :

[ ' . :

Asignacion de los sistemas de espin [Prornr T

J

Asignacion secuencial de los sistemas
de espin.

U

Correlaciones de larga distancia |
(‘H-'"I <54 -

Refinamiento

M Calculo de las estructuras ]

U

{ Estructura tridimensional J

Proteinas

Figura 6. Sinopsis del procedimiento para la determinacién de estructura de proteinas.

En la Figura 7 se representa un fragmento de una hoja B en donde los carbonos
unidos a los nitrogenos se les denomina C, y a los protones unidos directamente a estos

carbonos son los H,. Los protones de los H, se encuentran muy préoximos a los HN del
aminoacido consecutivo, dado que normalmente estan a 2.2 Angstroms en este tipo de
estructuras. Esta distancia se representa con flechas verdes en la Figura 7. Mediante este tipo
de correlaciones encontradas en los experimentos NOESY es posible asignar consecutivamente
cada sistema de espin determinados con los experimentos COSY y TOCSY, ver Figura 6.
Adicionalmente, en este tipo de estructuras secundarias existen varios protones que se
encuentran muy proximos, pese a no encontrarse localizados en aminoacidos consecutivos en la

secuencia, en el ejemplo de la Figura 7 son los protones Hy3 con Hyg y Hys con Hy7. La
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distancia entre estos protones es del orden de 2.3 Angstroms, la cual esta ejemplificada por la
flecha de color guinda. Ademas, es posible determinar una serie de correlaciones a larga
distancias entre los protones de la hebra azul con los protones de la hebra magenta. Encontrar
este tipo de correlaciones en los experimentos NOESY es lo que permite definir la estructura
secundaria y la terciaria. También es posible determinar las constantes de acoplamiento entre

los protones H,, y NH intrarresiduo, con lo cual se estima el angulo diedro entre ellos.

A todos estos datos se les llama restricciones, que deben ser del orden de 10
parametros por cada aminoacido, se incluyen en calculos de dinamica molecular para estimar
todas las posibles estructuras que satisfagan las condiciones de los resultados de la RMN (9).
Una vez que todas las estructuras no varien mucho, se dice que se tiene la estructura de la
proteina. Hay que considerar que este proceso es ciclico, una vez que se tiene un buen nimero
de restricciones, se calcula un niumero importante de estructuras. Con ellas se rectifica si las
asignaciones hechas son correctas y, basandose en las estructuras obtenidas, se vuelven a
buscar mas NOES vy constantes de acoplamiento. Este proceso iterativo se repite
consistentemente hasta que la gran mayoria de las sefales del experimento NOESY son
asignadas y que las estructuras calculadas por los programas de dinamica molecular sean muy
similares. Este proceso puede llevar varios meses. Sin embargo, dado que los experimentos de
RMN se llevan a cabo en disolucion, es factible simular el medio fisiolégico de la proteina,
modificando el pH, la fuerza idnica, la temperatura y qué posibles solutos se acomplejen con la
proteina. Estos estudios de complejacion son los que han permitido vislumbrar la modelacion de
farmacos. Por todo lo anterior, es redituable invertir tanto tiempo en la determinacion de
estructuras por RMN.

g

@) Hy Ha

Figura 7. Esquema de las correlaciones encontradas en los experimentos NOESY. Se muestran
las correlaciones de los protones de la hebra azul con los protones de la hebra magenta mediante
flechas. Las flechas de color verde representan correlaciones intrarresiduo. Las flechas de color
guinda representan las correlaciones entre protones H, a larga distancia; éstas determinan la
presencia de hojas B en la estructura. Las flechas rojas muestran correlaciones a larga distancia
que deben encontrarse una vez que se determina que existe una hoja . Notese que no hay
correlaciones entre los protones HN3, H4, HN5, HN7, Hyg y HNo.
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El disefio de farmacos es una idea ampliamente acariciada por el hombre. Poder
encontrar farmacos mas eficaces, que permitan salvar vidas es una tarea que la ciencia de
proteinas busca afanosamente. Este proceso puede resumirse de la siguiente forma. Si
conocemos la estructura de la proteina y su sitio activo, se puede intuir la forma de la molécula
con la cual reacciona. Si ademas se observan los cambios conformacionales con el soluto con el
cual interacciona, se puede estimar y disefiar moléculas que tengan la misma regidon que
reconoce a la proteina y hacer modificaciones en la parte donde no hay una aparente interaccién
para volver mas activo al farmaco. Aun queda mucho por estudiar a este respecto.

Estructura de la proteina h-RPABC14.4

Adicionalmente a este procedimiento para la busca de nuevos farmacos, la obtencion
de la estructura de una proteina nos permite comprender, analizar y formular nuevas hipotesis
sobre resultados experimentales sin explicacion aparente. Hace unos afos se determiné la
estructura de la proteina h-RNPABC14.4 (10). Esta proteina es una subunidad de todos los tipos
de RNA polimerasa. Es una proteina muy conservada a través de la evolucion, por ejemplo las
enzimas de humanos y ratones son idénticas. La regién N terminal no estd muy conservada,
mientras que la C terminal esta bastante conservada a través de especies tan diferentes en la
cadena evolutiva como bacterias y humanos. En la Figura 8 se muestra la sobreposicién de
secuencias de diferentes especies en la cual se observa que existe una region que se ha
mantenido pese a millones de anos de evolucién. Existe una region, a1, que en casi todas las
especies es idéntica. Pese a su gran identidad, el funcionamiento de esta proteina es aun
desconocido.

B1

o
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Hamster

D. melancgaster
C. elegans
S. pombe
S. cerevisiae
A. fulgidus
H
M
M
S.

. marismortui
. jannaschii
. thermoautotrophicum  [HMAS - - - -« -« & & c o o o o o

acidocaldarius ,,,_______..,,,______,_,,,_______,,,_______,,v_____,,,_:::::::i

B2 al a2 B3 B4 B3
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Figura 8. Sobreposicion de varias secuencias de proteinas homélogas a la h-RPABC14.4. El
color verde indica residuos conservados, el color amarillo indica residuos poco conservados y
el color blanco indica residuos no conservados (11). En la parte superior del alineamiento se
muestra la estructura secundaria.
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La determinacion de la estructura de la h-RPABC14.4 (Figura 9), mostré que la regién
amino terminal carecia de estructura definida, ya que en esa region sélo se encontraron NOE’s
secuenciales y ningun NOE a larga distancia. A partir del aminoacido 32GiIn la proteina muestra
una estructura muy definida. Forma dos hojas B, una constituida de tres hebras antiparalela, 1,
B3,y B4; y una segunda, B2y 35, por hebras paralelas; y dos hélices o sobrepuestas.

La determinacion de la estructura de la proteina humana permitio plantear varias
hipotesis de trabajo dados los resultados de estudios aleatorios mutacionales sobre la proteinas
homoéloga de bacterias. Con base en la estructura, se puede mencionar que la mayoria de las
mutaciones aleatorias fueron sobre residuos en regiones poco estructuradas, modificando poco
su funcién. Estos resultados indicaban que mutaciones de los aminoacidos 61Glu y 67Gly eran
letales, mas no asi en otros residuos como el 58Tyr o 108Arg (Figura 10). La estructura obtenida
por RMN se muestra en la Figura 9. En ella se aprecia que el aminoacido 61Glu se encuentra al
inicié de una hélice o y que forma un puente salino con el residuo 108Lys. La mutacién sobre
este residuo debe modificar sustancialmente la estructura terciaria por la pérdida de estabilidad
en el puente salino y la consecuente modificacién del plegamiento. El residuo 67Gly se
encuentra en medio de una hélice oo muy bien definida, la mutacion de este aminoacido por acido
aspartico resulta ser letal. Se sabe que el acido aspartico conserva muy bien las hélices a. Por
tanto, una mutacién de Gly por Asp no explica un cambio en la estructura secundaria. Sin
embargo, 67Gly queda expuesta al medio. Intercambiar un aminoacido no polar por uno con
carga negativa indica que existe una interaccion de tipo hidrofébica de la proteina RNPABC14.4
con otra subunidad de la RNA polimerasa que es impedida al intercambiar estos aminoacidos, de
tal forma que esta union no se efectua. Esta interaccion deberia ser fundamental para la funcion
que realiza la RNA polimerasa.

Figura 9. Vista estéreo del diagrama de listones de la proteina h-RPABC14.4. Este diagrama
fue obtenido con el programa MOLMOL (12).
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Actualmente, se ha implementado la determinacion de estructuras proteicas por RMN
en estado sdlido, lo cual resuelve varios problemas que se tienen cuando la proteina es poco
soluble. Sin embargo, las grandes ventajas de la RMN en disolucion es la obtencion de la
estructura de proteinas en el mismo medio en el cual efectian su funcién; es posible modificar
las condiciones con las cuales se obtiene la estructura al variar el pH, la temperatura y la fuerza
idnica; al igual que se pueden determinar cambios conformacionales en presencia de diferentes
sustratos. Estos estudios permitiran la mejor comprensién de la relacion estructura-funcion de las
proteinas y coadyuvaran al avance de los conocimientos sobre la vida en si.

e

Figura 10. Dos caras diferentes de la superficie de la h-RPABC14.4 donde se resaltan los
aminoacidos con mutaciones letales en rojo, mutaciones termo sensibles en azul oscuro y
mutaciones en azul claro que no afectan el funcionamiento de la proteina. Este diagrama fue
obtenido con el programa MOLMOL (12).

Estudios dinamicos

La determinacion estructural de alguna manera implica mantener a las moléculas
rigidas, lo cual no es verdad. La RMN observa las estructuras mas estables o el promedio de las
estructuras. Las moléculas se mueven en disolucion en forma conjunta y/o en regiones
particulares. Anteriormente explicabamos que las moléculas de proteinas se movian lentamente
en comparaciéon con moléculas organicas pequefias. Este efecto provocaba que las sefiales se
ensancharan mucho. ¢ Cual es el fendmeno que esta detras de estos hechos?

Considérese un modelo clasico o vectorial para explicar el fenémeno de la RMN. Este

modelo consiste en considerar que cada espin nuclear al introducirse a un campo magnético
generan un momento magnético, el cual esta definido por:
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Ui=_7szo (6)

Ui es el vector de momento magnético individual de cada nucleo que se quiere observar y m, es
la componente en z del espin. Cuando B, es perpendicular al eje z, U; sélo posee la

componente en z, U, La propiedad que se detecta es la suma de todos estos momentos
magnéticos individuales y se conoce como magnetizacion. Estos efectos se visualizan mejor si
se plantea la siguiente relacion

M = 2 (7)

donde M es el vector de magnetizacion que se detecta en el equipo, al igual que M;, M sélo
posee componentes en z en el estado de equilibrio, M, ver Figura 11.

AE

B, y % y

Figura 11. a) Representacion de la magnetizacion en un campo magnético B, alineado con el
eje z. b) La misma magnetizacion después de haber aplicado la energia de excitacion.

La magnitud de M se le conoce como M,. Al aplicar la radiofrecuencia para excitar a
los nucleos, la magnetizacion M rota hasta uno de los ejes x o y, ver Figura 11. En este momento
solo existe una componente, M, o M, que tiene la magnitud de M,. Si en este momento se
suspende la radiofrecuencia, la magnetizacion M comienza a rotar, a la frecuencia de excitacion
(13) para regresar a su estado de equilibrio. A este proceso en donde la magnetizacién regresa a
su estado de equilibrio se conoce como relajacién. Este proceso fue estudiado por Bloch (14)
desde los afos cuarentas del siglo pasado. Bloch encontré6 experimentalmente que la
magnetizacién regresaba a su estado de equilibrio a dos velocidades diferentes. Esto es, M,
regresaba a su estado de equilibrio a una velocidad y M, y M, desaparecian a otra velocidad. Las
ecuaciones que explican estos hechos son:

dM, /dt = (My—M,) / T
dM, /dt=— M,/ T, (7)
dM, /dt =—M, /T,

en donde 1/T; es la velocidad a la cual M, se regenera y 1/T, es la velocidad a la cual M,y M,
desaparecen. Por regla general ambas velocidades son muy similares. Sin embargo, T; no
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puede ser mayor a T,, dado que ello implicaria que M, aumentara después de los pulsos de
radiofrecuencia, violandose la primera ley de la termodinamica.

Dado que T; es una medida de la regeneraciéon de la componente en M,, la cual es
funcion del intercambio de energia, este proceso depende de como la muestra puede ceder
energia al medio. Por ello, es un proceso conservativo. Sin embargo, el proceso con el cual M, y
M, desaparecen, se debe a procesos no conservativos, esto es, procesos que dependen de la
entropia del sistema. Asi, moléculas con gran movimiento tiende a relajarse lentamente, debido a
la poca interaccion con el medio, mientras que moléculas grandes con movimientos lentos, como
las proteinas, tienden a relajarse lentamente debido a la gran interaccion con el medio.

La determinacién de los tiempos T; indica la forma en que el nucleo interacciona con el
medio cediendo energia. Mientras mayor sea el movimiento de los nucleos en disolucion, la
interaccién con el medio es mas deficiente y los valores de T; son grandes. En diferentes
regiones de la molécula los tiempos T; pueden ser diferentes. Ello indica las diferencias en la
movilidad de la molécula. Si se conocen estos parametros es posible estudiar regiones con
mayor movilidad dentro de la misma molécula. La determinacién de estos parametros se realiza
preferentemente en los N, para lo cual se requiere enriquecer a las moléculas con este isétopo
de nitrégeno. El >N permite conocer la flexibilidad general del esqueleto de la proteina (15). En
esta forma se determina la dinamica interna de las moléculas dando ideas adicionales sobre la
estructura de proteinas y su funcion.

APENDICE

Experimentos en 2D
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GLOSARIO

Experimentos homonucleares en 2D
COSY (Correlation Spectroscopy): Experimento que indica la correlacién entre dos
protones que se encuentran acoplados escalarmente entre ellos. Si la constante de acoplamiento
es pequeia la correlacion es pequefia. Si la constante de acoplamiento es grande, a pesar de
existitr mas de 4 enlaces de distancia entre los nucleos involucrados, la correlacién existe y es
intensa.

DQ-COSY (Double Quantum Correlation Spectroscopy) o DQF-COSY (Double Quantum
Filtered Correlation Spectroscopy): Experimento muy similar al COSY, solo que es 4 veces
menos sensible, pero la intensidad de la sefial de la diagonal se reduce en un factor de 8. Ideal
para observar correlaciones cerca de la diagonal.

TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) o HOHAHA (Homonuclear Hartman Hanh
Experiment): Experimento que muestra la correlacion de nucleos que se encuentran formando un
sistema de espin.

NOESY (Two dimensional Nuclear Overhauser Spectroscopy): Experimento que muestra
el efecto nuclear Overhauser entre dos protones. La intensidad de la sefal depende de la masa
molecular del compuesto. Este efecto es factible observarlo dado que requiere un tiempo muy
largo que permita el intercambio de informaciéon sobre la proximidad de los nucleos que se
encuentran cerca a través del espacio. A este tiempo se le llama de mezclado.

EXSY (Two dimensional exchange spectroscopy): Experimento similar al NOESY con
tiempos de mezclado mayores a los utilizados en este experimento.

ROESY (Rotating-frame Overhauser Enhancement Spectroscopy): Experimento que
muestra el efecto en el marco rotante de coordenadas, similar al NOE, solo que este efecto NO
depende de la masa molecular del compuesto.

Experimentos heteronucleares en 2D
HETCOR (Heteronuclear Correlation Spectroscopy): Experimento que detecta al nudcleo
menos sensible y muestra la correlacion a un enlace de distancia entre nucleos distintos; esto es,
muestra que nucleos estan acoplados a un enlace de distancia.

COLOC: Correlated spectroscopy via Long range Coupling. Experimento de deteccién
directa que determina las correlaciones a larga distancia entre proton y un heteronucleo. No
suprime las correlaciones a un enlace de distancia.

LRHETCOR (Long Range HETCOR): Experimento de deteccién directa que muestra las
correlaciones a dos y a tres enlaces de distancia entre nucleos diferentes. Suprime las
correlaciones a un enlace de distancia.

FLOCK (Multiple Bird long Range Correlation Spectroscopy): Experimento de deteccion
directa que muestra la correlacién a dos o a tres enlaces de distancia entre nucleos diferentes.
Suprime las correlaciones a un enlace de distancia.

81



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXVII (2003)

HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation): Experimento que detecta al nucleo
mas sensible y muestra la correlacion a un enlace de distancia entre nucleos distintos via
coherencia cuantica multiple.

HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation spectroscopy): Experimento de
deteccion indirecta que muestra la correlacion a un enlace de distancia entre nucleos distintos
via coherencia cuantica sencilla.

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation): Experimento que detecta al nicleo mas
sensible y muestra la correlacidon a dos o a tres enlaces de distancia entre nucleos distintos via
coherencia cuantica multiple.

Agradecimientos

Agradezco al Dr. Edgar Vazquez Contreras y al Dr. Enrique Garcia Hernandez todos
sus comentarios que me hicieron poner los pies en la tierra al pedirme aclarar conceptos que los
consideraba “de obvia resolucion”.

Referencias

1. www.nobel.se/chemistry/laureates/index.html.

2. R. K. Harris “Nuclear Magnetic resonance Spectroscopy. A Physicochemical View” England,
Longman Scientific & Technical, 1986.

3. M. Karplus J. Chem. Phys. 30 (1959) 11-15; b) M. Karplus J. Am. Chem. Soc. 85 (1963) 2870-
2871.

4. N. Tjandra and A. Bax Science 278 (1997) 1111-1113; b) J. S. Hu, S. Grzesiek and A. Bax J. Am.
Chem. Soc. 119 (1997) 1803-1804.

5. H. Friebolin. “Basic One and Two Dimensional NMR Spectroscopy” 2nd Ed. VCH, Germany, 1993.

6. F. J. M. Van de Ven “Multidimensional NMR in Liquids. Basic Principles and Experimental
Methods” New York, Wiley-VCH 1995.

7. D. Voet, J. D. Voet and C. H. Pratt “Fundamentals of Biochemistry”, John Wiley and Sons, E. U.
(1999).

8. K. Wutrich “NMR of protein and nucleic acid”, John Wiley & Sons, E. U., 1986. b) J. N. S. Evans

“Biomolecular NMR Spepectroscopy”. Oxford University Press, Oxford, 1995. c¢) J. Cavanagh, W. J.
Fairbrother, A. G. Palmer Ill, N. J. Skeleton “Protein NMR Spectroscopy. Principles and Practice”.
Academic Press, London, 1995.
. T. F. Havel, I. D. Kuntz and G. M. Crippen, Biopolymers 18 (1979) 73-82.
10. F. del Rio Portilla, A. Gaskell, D. Gilbert, J. Ladias and G. Wagner “Solution Structure

Determination of h-RPABC14.4 by NMR” Nature Structural Biology, 6 (1999) 1039-1042.

11. Rice, P., Longden, |. and Bleasby, A. (2000) “EMBOSS: The European Molecular Biology Open
Software Suite" Trends in Genetics 16, 276-277.

12. Koradi, R., Billeter, M., and Withrich, K. (1996). “MOLMOL.: a program for display and analysis of
macromolecular structures” J. Mol. Graphics 14, 51-55

13. Friebollin, H. “Basic One- and Two-Dimensional NMR Spectroscopy” VCH, Tirdth Edition, E. U. A.,
1993.

14. Bloch, F. Phys. Rev. 70 (1946) 460-.

15. Peng, J. W. and Wagner, G. “Investigation of protein motions via relaxation measurements”

Chapter 20, Methods in Enzymology Vol. 239 T. L. James and N. J. Oppenheimer Editors,
Academic Press, E. U. A, ((1994) 563-596.

82



del Rio Portilla

Semblanza del Dr. Jose Federico del Rio Portilla.

Postdoctorado: Harvard Medical School de 1996-1998.
Elucidacion estructural de proteinas por RMN. Doctorado:
Fisicoquimica. Universidad Nacional Autonoma de México, 1995.
Estancia de dos aZos en la Universidad de Cambridge, Inglaterra,
1992-1994. Maestria: Quimica Analitica. Universidad Nacional
Auténoma de México, 1991 Licenciatura: Quimico. Universidad
Nacional Auténoma de México, 1985 DISTINCIONES Investigador
Nacional desde 1994. Candidato a Investigador Nacional de 1991-1994
Medalla Gabino Barreda 1995. Becario de la Organizacion de Estados
Americanos, 1998. Becario del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia y el N. |. H., 1996. Becario de la Universidad Nacional Autbnoma de México, 1983-
1986. Ganador del concurso de oposiciéon en el uso de espectrometros de masas, Instituto de
Quimica. U.N.A.M., 1987. Ganador del concurso de oposiciéon de la materia Espectroscopia
Aplicada, Facultad de Quimica. U.N.A.M., 1991. Ganador del concurso de oposicién de la
materia Quimica Analitica lll, Facultad de Quimica. U.N.A.M., 1991.

83



Flores Herrera O, Riveros Rosas H, Sosa Peinado A,
Vazquez Contreras E (eds). Mensaje Bioquimico, Vol
XXVII. Depto Bioquimica, Fac Medicina, Universidad
Nacional Auténoma de México. Cd Universitaria, México,
DF, MEXICO. (2003).
(http://bg.unam.mx/mensajebioquimico)
(ISSN-0188-137X)

~ LA COMPLEJIDAD DE LAS PROTEINAS: ]
RELACION ENTRE ESTABILIDAD, FLEXIBILIDAD Y CATALISIS

Armando Gémez Puyou
Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de México,
Apartado Postal 70243, 04510 México, D. F., México.
apuyou@ifisiol.unam.mx

Introduccion

Las proteinas son el producto de la informacion que esta en el genoma de cada
individuo. Aunque se ha logrado descifrar el genoma de varios organismos, no deja de
impresionar la cantidad de informacidon que se encuentra en una simple secuencia de bases
puricas y pirimidicas. En el cédigo estd escrito cual debe ser el primer aminoacido de cada
proteina, cuales son los que lo siguen y cual es el final. Esto en si es sorprendente ya que en
promedio cada proteina esta formada por aproximadamente 200 aminodacidos, y en cada célula
existen miles de proteinas diferentes. Ademas ahora se sabe que cada una de esas proteinas
tiene la capacidad para llevar a cabo un trabajo especifico. El origen de las proteinas solo se
puede explicar por mecanismos evolutivos en los que a través de miles de afos de ensayo y
error, se formaron y persistieron Unicamente aquellas que podian efectuar las reacciones que se
requieren para que un organismo sobreviva. Las proteinas que surgieron hace mucho tiempo
son las que, con modificaciones relativamente pequefias, llegaron hasta nuestros dias.
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A la complejidad del origen de las proteinas se afiade el hecho de que en el
microcosmos de una célula constantemente hay destruccion de proteinas, y sin embargo en las
células siempre hay una cantidad relativamente constante de proteinas. Esto implica, y de hecho
se ha demostrado, que en toda la vida de las células, la sintesis de las proteinas es un proceso
constante. En términos muy simples, las células son esencialmente una maquina programada
para sintetizar las moléculas que se destruyen. Sin embargo, cuando se quiere entender como
esos procesos se llevan a cabo, se encuentra que la complejidad del sistema muchas veces
rebasa los limites de las imaginaciones mas activas. Este capitulo trata sobre las proteinas, que
son solo uno de los muchos tipos de componentes que forman las células del mundo biolégico.
Principalmente se tratara de describir la complejidad de las proteinas en cuanto a su formacién y
la de los factores que participan en la expresion de su funcién.

En esta breve introduccion es apropiado sefialar que la investigacion de las proteinas es
uno de los temas de mayor interés en la ciencia contemporanea. Esto se debe principalmente a
dos razones. Una, es que en la ciencia no hay nada mas atractivo que un campo de importancia
en el que existen preguntas que aun no se han podido contestar. La segunda es que se tiene la
certeza de que el conocimiento de las fuerzas que operan en la formacion y funcién de las
proteinas hara posible la fabricacion de proteinas con las caracteristicas que uno desee, o sea
que el problema es de importancia econémica.

Generalidades

Todas las proteinas del mundo biolégico estan formadas por los mismos 20
aminoacidos. Esto llama la atencién ya que en la evolucion las proteinas han adquirido funciones
muy diversas. Por ejemplo, algunas han adquirido la capacidad de llevar a cabo procesos
contractiles, otras la de pasar solutos través de una membrana, establecer comunicacion entre
los distintos componentes de una células, deslizarse o girar una sobre otra, o catalizar
reacciones con mecanismos quimicos diferentes. La gran diversidad de funciones que las
proteinas han adquirido con solo 20 aminoacidos diferentes solo se explica si los aminoacidos
que se enlazan a través de uniones peptidicas para formar una proteina determinada, lo hacen
en una secuencia u orden especifico, la llamada estructura primaria de las proteinas. De hecho,
la estructura o el orden en que se colocan los aminoacidos es el fruto de la informacién que se
encuentra en el genoma de cada individuo, Sin embargo, la estructura primaria es solo parte de
la historia. Se sabe que la formacién de una proteina funcionalmente competente requiere que la
cadena polipeptidica se distorsione y asi permita la interaccion entre dos sitios de la cadena
polipéptidica; los sitios pueden estar a distancias de unos cuantos o muchos aminoacidos.
Cuando todas las interacciones entre distintos sitios de la proteina se establecen se llega al
producto final, una molécula con una estructura tridimensional precisa y funcionalmente
competente.

Las interacciones que se establecen entre distintos segmentos de la cadena
polipeptidica ocurren principalmente entre las cadenas laterales de los aminoacidos. Es
importante sefialar que estas interacciones no son covalentes, aunque en algunas proteinas
existen puentes disulfuro que son necesarios para mantener su estructura y funcién. Las
interacciones no covalentes pertenecen a la categoria de uniones débiles - puentes de sal,
interacciones tipo van der Waals, puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas. En
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términos energéticos todas ellas son 6rdenes de magnitud menos estables que las uniones
covalentes.

En muchas proteinas, la estructura final se forma con una sola cadena de aminoacidos,
a este tipo de proteinas se les denomina monoméricas. Sin embargo, la mayoria de las proteinas
existen como oligémeros (1). Estas son el resultado de la interaccidon entre dos o0 mas cadenas
de aminoacidos que tienen alguna estructura tridimensional, y que en un paso posterior a la
asociacion adquieren la estructura nativa. En la terminologia actual, cuando el producto final de
la sintesis de proteinas es una proteina formada por dos o0 mas cadenas polipeptidicas, se dice
que esa proteina tiene una estructura cuaternaria. Dentro de las proteinas oligoméricas las mas
comunes son las diméricas, y dentro de éstas las homodiméricas (formadas por dos monémeros
idénticos), pero existen proteinas que estdn formadas por mas de 20 mondmeros.
Independientemente del numero de cadenas polipeptidicas que las formen, a las proteinas que
tienen una estructura terciaria o cuaternaria definidas y son funcionalmente competentes también
se les conoce como proteinas nativas.

Después del genoma

Como se menciond, la estructura primaria de una proteina es una cadena de
aminoacidos enlazados por uniones peptidicas cuya secuencia esta determinada por la
informacion que se encuentra en el genoma. Sin embargo, una cadena de aminoacidos que no
tiene estructura definida y estable no es una proteina, tal y como existen en todos los
organismos de nuestro mundo. A partir de la formacion de la estructura primaria, los pasos que
dan lugar a la formacion de las estructuras secundarias, terciarias, y cuaternarias son totalmente
independientes de la informacion genética. Esto lo demostré Anfinsen y colaboradores (2) hace
ya varias décadas. Los investigadores desnaturalizaron a una enzima (ribonucleasa), o sea que
indujeron la pérdida de su estructura terciaria y secundaria. En un segundo paso eliminaron el
agente desnaturalizante y observaron que la proteina volvia a adquirir su estructura nativa. El
mismo fendmeno se ha visto con muchas otras proteinas. Estas observaciones han llevado a la
conclusién de que en la estructura primaria de una proteina existe la informacién para que las
proteinas adquieran una estructura tridimensional precisa y funcional.

El como una cadena de aminoacidos adquiere espontaneamente su estructura funcional
es uno de los temas de mayor interés actual. Las siguientes observaciones y consideraciones
ilustran porque este tema es un verdadero desafio intelectual. Se sabe desde hace muchos afos
que ciertos agentes como el cloruro de guanidinio o la urea ocasionan desnaturalizacion de las
proteinas. Es decir, cuando las proteinas se exponen a concentraciones altas (molares) de uno
de estos agentes, se observa que las proteinas pierden su estructura secundaria, terciaria, o
cuaternaria si es que se trata de una enzima oligomérica. Supdngase que la proteina que se
desnaturalizé estaba formada por 200 aminoéacidos; este nimero es cercano al promedio de los
aminoacidos que forman a las cadenas polipeptidicas de las proteinas. Ahora bien, si el agente
desnaturalizante se elimina, es frecuente observar que la proteina adquiere nuevamente su
estructura nativa. Lo impresionante y enigmatico de la observacion, es que la transicién del
estado desnaturalizado al nativo muchas veces ocurre en segundos o en fracciones de segundo.

Para entender el fenomeno, algunos investigadores han hecho algunos calculos. Se ha
examinado por ejemplo, si la formacién de la estructura nativa a partir de una cadena de
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aminoacidos es un proceso al azar (3). En esta linea de pensamiento, se supuso que cada uno
de los aminoacidos de la cadena polipeptidica visita a todos los otros aminoacidos hasta que
finalmente logran establecer las interacciones que se encuentran en la estructura nativa. Bajo
estas consideraciones, se calcul6 que si cada visita tuviera un tiempo de duracién de 1
milisegundo, la formacion de la proteina nativa tardaria mas de 10" segundos, que es la edad
del universo. Ciertamente que la adquisicion de la estructura de una proteina no es un proceso al
azar. Esto implica que en la secuencia de aminoacidos existe la informacién para que
rapidamente una cadena de aminoacidos se pliegue y se establezcan los cientos de
interacciones débiles que se encuentran en la estructura nativa de una proteina. De hecho,
muchos investigadores se refieren a los mecanismos que operan en el plegamiento de una
proteina como la segunda parte del cédigo genético.

Actualmente se trabaja mucho para entender como es que una cadena de aminoacidos
con una secuencia determinada, se pliega rapida y espontdneamente a una estructura
tridimensional precisa funcionalmente competente. El trabajo ha empezado a rendir frutos. Ahora
gracias al analisis detallado de estructuras cristalograficas de cientos de proteinas y de las
propiedades fisico-quimicas de los aminoacidos, es posible predecir con relativa seguridad la
predisposicion de cuando ciertas secuencias de aminoacidos para formar o hélices, hebras B, o
asas. De la misma manera existen estudios que sefialan cuales porciones de las proteinas
pueden formar arreglos que determinan su capacidad para interactuar con otras proteinas, es
decir proteinas oligoméricas (4).

Se espera que lo anterior ilustre que adn hay muchos puntos por entender en el
plegamiento de las proteinas. Como se menciond, el campo en si es un verdadero desafio. Sin
embargo, también es de interés practico, principalmente para los disefiadores de proteinas. De
nada le sirve a esos investigadores conocer cuales son los residuos y en que posicién deben
estar para que la proteina ejerza determinado funcion, si la proteina no se pliega a la estructura
correcta.

Las proteinas son estructuras dinamicas

La cristalografia de rayos x y la resonancia magnética nuclear (RMN, ver capitulo de F.
Del Rio en este volumen) en conjuncién con la informacion bioquimica que se ha acumulado a
través de muchos afos han sido fundamentales en el conocimiento que actualmente se tiene
sobre las proteinas. Ahora se conoce la arquitectura atémica del interior y el exterior de muchas
de ellas y como ésta se relaciona con su funcién. Ademas, la cristalografia de rayos x y la
resonancia magnética nuclear proporcionan informacién precisa sobre los atomos que
intervienen en la formacién del complejo ligando-proteina. Esta informacién es muy valiosa, y por
tanto es muy alentador que en los Ultimos afios el campo de la cristalografia y la resonancia
magnética nuclear se hayan desarrollado a un ritmo impresionante.. Como resultado, hoy en dia
en los bancos de datos, se obtiene facilmente informacion estructural sobre mas de 6.000
proteinas.

Las imagenes cristalograficas y las obtenidas por resonancia magnética nuclear son muy
bellas. Ademas proporcionan datos sobre la posicibn de cada uno de los atomos de las
proteinas en un espacio tridimensional, y en consecuencia la distancia que hay entre ellos. Esto
permite hacer inferencias razonables sobre las interacciones que mantienen la estructura de las
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proteinas y como los ligandos interactuan con ellas. Lamentablemente, las imagenes pueden dar
la idea de que las proteinas son estructuras constantes e invariables. Nada estd mas lejos de la
realidad. En el caso de las enzimas, aun en ausencia de su sustrato, las estructuras vibran y
fluctian constantemente. En algunas de sus regiones, las fluctuaciones son pequefias, pero en
otras, los movimientos pueden ser de varios A. También se ha documentado que cuando un
ligando se une a la proteina, se producen cambios estructurales de la proteina; a veces los
cambios son en regiones cercanas al sitio de union, pero con frecuencia se observa que la union
del ligando ocasiona cambios en lugares distantes. Todo esto indica que las proteinas son
estructuras dinamicas. El dinamismo de las proteinas y su contribuciéon a su funcion se percibe
mas claramente en las enzimas. Es por esta razén el resto del capitulo tratara principalmente
sobre las enzimas.

Vale la pena sefalar que el dinamismo de las enzimas se muestra muy claramente en
los trabajos en que se siguid el proceso catalitico en una sola enzima (5). Este y otros datos
muestran que el proceso catalitico es una secuencia de reacciones en que cada una se
acompana de movimiento y desplazamiento de distintas partes de la proteina. De hecho, algunos
investigadores consideran a la catalisis como una sucesion de microestados que difieren en
distintos grados de fluctuaciones locales (6). Los arreglos internos que constantemente ocurren,
o aquellos que especificamente se llevan a cabo durante la catalisis solo son posibles si en las
proteinas existe cierto grado de flexibilidad. Esto lleva a la consideracion de lo que es una
enzima funcionalmente competente. Hasta donde se puede ver, para que ejerzan su funcién, las
enzimas deben poseer cierto grado de flexibilidad, pero al mismo tiempo deben conservar su
estructura tridimensional, o sea que las proteinas sean estables.

Una vez que los aminoacidos se han enlazado por medio de uniones peptidicas, la
cadena se pliega y adquiere su estructura nativa. Como se menciond, en el caso de las proteinas
oligoméricas, los polipéptidos plegados se asocian unos con otros y forman el oligdmero
funcionalmente competente. Es necesario sefalar que en el plegamiento correcto de las
proteinas con frecuencia participan factores externos, como por ejemplo, las chaperonas o
chaperoninas, pero en este capitulo este tema no se discutira. En lo que si se hace énfasis, es
que la transformacion de una cadena de aminoacidos desplegada a la estructura nativa, es un
proceso termodinamicamente espontaneo. Es decir, una vez que la cadena de aminoacidos se
ha formado, su tendencia natural es la adquisicion de la estructura nativa, o sea que el cambio
de energia libre, AG, en la transicion de la cadena desplegada a una estructura que es capaz de
llevar a cabo una funcién es negativo.

El valor del AG en la reaccion proteina desplegada a nativa es de importancia ya que da
una idea de la estabilidad de esta ultima. Se han hecho numerosos estudios para determinar los
valores del AG del plegamiento de las proteinas (por ejemplo ver ref. 7). Sobre la base de estos
estudios, ahora se tiene una idea bastante cercana sobre el AG de esta reacciéon. En general, el
cambio de energia libre de la reaccién es del orden de unas 10 kcal por mol favorable a la
formacion de la estructura nativa (8).

¢, Que significa un AG de 10 kcal por mol? Esto se tiene que evaluar tomando en cuenta
la estructura global de las proteinas. A partir de las estructuras cristalograficas de muchas
proteinas en su estado nativo, se ha visto por ejemplo, que una proteina conformada por una
cadena polipeptidica de unos 200 aminoacidos, posee varios miles de interacciones débiles,
puentes de sal, puentes de hidrogeno, interacciones tipo van der Waals e interacciones
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hidrofébicas. Sobre esta base es tal vez ilustrativo senalar a que pueden ser equivalentes 10
kcal/mol. Por ejemplo, 10 kcal por mol son equivalentes a la energia de formacién de unos
cuantos puentes de hidrogeno. Estas cifras indican que las proteinas son efectivamente
estables, de no ser asi, las enzimas cataliticamente competentes no existirian; sin embargo su
estabilidad es marginal.

Esta caracteristica de las enzimas muy probablemente esta relacionada con su funcién.
De hecho, en este momento es apropiado recordar que en algunas proteinas es muy clara la
existencia de factores desestabilizantes. Por ejemplo, algunas proteinas tienen residuos
cargados que se localizan en partes hidrofébicas de las proteinas (9). La presencia de una carga
en el interior de un ambiente hidrofobico es un factor desestabilizante, y sin embargo en varias
proteinas se ha demostrado la existencia de tales fuerzas y su conservacion a lo largo de la
evolucion.

A priori, la existencia de factores desestabilizantes en las enzimas pareceria una
incongruencia. Sin embargo, si se acepta que los procesos cataliticos estan intimamente ligados
a la flexibilidad de las enzimas, la existencia de tales factores puede tener sentido. Las enzimas
sirven para catalizar, y este proceso se acompaina de muchos arreglos internos. Es decir, en las
proteinas se requiere que las interacciones entre sus dtomos o residuos no sean muy estables,
de otra manera las proteinas no podrian sufrir los arreglos conformacionales que se requieren
para su funciéon. Bajo esta linea de pensamiento, algunos investigadores de hecho consideran
que para que la enzima ejerza su funcion (10) es necesario que exista un balance entre fuerzas
estabilizantes y desestabilizabtes. Por lo tanto, no es sorprendente que el AG de la transicion del
estado desplegado a nativo sea relativamente pequefio. En este sentido, tal vez vale la pena
considerar si asi fue como la evolucién resolvié el problema de crear una estructura flexible, pero
a la vez estable.

Estabilidad, flexibilidad y catalisis

En este momento es conveniente evaluar si las consideraciones anteriores las sustentan
observaciones experimentales. Especificamente la pregunta a contestar es si en las enzimas en
realidad hay relacion entre estabilidad, flexibilidad y catalisis. Existen dos lineas de investigacién
en las que se ha acumulado informacion pertinente.

Una de estas versa sobre las propiedades que las enzimas adquieren cuando se colocan
en medios de bajo contenido de agua. Como se menciond, existen muchas pruebas que indican
que los procesos cataliticos se acompafian de multiples cambios conformacionales. Esto
obviamente implica que en el curso de la catalisis, muchos de los residuos de la proteina se
ocultan o se exponen al solvente. En otras palabras, los arreglos entre el agua y la proteina son
parte del proceso catalitico. Esta misma regla se debe aplicar a la flexibilidad proteica; las
fluctuaciones o movimientos de las proteinas se acompafan de arreglos entre los residuos de la
proteina y el solvente.

Con esta idea, se llevaron a cabo estudios para determinar cémo la cantidad de agua en
contacto con una enzima afectaba su capacidad catalitica. Uno de estos estudios lo realizd
Garza-Ramos y cols (11). Los investigadores colocaron a la ATPasa mitocondrial dentro de
micelas invertidas. Este sistema tiene la ventaja de que la cantidad de agua en contacto con la
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enzima se puede ajustar facilmente. Los investigadores encontraron que entre mas bajo era el
contenido de agua en contacto con la enzima, menor era su Vmax Bajo el concepto de que la
catalisis se acompafia de cambios estructurales y ajustes con el solvente, los datos se explican
por el hecho de que a bajas cantidades de agua (cerca de una monocapa de moléculas de agua
alrededor de la enzimas), los arreglos entre la proteina y el solvente se ven seriamente
afectados, y en consecuencia, la velocidad catalitica disminuye.

En el mismo sistema, los autores estudiaron la estabilidad de la enzima. Los resultados
fueron dramaticos; se encontré que en ambientes de bajo contenido de agua, la enzima resistia
temperaturas de mas de 80° C. Los investigadores también observaron que ajustando el
contenido de agua del sistema, se podia observar que existe una relacién inversa entre la
termoestabilidad de la enzima y su capacidad catalitica, vista como Vmax. Es decir, entre mas
estable era la enzima, menor era su capacidad catalitica. Estos resultados son los que se
esperarian de una estructura en la que su estabilidad esta inversamente relacionada con su
capacidad para llevar a cabo los cambios conformacionales que son necesarios para la catalisis.
Este tipo de estudios también se han hecho en sistemas en los que las enzimas se suspenden
directamente en un solvente organico apolar (ver revision en ref 12). También se observé que
entre mas baja es la cantidad de agua en contacto con la enzima, menor es su capacidad
catalitica y mayor es su termoestabilidad.

La relacién entre estabilidad, flexibilidad y catélisis también se puede observar cuando
se estudia el comportamiento de las enzimas a distintas temperaturas, y en particular cuando se
comparan enzimas de organismos mesdéfilos y termofilos. Los experimentos clasicos en que se
mide la actividad enzimatica a distintas temperaturas muestran que el nimero de recambio de la
enzima, la velocidad a la que la enzima convierte a su sustrato en producto (k.t), aumenta
conforme se eleva la temperatura del sistema. Todas las enzimas muestran este
comportamiento, pero ademas en todas, cuando se llega a una temperatura determinada, la kg4
disminuye, y a temperaturas un poco mas altas las enzimas dejan de expresar actividad
catalitica. En forma gréfica, la curva de temperatura contra la magnitud de la k., tiene la forma de
una campana asimeétrica, el ascenso es gradual, mientras que la caida de la actividad es brusca.
La temperatura a la que se observa la maxima kg se conoce como temperatura éptima. Si se
considera el dinamismo de las proteinas y su flexibilidad, se puede aceptar que la parte
ascendente de la curva refleja un aumento en la flexibilidad de la enzima que es inducido por el
aumento gradual de la temperatura.

Cuando se compara la actividad de una enzima que proviene de un organismo mesofilo
con la de un termdfilo, se obtienen datos interesantes e ilustrativos sobre la relacion que existe
entre estabilidad, flexibilidad y catalisis. Como es de esperar, las curvas de actividad enzimatica
versus temperatura de las dos enzimas tienen el mismo perfil, excepto que la curva con la
enzima del termofilo se desplaza hacia temperaturas mas altas. Es decir, a las temperaturas a
las que la enzima mesofilica expresa actividades relativamente altas, la enzima termofilica
muestra poca actividad. Sin embargo, en la medida que se incrementa la temperatura del
sistema, se llega al punto en que la enzima del mesdfilo deja de expresar catalisis, mientras que
la del termdfilo continda aumentando hasta que finalmente se llega a una temperatura (aprox.
80° — 85° C en las enzimas termofilicas) en que su actividad catalitica desaparece.

Los trabajos en que se han comparado las k., a diferentes temperaturas de enzimas que
provienen de organismos termofilicos y mesofilicos muestran una caracteristica interesante. A
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pesar de que las curvas de las enzimas termofilicas estan a la derecha de las de los mesdfilos,
las k.. de las dos enzimas a las temperaturas éptimas son muy similares. En otras palabras, las
dos enzimas tienen la misma capacidad catalitica, excepto que se requieren diferentes
temperaturas para que las enzimas muestren velocidades cataliticas semejantes. Jaenicke y
Bohm (8) se han referido a este comportamiento como un fenémeno de estados equivalentes. En
otras palabras, las dos enzimas tienen la misma capacidad para llevar a cabo los arreglos
conformacionales que acompanan a la catalisis, excepto que para que éstos ocurran, las
termofilicas requieren temperaturas mayores, o sea que la enzima termofilica es relativamente
mas rigida o menos flexible que la mesofilica.

En el comportamiento de las enzimas de los mesdfilos y los terméfilos en funcién de la
temperatura hay otro punto que vale la pena meditar. Este se refiere a la temperatura a que las
enzimas dejan de expresar catélisis. La temperatura a las que las enzimas mesofilicas dejan de
expresar catalisis es alrededor de 60° C, mientras que en las termofilicas no es raro observar
que éstas son estables a temperaturas de 85° C. Los estudios de muchos laboratorios muestran
que la pérdida de actividad, se debe a que a determinada temperatura, las enzimas pierden la
estructura que les permite ser cataliticamente activas. El que las enzimas termofilicas requieran
mayor temperatura para perder su estructura tridimensional, obviamente implica que estas
enzimas son mas estables que las mesofilicas, lo cual es necesario para que los termdfilos vivan
en las condiciones fisicas de sus nichos. Esto obviamente se logré por medio de adaptacion
Darwiniana. Por lo tanto es valido concluir que el balance entre las fuerzas desestabilizantes y
estabilizantes fueron factores que los procesos evolutivos tuvieron que tomar en cuenta para que
los distintos organismos de nuestro mundo fueran exitosos.

Contrapunto

Los datos de las enzimas que provienen de organismos que habitan distintos nichos y
los que se han obtenido sobre el comportamiento de las enzimas en sistemas de bajo contenido
de agua ilustran una caracteristica general de las enzimas: entre mayor sea la estabilidad de las
enzimas, menor es su capacidad catalitica. Ya que la capacidad catalitica esta relacionada con
la flexibilidad de la proteina, y la flexibilidad con estabilidad es entonces relativamente claro que
en las enzimas estas tres caracteristicas son esenciales e interdependientes. Es decir, la
catalisis no es posible sin flexibilidad, pero esta ultima tiene que ser de una magnitud que sea
compatible con el parametro estabilidad.

Es importante sefialar que esta imagen de las enzimas es congruente con muchos datos
experimentales. Sin embargo, hay algunas observaciones en las cuales la relacion entre
estabilidad y funcion no es evidente. Un ejemplo son los experimentos de Mercado-Besserer y
cols con la triosafosfato isomerasa de Entamoeba histolytica (datos no publicados). Un grupo de
investigadores de la UNAM clonaron, expresaron, caracterizaron y obtuvieron la estructura
cristalografica de la enzima (13,14). Mercado-Besserer y cols analizaron los datos y observaron
que la enzima tiene un acido glutamico oculto al solvente. Dada su localizacién, el acido
glutdmico deberia ejercer una accion desestabilizante, por tanto se modificé genéticamente por
una glutamina y se determiné el efecto de la mutacién en algunas caracteristicas de la enzima.
Se encontré que la termoestabilidad de la mutante era cerca de 20° C superior a la de la enzima
silvestre. El resultado era el esperado; la eliminacién de un factor desestabilizante aumenté la
estabilidad de la proteina. Sin embargo, los investigadores también observaron que la k. y la
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Km de la enzima mutante fueron similares a las de la enzima nativa. Por lo tanto los datos
indican que, cuando menos en este caso, los cambios en la estabilidad global de una enzima no
se relacionan con la capacidad de la enzima para sufrir los arreglos conformacionales que se
requieren en la catalisis.

Conclusiones y perspectivas

Todo lo anterior indica que aun hay mucho que aprender sobre la relacién entre la
estructura y funcion de las enzimas. Sin embargo, es importante reconocer que los datos que se
han obtenido con organismos de distintos nichos y con enzimas en medios de bajo contenido de
agua indican fuertemente que existe una relacién muy estrecha entre estabilidad, flexibilidad y
catalisis. De esta manera, la pregunta que surge es ¢,se pueden explicar la catalisis enzimatica,
la flexibilidad y la estabilidad de la enzimas en términos moleculares precisos? En opinion del
autor, la respuesta es no... aun. Es cierto que los mecanismos quimicos por los cuales se lleva a
cabo la transformacién de un substrato en producto son razonablemente claros para muchas
enzimas. Sin embargo, aun se desconoce en gran parte como los eventos en el sitio catalitico se
relacionan con los cambios conformacionales que ocurren en otros lugares de las enzimas. La
flexibilidad de las enzimas aun presenta muchas incognitas. Esto se debe principalmente a que
es dificil medir la flexibilidad global de una proteina o la de determinadas regiones o residuos de
las enzimas. Sin embargo, la técnicas en que se mide intercambio de hidrégeno por deuterio se
ven prometedoras (ver Fig. 4 en ref..15). La estabilidad es otro parametro dificil de medir. Es
cierto que la estabilidad global de una proteina en términos de AG es cuantificable, pero la
estabilidad de regiones especificas de las enzimas aun no se puede medir faciimente. En este
punto, sin embargo, existen estudios interesantes en que por medidas de accesibilidad de una
sonda que reacciona con residuos especificos de una proteina, se pueden hacer inferencias de
la estabilidad de la regién en la que encuentra el residuo (16).

Antes de terminar, es tal vez apropiado sefalar que el nivel de complejidad de las
enzimas es alto y conforme aumenta el conocimiento sobre las mismas, su complejidad es cada
vez mas evidente. Ahora se sabe que la estructura global de las enzimas no es simplemente un
punto de apoyo para los residuos cataliticos; todo indica que el resto de de la proteina también
es parte importante de la catalisis. Por tanto, es necesario conocer con certeza como las
regiones distantes al sitio catalitico participan en la expresion de la catalisis, y cuales son los
factores que controlan la estabilidad y flexibilidad de las enzimas. De igual importancia es definir
en forma precisa como es que una proteina adquiere su estructura tridimensional. Ciertamente
que Unicamente con esta informacién se podra pasar a la siguiente etapa de la enzimologia:
fabricar enzimas que sean diferentes a las que nos heredd la evolucion. Por ejemplo, enzimas
que catalicen la transformaciéon de los sustratos a los productos que se deseen, o que sean
termoestables, o que funcionen en condiciones industriales drasticas, o que trabajen en medios
no acuosos. Ciertamente que esta parte de la historia apenas comienza.

Referencias
1. Goodsell, D. S. y Olson, A. J. (2000) Structural symmetry and protein function Annu. Rev. Biophys.

Biomol. Struct. 29, 105-153.
2. Anfinsen, C. B. (1973) Principles that govern the folding of protein chains, Science 181, 223-230.

93



MENSAJE BIOQUIMICO, Vol. XXVII 520032

3.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

Levinthal, C. (1969) How to fold graciously en Mossbauer spectroscopy in biological systems,
Proceedings of a Meeting in Allerton House, Monticello, Il (Ed. P. de Brunner, J. C. M. Tsibris, y E.
Munck, University of lllinois Press, Urbana. Citado por Honig, B. (1999) Protein folding: from the
Levinthal parados to structure prediction. J. Mol. Biol. 293,283-293.

Ofran, Y. Y Rost, B. (2003) Analysing six types pf protein-protein interfaces, J. Mol. Biol. 325, 377-
387.

Xue, Q. F. y Yeung, E. S. (1995) Differences in the chemical reactivity of individual molecules of an
enzyme Nature 373, 681-683.

Zavodszky, P., Kardos, J., Svingor, J., y Petsko, G. A. (1998) Adjustments of conformational flexibility
is a key event in the thermal adaptation of proteins Proc. Nat. Acad, Sic. USA. 95, 7406-7411.

Najera, H., Costas, M., y Fernandez-Velasco, D. A. (2003) Thermodynamic characterization of yeast
triosephosphate isomerase refolding: insights into the interplay between function and stability as
reasons for the oligomeric nature of an enzyme Biochem. J. 370, 785-792.

Jaenicke, R. y Bohm, G. (1998) The stability of proteins in extreme environments Curr. Op. in Struct.
Biol. 8, 738-748.

Irun, M. P., Maldonado, S y Sancho, J. (2001) Stabilization of apoflavodoxin by replacing hydrogen-
bonded charged Asp or Glu residues by the neutral isosteric Asn or GIn Prot. Eng 14, 173-181.
Petsko, G. A. (2001) Structural basis of thermostability in hyperthermophilic bacteria, or “There is
more than one way to skin a cat” Meth. Enzymol 469,-478.

Garza-Ramos, G., Darszon, A., Tuena de Gémez-Puyou M. y Gémez-Puyou, A. (1990) Enzyme
catalysis in organic solvents with low water content at high temperatures. The
adenosinetriphosphatase of submitochondrial particles. Biochemistry 29, 751-758,.

Tuena de Gémez-Puyou, M. y Gémez-Puyou, A. (1998) Enzymes in low water systems Crit. Rev.
Biochem. Mol. Biol. 33, 53-89.

Landa, A., Rojo-Dominguez, A., Jiménez, L. Y Fernandez-Velasco, D. A. (1997) Sequencing,
expresion and properties of triosephosphate isomerase from Enfamoeba histolytica. Eur. J. Biochem.
247, 348-355.

Rodriguez-Romero, A., Hernandez-Santoyo, A., del Pozo Yauner, L., Kornhauser, A. y Fernandez-
Velasco, D. A. (2002) Structure and Inactivation of triosephosphate isomerase from Entamoeba
histolytica J. Mol. Biol. 322, 669-675.

Fields, P. A. (2001) Review: Protein function at thermal extremes: balancing stability and flexibility
Comp. Biochem. Physiol. Part A. 129, 417-431

Silverman, J. A. y Harbury, P. B. (2002) The equilibrium unfolding pathway of a (beta/alpha) 8 barrel.
J. Mol. Biol. 324, 1031-1040.

94



Gbémez-Puyou

Semblanza del Dr. Armando Gémez-Puyou.

Nacié en San Luis Potosi, México. Estudio la carrera de médico
cirujano en la Facultad de Medicina de la UNAM, y posteriormente realizd sus
estudios de doctorado en bioquimica, en la Facultad de Quimica de la misma
Universidad. Toda su carrera la ha consagrado a la investigacion, la cual inicié
como profesor-investigador en el Depto. de Bioquimica de la Facultad de
Medicina de la UNAM; después como investigador en el Instituto de Biologia,
el CINVESTAV y actualmente, en el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, en donde se
desempefia como investigador emérito. Ha sido profesor visitante en varias Universidades, entre
las que podemos mencionar, la Johns Hopkins University, en Baltimore; el Instituto Federal Suizo
de Tecnologia (Eidgenossische Technische Hochschule), en Zurich; el Instituto Nencki de
Biologia Experimental, en Varsovia; el Laboratorio Arrhenius de la Universidad de Estocolmo; la
Universidad Estadual de Campinas, y las Universidades Federal de Parana y Rio de Janeiro. Asi
mismo, ha impartido numerosas conferencias por invitacion en diversas Universidades y
Congresos de su especialidad.

Es interesante hacer notar, que su primera trabajo de investigacion, lo publico tres afos
antes de graduarse como médico cirujano, y actualmente suma mas de 150 publicaciones en
revistas especializadas.

Ha recibido numerosos reconocimientos: la beca Guggenheim; el premio de la Industria
Nacional Quimico-Farmacéutica, 1975; el premio Universidad Nacional en 1989, la designacién
como investigador emérito por el Sistema Nacional de Investigadores, en 1994, y por la
Universidad Nacional en 1995. Su ultimo reconocimiento, lo recibié este mismo afo, al ser
designado como Forjador de la Ciencia en México.

Su linea actual de investigacion se centra en el desarrollo de nuevos farmacos
disefados especificamente para curar el mal de Chagas, frecuente en Latinoamérica, y la
enfermedad del suefio, recurrente en Africa.

95



Flores Herrera O, Riveros Rosas H, Sosa Peinado A,
Vazquez Contreras E (eds). Mensaje Bioquimico, Vol
XXVII. Depto Bioquimica, Fac Medicina, Universidad
Nacional Auténoma de México. Cd Universitaria, México,
DF, MEXICO. (2003).
(http://bg.unam.mx/mensajebioquimico)
(ISSN-0188-137X)

:J‘)?.

NACIONAL AUTONOMA
e >

MICROARREGLOS DE DNA

Jorge Ramirez, Lorena Chavez, José Luis Santillan y Simén Guzman
Unidad de Microarreglos de DNA, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autbnoma
de México. Circuito exterior, Ciudad Universitaria, Coyoacan, Apdo.Postal 70-242; México D.F.
04510 México, Tel: 56225753.
jramirez@ifisiol.unam.mx
http://smcg.cifn.unam.mx/MicroarreglosDNA-IFC/index.html

Introduccion

¢Microarreglos de DNA? La mejor definicion para esta pregunta es: un conjunto
ordenado de genes en una pequefia superficie (10,000 muestras por sz)_ Los microarreglos de
DNA son una nueva herramienta de la biologia molecular y las ciencias gendmicas.
Posiblemente es una de las aplicaciones mas importantes para la informacion obtenida de la
secuenciacion sistematica de los genomas completos.

No hace muchos afios, la mayoria de los investigadores interesados en observar
cambios en los niveles de expresion de los genes, tenian que estudiarlos uno por uno.
Actualmente con la tecnologia de los microarreglos disefada por Brown P.O. y Botstein D. en
1999, es posible hacer preguntas a todos los genes de un organismo determinado, en un solo
experimento. En este documento trataremos de explicar, como se fabrican los microarreglos,
como se procesan en el laboratorio, como se obtienen los resultados de ellos y finalmente como
se analizan.
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Bibliotecas gendmicas.

Con la secuenciacion sistematica de los genomas completos y los avances en la sintesis
artificial de DNA, ya sea por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR del inglés Polimerase
Chain Reaction) o la sintesis quimica de desoxioligonucleotidos, actualmente es posible obtener
en el laboratorio el genoma completo de un organismo, generando cada uno de los marcos de
lectura abierta (ORF) completos o fragmentos de cada uno de ellos.

Actualmente se pueden adquirir las colecciones completas de los genes de varios
organismos como: Humano, Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cerevisiae y E. coli, por
mencionar algunas.

Por lo general estas bibliotecas se depositan en microplacas de 384 pozos, en donde
podemos conocer la ubicacién exacta de cada uno de los genes. La informacién sobre los
genomas completos y las bibliotecas comerciales, se puede consultar en Internet, (por ejemplo:
http://www.yeastgenome.org/ ).

Impresion de microarreglos.

En la actualidad existen varios tipos de impresores para los microarreglos y los podemos
separar en dos clases principales: los de contacto, que como su nombre lo indica, deposita las
muestras haciendo contacto con la superficie y los piezoeléctricos en los que un aplicador
ultrasonico deposita la muestra, aunque estos ultimos son tecnologias muy recientes y no
abundaremos en ellos. También existe otro procedimiento para la impresién de microarreglos y
es el de la sintesis de DNA directamente sobre la superficie.

Los impresores de contacto, son los mas econémicos; su uso es relativamente sencillo y
no se requiere una gran infraestructura para fabricar microarreglos de DNA con estos equipos.
Basicamente se trata de un brazo robético con movimiento en los ejes X, Y y Z y su
caracteristica mas importante es, poderse desplazar en cualquiera de estas direcciones con una
resolucién de una décima de milimetro. Existen dos tipos de estos robots: los primeros y mas
sencillos en los que una superficie conteniendo las laminillas sobre las que se va a imprimir, se
desplaza en los ejes (X, Y) y la cabeza con los aplicadores sube y baja en el eje Z depositando la
muestra sobre la laminilla (Figura 1). En el otro tipo de robots las laminillas permanecen estaticas
y un brazo mecanico se desplaza en los tres ejes aplicando las muestras (Figura 2). Los robots
impresores de contacto cuentan con una cabeza en la que se pueden colocar de 1 a 48
aplicadores. (Figura 3). Los aplicadores, son pequefas agujas (Figura 4) con una ranura en la
punta similar a la punta de una pluma fuente y al igual que en ésta, la muestra se toma y se
deposita por capilaridad. Los aplicadores mas comunes tienen una capacidad de 0.25 pl y
pueden hacer al menos 100 aplicaciones, es decir 0.0025 ul por aplicacion. También existen
aplicadores con capacidad de hasta 300 aplicaciones y aplicadores soélidos, es decir sin ranura, y
que pueden hacer hasta 10 aplicaciones.

Las superficies sobre las que se pueden imprimir los microarreglos de DNA son dos, las
membranas de materiales como la nitrocelulosa o el nylon y las laminillas de vidrio o epdxico,
semejantes a las que se utilizan para microscopia. Estas ultimas son las mas utilizadas, ya que
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permiten tener un mejor control sobre el didmetro de las aplicaciones y la distancia entre ellas.
Estas laminillas se pueden conseguir con diferentes recubrimientos como: poli-lisina, aminas y
aldehidos, las cuales permiten la unién quimica del DNA con la superficie (Figura 5).

Figura 1. Diagrama de un impresor de microarreglos de contacto. En este tipo de robot la
superficie (c) conteniendo la microplaca con las muestras (a) y las laminillas (b), se desplaza
en las direcciones X y Y, mientras que la cabeza con los aplicadores (d) sube y baja,
depositando las muestras , siguiendo el eje Z.

Figura 2. Diagrama de un impresor de microarreglos de contacto. En este tipo de robot la
superficie (c) conteniendo la microplaca con las muestras (a) y las laminillas (b) es fija,
mientras que la cabeza con los aplicadores (d) es un brazo mecanico con movimiento en las
tres direcciones (X, Yy Z).
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Figura 3. Fotografia de la cabeza, los aplicadores y las laminillas en un robot como el que se

muestra en la figura 2.

SMP3 (0.25 ul uptake) |SMP3E (0.6 ul uptake}

Figura 4. Micrografia de la punta de dos tipos de aplicadores. A la izquierda se muestra un
aplicador con capacidad para 100 aplicaciones y a la derecha el de mayor capacidad.
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Figura 5. Ejemplo de la superficie sobre la que se pueden imprimir los microarreglos y del

mecanismo para el entrecruzamiento del DNA a la laminilla.
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Para la impresion de los microarreglos es importante tomar en cuenta los
siguientes aspectos: de la biblioteca gendmica que se desea imprimir se debe tener la
mayor cantidad de informacién de cada gen y esta informacioén tiene que estar ordenada
en una base de datos; el DNA que se va a imprimir, debe tener la misma calidad que se
requiere cuando se va a secuenciar; la cantidad de DNA de cada muestra debe ser la
misma y en una solucion con un contenido especifico de sales. También se deben
controlar la humedad y la temperatura.

Una vez impresas las laminillas, el DNA debe ser fijado a la superficie. Esto se puede
lograr horneando los microarreglos a 80°C por cuatro horas o con un entrecruzador de luz
ultravioleta. Adicionalmente se delimita la region donde se encuentra el microarreglo y se
identifica cada laminilla, ya sea con un cédigo de barras o un numero se serie.

Obtener el equipo, contar con las bibliotecas gendémicas ordenadas y establecer las
condiciones para la impresion de microarreglos; requiere de una gran cantidad de recursos
econdémicos y tiempo. Por ello es recomendable obtener los microarreglos ya elaborados.
Existen diversas compafiias que comercializan microarreglos y en la UNAM se cuenta con una
unidad de microarreglos de DNA, creada para ofrecer a la comunidad cientifica y tecnoldgica del
pais, servicios de impresidon de microarreglos, marcado de sondas, lectura de microarreglos y
cuantificacién de los mismos.

Obtencion de RNA

El aislamiento del RNA para su utilizacion en microarreglos, no difiere de los protocolos
habituales para purificar RNA total. Solo se deben tener en cuenta los siguientes aspectos:
obtenerlo lo mas concentrado posible; que la banda ribosomal grande sea al menos dos veces
mas que la banda pequefia (este relacion nos permite tener una idea de la integridad del mRNA);
se requieren al menos 30ug de RNA total para realizar un experimento; no se requiere aislar el
RNA mensajero y puede no ser importante la presencia de DNA gendmico. En cuanto a los
métodos para purificar RNA se puede consultar los reportados, aunque es recomendable utilizar
kits comerciales y consultar con colegas que tengan experiencia en el aislado de RNA. En la
Figura 6 se muestra un ejemplo de RNA total de levadura con las caracteristicas mencionadas.

Marcado del RNA

Para el marcado del RNA (sonda) se utiliza la sintesis invitro de cDNA de cadena
sencilla. En los métodos mas comunes; se coloca el RNA total junto con un deoxioligonucleétido
poli T y un conjunto de hexameros al azar, permitiendo que reconozcan sus sitios en el RNA
mensajero. Posteriormente se agregan los deoxinucleétidos A, C, G y T, mas una proporcion de
deoxinucledtido T marcado con una molécula fluorescente (comercialmente se pueden obtener
dUTP-Cy3, dUTP-Cy5, dUTP-alexa3 y dUTP-alexa5; también se pueden obtener los mismos
fluoréforos unidos a dCTP). A la mezcla se agrega transcriptasa inversa que sintetiza el cDNA a
partir del mRNA, incorporando el deoxinucleétido T marcado en dos reacciones estandar.
Finalmente el cDNA marcado se purifica para eliminar el deoxinucledtido fluorescente no
incorporado al cDNA vy se tiene la sonda marcada, lista para probarla en un microarreglo. En la
Figura 7 se muestra un gel de electroforesis en el que se corrieron RNA total y RNA mensajero,
marcados con los fluoréforos descritos.
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Hibridizaciéon de los microarreglos

La hibridizacion de un microarreglo no difiere significativamente de las condiciones que
comunmente se utilizan para un experimento tipo Southern o Northern, dependiendo del
experimento, se fijara la temperatura y la astringencia de la solucion de hibridizacidon. Las
diferencias mas importantes entre una hibridizaciéon tipo Southern o Northern y una en
microarreglos son: que el volumen de hibridizaciéon no es mayor a 50 pl, no se requiere agitacion
y en un microarreglo se prueban dos condiciones o sondas simultdneamente, es decir se
compara la condicién control, contra la experimental en el mismo experimento.

El procedimiento consiste en aplicar la solucion de hibridizaciéon con las sondas sobre la
laminilla y cubrirla con un cubreobjetos para permitir que la solucién cubra todo el microarreglo
de igual forma que se hace una preparaciéon para microscopia. Como se podran imaginar, la
reaccion es capilar y por eso requiere de muy poco volumen. Sin embargo es importante sefalar
que se debe tener cuidado con la evaporacion. Para evitar que esto suceda, los microrreglos se
colocan en camaras humedas disefiadas para estos propésitos (Figura 8).

Al igual que la hibridizacion, el lavado de un microarreglo utiliza las mismas reglas de
temperatura y astringencia que se siguen en los experimentos tipo Southern o Northern, con una
pequefia diferencia que es, el secado de las laminillas. Para secar las laminillas es
recomendable utilizar la centrifugacion ya que cualquier residuo de sales por evaporacion puede
afectar la lectura.

Lectura de microarreglos

Existen dos tipos de lectores de microarreglos: los lectores con camaras digitales y los
lectores confocales. En los lectores con camaras digitales se registra la imagen fluorescente
como si se tomara una fotografia comun, mientras que en los lectores confocales se hace una
reconstruccion de la imagen utilizando los principios de la microscopia confocal, que consiste en
la utilizaciéon de fotomultiplicadores para registrar la sefal. Estos ultimos son posiblemente los
mejores lectores para microarreglos; ya que permiten obtener una imagen de muy alta
resolucion, factor determinante en la obtencion de resultados; desafortunadamente estos
lectores son muy costosos.

En ambos tipos de lectores se utiliza un laser para excitar las moléculas fluorescentes unidas
al cDNA y poder obtener la imagen de cada una de las muestras contenidas en el microarreglo.
Este procedimiento se hace para cada uno de los fluoréforos obteniéndose dos imagenes, una
para el fluoréforo Cy3 (rojo) y una para el fluoréforo Cy5 (verde) (Figura 9). Para la obtencién de
estas imagenes se debe ajustar la intensidad del laser y la sensibilidad de la camara o de los
fotomultiplicadores, de tal forma que ambas imagenes den valores semejantes de fluorescencia
total. Comunmente para lograr esto, en los microarreglos se colocan controles o0 marcadores que
se utilizan para ajustar la sefal de fluorescencia para ambos fluoréforos. Una vez obtenidas
estas imagenes, pueden ser combinadas para obtener un aspecto visual del microarreglo. En la
figura 10 se muestra un ejemplo, en el que podemos observar puntos amarillos, verdes, rojos y
un sin numero de tonalidades entre el verde y el rojo. Si para este experimento se marco la
muestra experimental en rojo y la control en verde, todos aquellos puntos que se ven rojos o
tonalidades anaranjadas, pueden ser interpretados como genes que aumentaron su expresion.
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Los puntos verdes o tonalidades entre el amarillo y el verde seran aquellos genes que
disminuyeron su expresion. Y finalmente los puntos amarillos representan a los genes que en
ambas condiciones se expresan de igual forma.

DNA GENOMICO
RNA RIBOSOMAL 2
MAL 1

&S
RNA RIBOSO 8S

RNA TRANSFERENCIA

Figura 6. Fotografia de RNA total de levadura, corrido en un gel desnaturalizante de agarosa
1%.

1 Marcado con Cy3
RNAtotal
o { 2 Marcado con Cy5

3 Vacio
mRNA{ 4 Marcado con Cy3

5 Marcado con Cy5

Figura 7. Imagen de fluorescencia de las sondas marcadas con los fluoréforos Cy3 rojo y Cy5
verde, corridas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida de 12.5%.

Figura 8. Fotografia de una camara de hibridizacion para microarreglos.
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Figura 9. Imagen de fluorescencia para un microarreglo hibridizado con una sonda marcada
con dUTP-Cy3 (rojo) y una sonda marcada con dUTP-Cy5 (verde).

Figura 10. Imagen combinada de las imagenes de la figura 9.
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Cuantificaciéon de microarreglos

Para la obtencion de los valores cuantitativos de cada una de las senales de
fluorescencia contenidas en el microarreglo, se requiere del analisis de las imagenes.
Comercialmente se pueden adquirir programas de computo para estos fines, también se les
puede encontrar en sitios de software libre (por ejemplo: http:/linus.nci.nih.gov/BRB-
ArrayTools.html ). En la mayoria de estos programas existen una serie de pasos basicos para la
interpretacion de estas imagenes.

En primer lugar se debe considerar la aplicacién de un filtro para depurar la imagen de
pequefias imperfecciones o sefiales no deseadas que pudieran encontrarse entre las muestras.
Posteriormente se genera una reticula en la que se definen las areas que se van a cuantificar
(Figura 11). Definida la reticula, se determina una zona de exclusion y el area para calcular la
sefal de fondo de la imagen (recuadro en la figura 11). Definidos estos parametros el programa
calcula la densidad de los pixeles en cada area definida, dando como resultado una tabla con las
coordenadas, los valores de densidad, fondo y sefial para cada una de las muestras en el
microarreglo (Tabla 1). Esta informacion es complementada con las bases de datos en donde se
tiene el nombre del gen, su funcién, la via metabdlica a la que pertenece, ubicaciéon celular, etc.
(Tabla 2).
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Figura 11. Cuantificacion de la sefial de un microarreglo, definiciéon y ajuste de la reticula. En
el recuadro dentro del circulo amarillo, esta la zona para obtener la densidad real, entre el
circulo amarillo y el azul esta la zona no considerada y entre él circulo azul y el rojo la zona
para determinar la sefial de fondo.
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Tabla I. Resultados obtenidos de la cuantificacién de una imagen de microarreglos

Macro- Macro-

rengléon columna Rengléon  Columna Densidad Cy3 Densidad Cy5 Fondo Cy3  Fondo Cy5
1 1 1 1 401.875 416.107143  245.62264  272.59434
1 1 1 2 456.910714  408.553571 224.24528  263.29245
1 1 1 3 453.232143  455.821429  270.4434 266.21698
1 1 1 4 1112.964286 966 274.51887  243.40566
1 1 1 5 1325.625 1042.098214 266.72642 277.5566
1 1 1 6 1345.776786 1175.964286 275.70755  303.51887
1 1 1 7 669.839286  694.991071 269.89623  307.70755
1 1 1 8 660.053571 603.4375 268.79245  297.58491
1 1 1 9 742.758929  788.294643 256.63208  288.91509
1 1 1 10 552.946429  549.758929 255.63208  248.63208

Tabla Il. Descripcion existente para cada uno de los genes en el microarreglo.

MR MC R C ORF biological_process molecular_function Chr
1 1 1 1 YBR042C biological_process unknown molecular_function unknown 1]
1 1 1 2 YBRO042C biological_process unknown molecular_function unknown 1]
1 1 1 3 YBRO018C galactose metabolism UTP-hexose-1-phosphate Il
1 1 1 4 YBRO018C galactose metabolism UTP-hexose-1-phosphate Il
1 1 1 5 YBL108W biological_process unknown molecular_function unknown 1]
1 1 1 6 YBL108W biological_process unknown molecular_function unknown 1]
1 1 1 7 YBLO088C telomerase-dependent inositol/phosphatidylinositol kinase Il
1 1 1 8 YBL088C telomerase-dependent inositol/phosphatidylinositol kinase Il
1 1 1 9 YBRO40W cellular morphogenesis molecular_function unknown ]
1 1 1 10 YBR0O40W cellular morphogenesis molecular_function unknown Il

Nota. En ambas tablas, las primeras cuatro columnas corresponden a las coordenadas de cada gen en el
microarreglo y estas coordenadas nos permiten relacionar ambas tablas.

Interpretacion de los resultados

Para la interpretacion de estos resultados se requiere del analisis estadisticos, los cuales
pueden ser realizados con programas comerciales o libres. Basicamente se trata de discriminar
entre los miles de datos que se obtienen, aquellos que son significativos y que representan un
cambio real. También se existen programas que permiten agrupar a los genes ya sea por su
nivel de expresion, funcion, estructura, etc. Estos procedimientos estadisticos y de agrupamiento
es lo que actualmente se conoce como bioinformatica.
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En la actualidad existen pocos lugares donde se pueda obtener formacién académica en
bioinformatica y México no es la excepcion. Un reto que enfrentara todo aquel investigador que
realice experimentos con microarreglos sera aprender esta nueva rama del conocimiento en
biologia.

Ejemplo del uso de los microarreglos de DNA

Tomemos como ejemplo un estudio con microarreglos de cancer cérvico uterino. De una
paciente con diagndstico de cancer cérvico uterino se obtuvo un fragmento de biopsia fresca y
sin incluir en parafina. También se consiguié una muestra de la misma region de tejido de una
paciente sana (de cadaver) manteniendo las mismas condiciones para ambas muestras. De las
muestras se aisld el RNA total y se marco (comunmente se marca la sonda control con el
fluoréforo Cy5 y la experimental con Cy3). Ambas sondas marcadas, se juntaron y se hibridizé
un microarreglo con 10,000 de los genes mejor identificaos en el humano. De la lectura de este
microarreglo se obtuvieron las imagenes (Figura 12) y se cuantifico la sefial de fluorescencia
para cada sonda. Con los datos obtenidos se obtuvo la grafica de fluorescencia (Figura 13)
donde podemos comprobar que los valores de fluorescencia son simétricos, lo que significa que
tanto la reacciéon de marcado asi como la hibridizacion y la lectura del microarreglos son
correctos.

Figura 12. Se muestra un fragmento del microarreglo hibridizado, en donde vemos la sefial
de fluorescencia de Cy3 (rojo) para el RNA de la biopsia del paciente enfermo (C); la sefial de
fluorescencia de Cy5 (verde) para el RNA sin céncer (N) y la combinacién de ambas
imagenes para ver la relacion (C/N). A estas imagenes se hizo el procedimiento previamente
descrito para obtener los valores numéricos.
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Figura 13. Grafica del logaritmo de la sefial “N” eje X contra la sefial “C” eje Y. Se observa
que ambas sefiales se ajustan a una recta con un coeficiente de 0.9986, lo que indica un buen
marcado, hibridizacién y lectura.

Una vez que se verifico el marcado, hibridizaciéon y lectura, se procedié a obtener los
valores de fluorescencia para cada uno de los genes contenidos en el microarreglo. En la Tabla

3 se muestran los genes que se localizan en el fragmento que se va a analizar.

A partir de los valores de densidad y fondo (Tabla 4), se definieron dos nuevas columnas
en donde se obtuvo el cociente entre la densidad y el fondo respectivamente. Estos valores nos

permiten ver si los datos de sefial que estamos obteniendo, son significativos.

Para este experimento, el cociente de la fluorescencia promedio contra el fondo
promedio es de 6.98, luego entonces todos los valores para las relaciones (Den/Bck) deben ser

mayores o iguales a 6.98 para ser considerados como significativos.
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Tabla 3. Posicion y descripcién de cada uno de los genes analizados en este fragmento del microarreglo.

Row Colum Gene Function

N

tata box binding protein tbp-associated factor rna polymerase ii h 30kd; taf2h
tata box binding protein tbp-associated factor rna polymerase ii h 30kd; taf2h
core promoter element binding protein; copeb

core promoter element binding protein; copeb

midkine neurite growth-promoting factor 2; mdk

midkine neurite growth-promoting factor 2; mdk

internexin neuronal intermediate filament protein alpha; ina

internexin neuronal intermediate filament protein alpha; ina
nasopharyngeal epithelium specific protein nesg1.

nasopharyngeal epithelium specific protein nesg1.

t-cell lymphoma invasion and metastasis 1; tiam1

t-cell lymphoma invasion and metastasis 1; tiam1

transducin-like enhancer of split esp1 homolog drosophila; tle2
transducin-like enhancer of split esp1 homolog drosophila; tle2
transglutaminase prostate; tgm4

transglutaminase prostate; tgm4

Far upstream element-binding protein; fubp1

Far upstream element-binding protein; fubp1

nuclear mitotic apparatus protein 1; numa1

nuclear mitotic apparatus protein 1; numa1

chromosome condensation 1; chc1

chromosome condensation 1; chc1

transforming growth factor beta receptor ii 70-80kd; tgfbr2

transforming growth factor beta receptor ii 70-80kd; tgfbr2

angiotensin i; agt

angiotensin i; agt

ankyrin-like protein 1; anktm1

ankyrin-like protein 1; anktm1

fibroblast growth factor receptor 4 isoform 2; fgfr4

fibroblast growth factor receptor 4 isoform 2; fgfr4

a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin motifs-8; adamts8
a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin motifs-8; adamts8
guanine nucleotide binding protein g alpha 12; gna12

guanine nucleotide binding protein g alpha 12; gna12

estradiol 17 beta-dehydrogenase 3; hsd17b3

estradiol 17 beta-dehydrogenase 3; hsd17b3

hypothetical protein flj11160; fl[j11160

hypothetical protein flj11160; flj11160

solute carrier family 4 sodium bicarbonate cotransporter member 7; slc4a7
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solute carrier family 4 sodium bicarbonate cotransporter member 7; slc4a7
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Tabla 4. Valores obtenidos de la cuantificacién del microarreglo. Las columnas muestran:
densidad (Den) y fondo (Bck), para cada una de las imagenes obtenidas.

Row Colum Den "C" Den "N" Bck "C" Bck "N"
1 1 37254 .47 36520.06 427.63 507.25
1 2 36984.06 36819.11 430.01 501.18
1 3 1516.23 1618.54 365.14 410.67
1 4 4628.32 7734.03 360.69 403.30
2 1 27954.15 14460.36 461.50 335.87
2 2 27707.81 14585.53 461.50 335.87
2 3 43308.49 42290.43 345.96 332.12
2 4 43454.32 42154.34 354.60 323.19
3 1 14050.25 23816.10 475.06 532.32
3 2 13909.43 23766.45 488.58 520.21
3 3 32914.65 20901.05 377.42 380.19
3 4 33157.36 20891.16 380.25 386.26
4 1 14635.07 27186.54 317.89 440.97
4 2 14753.06 27201.71 318.85 443.68
4 3 53079.49 54542.79 542.55 582.04
4 4 52968.20 54398.86 540.08 583.19
5 1 41215.58 41300.45 630.98 415.03
5 2 41329.66 41311.00 636.12 416.28
5 3 50100.50 31062.06 450.78 531.68
5 4 49978.34 30997.69 448.98 539.70
6 1 3718.98 3616.45 44215 491.02
6 2 3686.94 3522.56 439.31 483.47
6 3 20019.00 19989.90 461.03 459.98
6 4 19899.15 20080.03 455.18 462.15
7 1 30845.67 31009.87 375.60 460.16
7 2 30684.14 30934.32 373.56 457.71
7 3 28182.57 46246.12 382.86 661.01
7 4 27997.68 46370.65 387.98 639.54
8 1 20788.10 37460.25 388.75 364.59
8 2 20864.26 37816.63 373.89 335.87
8 3 31945.87 30025.42 380.25 443.97
8 4 32175.77 29524.59 387.81 476.39
9 1 6298.87 10114.02 380.25 539.68
9 2 6330.92 10097.12 393.55 622.37
9 3 33567.87 32698.79 400.09 564.35
9 4 33835.10 32766.00 416.35 575.23
10 1 34421.32 34516.65 456.78 478.95
10 2 34212.31 34418.69 425.69 459.35
10 3 10021.11 5065.74 389.50 545.86
10 4 9936.33 4973.08 390.92 543.69
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Como podemos observar en la tabla 5, la mayoria de los resultados obtenidos son
significativos con excepcion de los datos obtenidos para la muestra localizada en el renglén 1
columna 3 cuyos valores son menores a la relacion minima.

Tabla 5. Estimacién de resultados significativos, con rojo se indican los valores para la
relacion de “C” y con verde para la relacion de “N”

Row  Colum Den "C" Den "N" Bck "C" Bck "N"
1 37254.47 36520.06 427.63 507.25
2 36984.06 36819.11 430.01 501.18
3 1516.23 1618.54 365.14 410.67
4 4628.32 7734.03 360.69 403.30
1 27954.15 14460.36 461.50 335.87
2 27707.81 14585.53 461.50 335.87
3 43308.49 42290.43 345.96 332.12
4 43454.32 42154.34 354.60 323.19
1 14050.25 23816.10 475.06 532.32
2 13909.43 23766.45 488.58 520.21
3 32914.65 20901.05 377.42 380.19
4 33157.36 20891.16 380.25 386.26
1 14635.07 27186.54 317.89 440.97
2 14753.06 27201.71 318.85 443.68
3 53079.49 54542.79 542.55 582.04
4 52968.20 54398.86 540.08 583.19
1 41215.58 41300.45 630.98 415.03
2 41329.66 41311.00 636.12 416.28
3 50100.50 31062.06 450.78 531.68
4 49978.34 30997.69 448.98 539.70
1 3718.98 3616.45 442 .15 491.02
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4

DenC/BckC DenN/BckN

3686.94  3522.56 439.31 483.47
20019.00 19989.90  461.03 459.98
19899.15 20080.03  455.18 462.15
30845.67 31009.87  375.60 460.16
30684.14 30934.32  373.56 457.71
28182.57 46246.12  382.86 661.01
27997.68 46370.65  387.98 639.54
20788.10 37460.25  388.75 364.59
20864.26 37816.63  373.89 335.87
3194587 30025.42  380.25 443.97
32175.77 29524.59 387.81 476.39

6298.87 10114.02  380.25 539.68

6330.92  10097.12 393.55 622.37
33567.87 32698.79  400.09 564.35
33835.10 32766.00  416.35 575.23
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10 34421.32 34516.65  456.78 478.95
10 34212.31 34418.69  425.69 459.35
10 10021.11  5065.74 389.50 545.86
10 9936.33  4973.08 390.92 543.69
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En la Tabla 6, los valores de sefial se obtienen de la resta numérica de la densidad
menos el fondo de cada uno de los genes estudiados. Los valores de la relaciéon se obtienen del
cociente entre ambas sefiales. Finalmente de la relacién de las sefales se obtiene el logaritmo
base 2 de cada una de ellas y se multiplica por 100, para la identificacion de aquellos genes que
aumentaron o disminuyeron su expresion, asi como aquellos que no cambiaron. En la Tabla 6 se
identificaron con rojo los genes que aumentaron mas de 10 unidades y con verde aquellos
menores a —10 unidades.

Para garantizar que un gene aumenté o disminuyd su expresion, se deben tomar en
cuenta que la relacion de la densidad entre el fondo sea significativa y que el valor de 100 veces
el logaritmo base 2 sea mayor a 10 unidades para los genes que aumentaron su expresion y
menor a —10 unidades para los que disminuyeron. Esto resultados se pueden obtener definiendo
las siguientes funciones ldgicas: Si DenC/BckC es mayor o igual a 6.89 y Log2*100 de Sig es
mayor o igual a 10, entonces es verdadero. En la columna “Up” de la Tabla 7, estan marcados
con rojo los genes que aumentaron su expresion y en qué dimensién. Si DenN/BckN es mayor o
igual a 6.89 y Log2*100 de Sig es menor o igual a -10 entonces es verdadero. En la Tabla 7, la
columna “Down” tiene marcados con verde genes que disminuyeron su expresion y en qué
dimension. También se pueden graficar el logaritmo base 10 de los resultados de los valores
obtenidos de la relacién C/N de la Tabla 6, columna “Ratio C/N”, lo que nos dara una panoramica
de nuestros resultados que podra ser comparada con los resultados obtenidos de las funciones
I6gicas (Figura 14).

10,00

1,00

Figura 14. Grafica del logaritmo base 10 de los valores de relacion obtenidos de la Tabla 6,
columna “Ratio C/N”. Los rojos indican posible aumento de expresion, los verdes disminucion
y los amarillos no cambio o cambios muy pequefios.
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Tabla 6. Identificacion de sefiales que aumentaron o disminuyeron entre ambas condiciones.

Row Colum DenC/BckC DenN/BckN  Sig "C" Sig "N"  Ratio C/N Log2(C/N)*100
36826.84 36012.82 1.022604 3.224687
36554.05 36317.93 1.006501 0.934928
4.152462  3.941218  1151.09  1207.87 0.952992 -6.94646
4267.636 7330.731 0.582157
27492.65 14124.49 1.946452
27246.31 14249.66 1.912067
42962.52 41958.31 1.023934 3.412235
43099.72 41831.15 1.030326 4.310084
13575.19 23283.78 0.583032
13420.85 23246.25 0.577334
32537.23 20520.86 1.585569
32777.12 20504.89 1.598502
14317.18 26745.57 0.53531
1443422 26758.04 0.539435
52536.95 53960.75 0.973614 -3.85782
52428.12 53815.67 0.974217 -3.76855
40584.6 40885.42 0.992642 -1.06541
40693.54 40894.72 0.995081 -0.71147
49649.72 30530.39 1.626239
49529.36 30457.99 1.626153
3276.83 312543 1.048441 6.824614
3247.63 3039.087 1.06862 9.574953
19557.97 19529.92 1.001436 0.20706

-

19443.97 19617.88 0.991135 -1.2846
30470.07 30549.71 0.997393 -0.37659
30310.59 30476.62 0.994552 -0.7881

27799.71 45585.11 0.609842
27609.7 4573111 0.60374
20399.36 37095.66 0.549912
20490.37 37480.76  0.54669
31565.62 29581.45 1.067075 9.366132
31787.96 29048.2 1.094318
5918.62 9574.34 0.618175
5937.368 9474.755 0.626651
33167.78 32134.44 1.032157 4.566212
33418.75 32190.77 1.038147 5.401073
33964.54 34037.7 0.997851 -0.31042
33786.62 33959.35 0.994914 -0.73565
9631.61 4519.88 2.130944
9545.416  4429.396 2.155015
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Tabla 7. Definicién de aumento o disminucion en la expresién de los genes.

Row

Colum

DenC/BckC DenN/BckN  Log2(C/N)*100 Up Down

© © © © 0 W 0 O N N N N O oo o g o o a b b B B W W W W NDNMNDNDDND -2 22 -

= A A
o O O o

RN

A WODN =2 B ODN -2 B ODN-_2 P> OODN -2 OODN 2D ODN 22D ODNAEDDEODN 2O DNA2 PO DN

3.224687 FALSE FALSE
0.934928 FALSE FALSE
4.152462  3.941218 -6.94646 FALSE
FALSE

3.412235
4.310084

-3.85782

-3.76855 FALSE FALSE
-1.06541 FALSE FALSE
-0.71147 FALSE
FALSE

FALSE

6.824614 FALSE
9.574953 FALSE FALSE
0.20706 FALSE FALSE

-1.2846 FALSE FALSE

-0.37659 FALSE FALSE

-0.7881 FALSE
FALSE
FALSE
FALSE
FALSE

9.366132

4.566212
5.401073 FALSE FALSE
-0.31042 FALSE FALSE
-0.73565 FALSE
FALSE
FALSE
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Tabla 8. Funcion de los genes identificados en el microarreglo por su cambio de expresion en una muestra
de cancer cérvico uterino. Los rojos indican aumento en la expresion y los verdes disminucién.

Row Colum Log2(C/N)*100  Up Down Gene Function

1 1 3.22469 FALSE FALSE tata box binding protein tbp-associated factor rna polymerase ii h 30kd; taf2h
0.93493 FALSE FALSE tata box binding protein tbp-associated factor rna polymerase ii h 30kd; taf2h
-6.94646 FALSE FALSE core promoter element binding protein; copeb

FALSE core promoter element binding protein; copeb

FALSE midkine neurite growth-promoting factor 2; mdk

FALSE midkine neurite growth-promoting factor 2; mdk

3.41223 FALSE FALSE internexin neuronal intermediate filament protein alpha; ina
4.31008 internexin neuronal intermediate filament protein alpha; ina
nasopharyngeal epithelium specific protein nesg1.
nasopharyngeal epithelium specific protein nesg1.

t-cell lymphoma invasion and metastasis 1; tiam1

t-cell lymphoma invasion and metastasis 1; tiam1
transducin-like enhancer of split esp1 homolog drosophila; tle2
transducin-like enhancer of split esp1 homolog drosophila; tle2
-3.85782 FALSE FALSE transglutaminase prostate; tgm4

-3.76855 FALSE FALSE transglutaminase prostate; tgm4

-1.06541 FALSE FALSE far upstream element-binding protein; fubp1

-0.71147 FALSE far upstream element-binding protein; fubp1

FALSE nuclear mitotic apparatus protein 1; numa1

2

3

4

1

2

3

4

1

2

3

4

1

2

3

4

1

2

3

4 FALSE nuclear mitotic apparatus protein 1; numa1

1 6.82461 FALSE FALSE chromosome condensation 1; chc1

2 9.57495 FALSE FALSE chromosome condensation 1; chc1

3 0.20706 FALSE FALSE transforming growth factor beta receptor ii 70-80kd; tgfbr2
4 -1.2846 FALSE FALSE transforming growth factor beta receptor ii 70-80kd; tgfbr2
1 -0.37659 FALSE FALSE angiotensin i; agt

2 -0.7881 FALSE

3 FALSE

4 FALSE

1 FALSE

2 FALSE

3 9.36613 a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin motifs-8; adamts8
4
1
2
3
4
1
2
3
4

angiotensin i; agt

ankyrin-like protein 1; anktm1
ankyrin-like protein 1; anktm1

fibroblast growth factor receptor 4 isoform 2; fgfr4

fibroblast growth factor receptor 4 isoform 2; fgfr4

a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin motifs-8; adamts8
FALSE
FALSE guanine nucleotide binding protein g alpha 12; gna12
4.56621 FALSE FALSE estradiol 17 beta-dehydrogenase 3; hsd17b3

guanine nucleotide binding protein g alpha 12; gna12
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9 5.40107 FALSE FALSE estradiol 17 beta-dehydrogenase 3; hsd17b3

10 -0.31042 FALSE FALSE hypothetical protein flj11160; flj11160

10 -0.73565 FALSE FALSE hypothetical protein flj11160; flj11160

10 FALSE solute carrier family 4 sodium bicarbonate cotransporter member 7; slc4a7
10 FALSE solute carrier family 4 sodium bicarbonate cotransporter member 7; slc4a7
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Después de realizar todas las operaciones, se agrega la descripcién que existe para
cada uno de los genes (Tabla 8) y se puede generar una base de datos que nos permita conocer
la funcion, el proceso biolégico y la localizacion celular, de cada uno de los genes que
identificados en nuestro microarreglo que tienen un cambio en su expresion

Como podemos observar, los genes estan duplicados y este sera el ultimo criterio para
comprobar que se tiene 0 no un cambio. Si vemos en la Tabla 8 los datos obtenidos para el
renglén 1 columna 4 veremos que su duplicado en el rengléon 1 columna 3 no corresponden lo
que invalida este dato. Lo mismo se observa para la muestra en el rengléon 8 columna 4 y su
duplicado en el renglon 8 columna 3.

Como conclusion de este experimento tenemos que 9 genes cambian su expresion, 4
aumentan y 5 disminuyen. Esto parece muy simple sin embargo sus implicaciones pueden ser
muy importantes: si consideramos qué genes son y las posible relaciones entre ellos y si
estudiamos muchos pacientes con este padecimiento, entonces podriamos definir una firma
genética para este mal, lo que nos permitiria identificarlo en etapas tempranas; conociendo la
funcion de los genes modificados y su relacion entre ellos, podemos acercarnos al entendimiento
del mal y su posible tratamiento.

Un estudio real de este tipo ya se realizé en cancer mamario: Van de Vijver MJ y col.
(2002). A gene-expression signature as a predictor of survival in breast cancer. N Engl J Med
347: 1999-2009.

En la descripcién que hemos realizado de esta técnica, solo nos hemos referido a algunos
procedimientos ya reportados. La mayor parte de lo descrito se ha desarrollado en la Unidad de
Microarreglos de DNA, ubicada en el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

A continuacion se enlistan una serie de articulos sobre microarreglos, en donde se pueden
encontrar técnicas, usos, aplicaciones y formas de interpretar los resultados..
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¢ Qué es la vida a quien le falta el vino que
ha sido creado para contento de los
hombres?

Regocijo del corazén y contento del alma
es el vino bebido a tiempo y con medida.

Eclesiastico 31:27 y 28
Biblia de Jerusalem

Introduccién

Pocas sustancias resultan tan atractivas para el hombre como el alcohol. Para el comun
de los hombres, alcohol es equivalente en particular al alcohol etilico o etanol; este trabajo se
refiere al etanol. La vida social humana esta marcada por el etanol, su consumo moderado,
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aceptado por la mayoria de las culturas y religiones, es parte de la convivencia cotidiana; su
consumo exagerado, reprobado por esas mismas culturas y religiones es parte de la patologia
humana.

El titulo de este trabajo es una pregunta, y tal como esta enunciada, la respuesta
perfectamente valida puede ser desde un no, hasta un si condicionado. Entre las moléculas que
se utilizan o se producen en la industria en general el etanol es muy poco tdxica, incluso llama la
atencion su pequefia accion toxica, aun cuando alcance elevadas concentraciones en las células
y los tejidos, tal como se ilustra mas adelante. En el otro extremo es valido asegurar que el 10%
de las muertes ocurridas en este pais estan asociadas al etanol (97). En los dos casos
mencionados se sobreentiende que es el consumo de etanol lo que realmente define su
toxicidad. Asi, se ha insistido desde época inmemorial: el consumo moderado de etanol no es
téxico y ofrece ventajas al individuo, mientras que el consumo exagerado resulta toxico para el
bebedor. Entonces, la pregunta inmediata es ¢ qué es consumo moderado? La respuesta precisa
es para cada individuo (edad, peso corporal, género, polimorfismo genético*, medicamentos y
factores hormonales), en cada situacion particular (ayuno, tipo de comida, cantidad de comida,
estado de salud, etc.); sin embargo, una regla general es la siguiente: no mas de dos bebidas
(copa, cocktail, cerveza) por dia. Si la actividad social es prolongada, dos bebidas las primeras 3
horas y una bebida cada una de las 2 horas subsiguientes; no mas de una reunion de este tipo a
la semana. En mujeres embarazadas “cero” bebidas a todo lo largo del embarazo. Cualquier
cantidad que exceda a las anotadas se considera exceso, muy especialmente en mujeres,
quienes manifiestan mayor susceptibilidad a las posibles acciones tdxicas por la ingestién de
etanol.

Para responder a la pregunta que le da origen, se incluye enseguida informacién suficiente
para sustentar la respuesta. Relativo al consumo moderado, se menciona su significado social,
las calorias que se obtienen al ser metabolizado por el individuo y algunos de los principales
beneficios que se han documentado. En relacion al consumo exagerado de etanol y a las
alteraciones que puede producir en los organismos de los mamiferos, el trabajo se enfoca casi
exclusivamente a tratar de entender la “bioquimico-patologia” de las lesiones hepaticas. A pesar
de su enorme interés e importancia no se incluyen en este trabajo los impresionantes cambios
promovidos por el etanol en el comportamiento de los individuos. El trabajo tampoco alude a la
demostrada toxicidad del etanol, muy aparente en los fetos de madres, las cuales lo ingieren en
pequefas cantidades dando origen a los devastadores sindromes de alcoholismo fetal.

Consumo moderado de etanol. Con la frase: “y el vino que recrea el corazén del hombre”
inicia el versiculo 15 del Salmo 104 de la Biblia, fue escrito hace cerca de 3 000 afios, y resume
poética y magistralmente el beneficio fundamental por la ingestion moderada de etanol. Son
numerosas las consecuencias de ese recrear el corazéon del hombre, entre ellas, el desarrollo de
la importante industria de vinos y licores, el comercio de los mismos y los altisimos precios a los
que llegan a cotizarse las viejas botellas del buen vino tinto; la certeza de que en una reunién
social el etanol es el invitado que nunca falta. Después de la ingestion del primer trago, el efecto
ansiolitico y la sensacidon de bienestar y desinhibicion animan la reunién y facilitan la
comunicacion. Desde el punto de vista quimico y energético ¢qué significa la ingestién de 2

* La variabilidad de las poblaciones humanas para degradar el etanol constituye un ejemplo de
polimorfismo genético, esto es, el nimero de veces que en condiciones normales se repite la presencia de
un gene, en este caso, los genes de las distintas deshidrogenasas alcohdlicas.
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bebidas con etanol? Para fines practicos es muy similar el contenido de etanol en 1 litro de
pulque, 2 cervezas de 300 ml cada una, 2 copas de vino de 100 ml cada una 6 2 copas de
tequila, ron, cofiac, whisky o vodka de 1 onza (28 ml) cada una. El contenido de etanol en esas
dos copas es de aproximadamente 20 g, equivalente a 0.43 moles de etanol, los cuales llegan a
alcanzar una concentracién sanguinea de 10 mM y su oxidacién completa, hasta H,O y CO,,
libera 150 kcalorias 6 627.6 kjoules (ya que 1 kcal = 4.184 kJ). Para apreciar el significado de las
cifras anteriores comparense con la ingestion de carbohidratos, lipidos y proteinas en 24 horas
de un individuo de 70 kg de peso corporal que realiza actividad fisica moderada (Tabla 1).

Tabla I. Ingestion cotidiana de los principales nutrimentos en comparacion con la ingestion de 2 copas de
una bebida con etanol

Nutrimento Peso Peso molecular Moles Energia Concentracion
(9) liberada sanguinea
(en kcal) (mM) normal
H20 2000 18 110 0 42,000 °
Carbohidratos 250 180 ® 1.4 1000 5
Lipidos 720 275° 0.26 720 0.9-2.0°
Proteinas 70 100 ° 0.75 280 —
Etanol 20 46 0.43 150 10

a) glucosa, b) triacilglicérido promedio ¢) aminoacidos promedio d) calculando que la sangre contiene
un 75% de agua.

Otro de los beneficios registrados por el cotidiano consumo moderado de etanol incluye el
registro de valores de colesterol sanguineo mas bajo, mayor cantidad de colesterol en las
lipoproteinas de alta densidad (HDL, el colesterol “bueno”) en comparacion con las lipoproteinas
de baja densidad (LDL, el colesterol “malo”) y una menor incidencia de problemas de salud
consecutivos al depésito de colesterol en las arterias, véase por ejemplo la referencia (122).

En suma, el consumo moderado de etanol no es téxico, en un sentido mas amplio de
como se escribio originalmente, el “vino recrea el corazén del hombre” y lo recrea en el sentido
espiritual, afectivo, fisico y bioldgico.

Consumo exagerado de etanol. El resto del trabajo se refiere al consumo exagerado de
etanol y sus repercusiones hepaticas. Notese que al referirse al consumo exagerado se hace
referencia a dos ejes: cantidad de etanol ingerido por dia y periodo de tiempo con ese consumo.

Enfermedad hepatica por etanol

Cuando la ingestién exagerada de etanol ocurre esporadicamente, y por un sélo dia, la
lesion hepatica mas comun es la de esteatosis. Si la ingestion exagerada es frecuente y sucede
por semanas 0 meses, la lesion predominante es de inflamacion. Se requieren varios afios de
ingestion exagerada y frecuente del etanol, asi como de cierta predisposicion, para que la lesién
predominante en el higado sea la de fibrosis. Dependiendo de varios factores y del patrén de
bebida pueden coexistir dos, o los tres tipos de lesiones en el higado. Actualmente se define la
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cirrosis como la etapa final de la fibrosis del parénquima hepatico, con formacién de nédulos y
una funcion hepatica alterada (37). En el 2003 se insiste en que las tres etapas de la enfermedad
son reversibles, si la cirrosis hepatica se considera reversible (49,50). Aunque se dispone de
escasa y fragmentaria informacion sobre la reversibilidad de la cirrosis, existe amplia evidencia
de que con frecuencia es posible. Otro angulo de interés es que la fibrosis y la cirrosis
representan las consecuencias de una respuesta sostenida a una lesion crénica del higado por
varias causas que incluyen etanol, virus, drogas, autoinmunidad, colestasis y enfermedades
metabdlicas. No deja de ser una incognita el que, en relacion con el etanol, sélo un 20% de los
bebedores cronicos llegan a presentar cirrosis.

Existe abundantisima informacién sobre un sinnumero de procesos metabdlicos y
reguladores que son alterados por la presencia de concentraciones altas de etanol en sangre y
que afectan un buen numero de células. No obstante lo anterior, aun son fragmentarios los
conocimientos sobre los mecanismos responsables de la hepatotoxicidad del etanol. Los
esquemas mas exitosos sobre dichos mecanismos de toxicidad incluyen la lesién del etanol
sobre alguna o algunas de las células presentes en el 6rgano hepatico, y cdémo dicha lesion
repercute en el funcionamiento de otras células de diferente estirpe localizadas en el higado, se
compromete mas el funcionamiento normal del 6rgano y se puede hablar de toxicidad. Varios
autores han sefialado la participacion de los macrofagos hepaticos o células de Kupffer en la
fisiopatologia del dafio con etanol, que repercute en las células estelares o de Ito, con un
aumento en la sintesis de colagena hepatica. En este trabajo se amplia la idea previa y se hace
notar que desde el inicio de la hepatopatia sucede la intervencion de células muy diferentes a las
presentes en el higado, hepatocitos, células de Kupffer y células estelares, las cuales al
responder a las concentraciones elevadas de etanol en sangre contribuyen a las manifestaciones
hepaticas de toxicidad del propio etanol: esteatosis, inflamacion vy fibrosis.

Limites, concentraciones y tiempos. Uno de los mayores motivos de confusién al referirse
a los estudios sobre el etanol es la ligereza con las que se revisan las condiciones
experimentales al efectuar comparaciones entre diferentes trabajos. En el resto de este escrito, y
a menos de que se establezca especificamente lo contrario, se consideraran exclusivamente los
efectos obtenidos por la ingestion de cantidades elevadas de etanol. Cantidades en el rango de 5
g/kg de peso para la rata; al comparar con el ser humano y basado en el peso corporal
corresponderia a ingerir 350 g etanol (los cuales estan contenidos en una botella, 750 ml, y
media de brandy, ron, tequila, vodka o whisky) en 24 h, en un individuo de 70 kg, con los que se
logran concentraciones de etanol en plasma alrededor de 50 mM, en comparacién con valores
de 0.5 mM (88) que se registran en la vena porta debido a la absorcion del etanol sintetizado por
la actividad metabdlica de las bacterias contenidas normalmente en el intestino.

Las extrapolaciones que se intentan establecer entre los resultados de experimentos en
humanos y los experimentos con animales de laboratorio a menudo son absurdas y en otras
ocasiones muy dificiles de sustentar. Asi por ejemplo, en la mayoria de las ocasiones los
humanos determinan voluntariamente la cantidad de etanol y el tiempo en que lo ingieren, lo que
no sucede asi con los animales de laboratorio. ;A qué equivale experimentalmente en un grupo
de ratas el que dos individuos beban en condiciones similares de vida 1 botella de ron, cada uno
por 5 dias a la semana, por 25 afios, al cabo de los cuales uno manifiesta una tipica cirrosis y el
otro evidencia datos moderados de lesién hepatica? Uno de los modelos preferidos para estudiar
el efecto del etanol en el higado de la rata consiste en una dieta liquida en que se forza la
ingestion de etanol a una velocidad constante a lo largo de las 24 h, y en la cual, 1/3 de las
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calorias de la dieta lo constituye el etanol, 1/3 estd representado por grasas y el otro tercio
satisface todos los demas requerimientos de carbohidratos y proteinas, ademas de vitaminas y
minerales del animal (113). Una dieta semejante en el sujeto alcohdlico que se bebe una botella
y media (o sea 350 g de etanol, esto es, 5 g etanol/kg de peso al dia) diaria de ron equivaldria a
recibir cerca de 7,875 kcal al dia: al etanol corresponderian 2,625 kcal, 290 g de grasa proveeria
de otras 2,625 kcal y consumiria 656 g de carbohidratos y proteinas mas, que liberarian 2,625
kcal. Pero la comparacion se complica cuando en estos tipos de experimentos a las ratas se les
forza a recibir hasta 14.5 g de etanol por kg de peso y por dia, en un hombre de 70 kg de peso
seria similar a beber casi 2 botellas de ron (750 ml).

Kilogramos vs m’. Hace casi 100 afios, cuando se realizaron las primeras determinaciones
del metabolismo basal en diferentes especies, se encontré que dicho metabolismo basal, o sea
la produccién de calor durante 24 h en condiciones de reposo, al ser calculada por kg de peso
corporal, resulté mayor mientras menor fuera el peso corporal. El metabolismo basal en el raton
(20 g de peso corporal) tiene un valor de 212 kcal x kg'1 x dia™’, mientras que para el caballo (441
kg de peso corporal) da una cifra de 11.3 kcal x kg'1 x dia”, para un hombre de 64 kilos el dato
es de 32.1 kcal x kg-1 x dia™, y para una rata de laboratorio (200 g de peso corporal) el valor es
aproximadamente 4 veces mayor que para el hombre. Si el metabolismo basal se calcula por m?
de superficie corporal se registran cifras cercanas a las 1 000 kcal x dia”'/m? para la inmensa
mayoria de especies estudias, y desde luego, para las 4 anotadas.

Al repetir las comparaciones anteriores de la ingestion de alcohol entre el hombre vy la rata,
pero ahora con base en la superficie corporal, se obtienen datos que parecen mas realistas. Asi
el valor de 5 g de etanol/kg de peso en la rata, comparado con base en la superficie corporal,
equivale en el hombre a ingerir 1.25 g/kg de peso, lo cual en un individuo de 70 kg de peso se
logra al beber 275 ml de ron, poco mas de 1/3 de la botella (o una bebida similar), o bien 1
botella y 1 copa de vino tinto. Si se repiten los calculos para dietas destinadas para ratas con 1/3
de etanol, 1/3 de grasa y 1/3 de otros requerimientos, con la ingestion de 1.25 g/kg de peso (275
ml de ron en un individuo de 70 kg), entonces el calculo para el hombre equivale a recibir 656
kcal por 275 ml de ron, 656 kcal debidas a la ingestién de 73 g de grasa y 656 kcal por recibir
164 g de proteinas y carbohidratos, en resumen una dieta de casi 2,000 kcal por dia. Para
finalizar las comparaciones con base en la superficie corporal, los 14.5 g/kg de peso y por dia
con el que se forza a las ratas a recibir etanol representa para el hombre el administrarle 3.6 g de
etanol/kg de peso y por dia. En un sujeto de 70 kg representaria 252 g, esto es 5/6 de 1 botella
de ron al dia. En conclusién, tal como era de esperarse al comparar los resultados de los
experimentos en el hombre y la rata, dicha comparaciéon es mas objetiva al correlacionarlos con
la energia liberada en funcion de la superficie corporal y no del peso corporal. Quedan
pendientes y sin una aceptable explicacién, por ejemplo, la accion del tiempo, tal vez pudieran
asociarse al periodo de vida. Asi los experimentos en los que se aprecian lesiones iniciales de
fibrosis en ratas requieren semanas, mientras que en los humanos se observan después de
afos.

Otro aspecto obvio que se ha mencionado repetidamente es la diferente susceptibilidad al

etanol en las distintas especies ensayadas. Para eliminar esas enormes diferencias entre
humanos y roedores se han realizado experimentos con monos.
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Propuesta del modelo: el efecto domind

A pesar de las dificultades inherentes en cada uno de los modelos experimentales
delineados, en este trabajo se amplia la informacion sobre las células, las sefiales intercelulares
y las vias regulables que llevan a la conclusién de que las tipicas lesiones hepaticas (esteatosis,
inflamacion y fibrosis) ocasionadas por el etanol suceden por un “efecto domind”: el etanol
produce una respuesta en una estirpe celular y las moléculas liberadas por ese tipo de célula;
junto con el etanol y/o sus productos de oxidacion, producen una respuesta en una segunda
estirpe celular, las moléculas producidas por el segundo tipo de célula, mas las previamente
liberadas por las primeras células, mas el etanol y/o sus productos de oxidacién afectan una
tercer estirpe celular, que a su vez, libera moléculas que se suman a las formadas previamente y
al etanol y/o sus cada vez mas abundantes productos de oxidacion, para afectar una cuarta
estirpe celular y asi sucesivamente. Este “efecto dominé” incluye, conservadoramente, tal como
se revisa a continuacion, una docena de estirpes celulares, al menos diez entidades quimicas
producidas por la oxidaciéon del etanol, y un nimero aun mayor de mensajeros quimicos. La
interaccion de todos los participantes ocasiona una complejisima red de respuestas que puede
llevar a la enfermedad hepatica y en la que brillan con luz propia dos aspectos: la extraordinaria
capacidad “homeostatica” del organismo humano y la baja toxicidad del etanol per se: se
requiere ingerir una molécula (que no es alimento natural) para alcanzar concentraciones
sanguineas 10 veces mas altas que las fisiolégicas de glucosa en sangre, por periodos de 25
afios 0 mayores, para que solo un 20% de los adictos presenten cirrosis, a los que habran de
sumarse los enfermos en los que el alcohol afectdé otros dérganos: cerebro, corazén, glandulas
endocrinas y sangre.

Andlisis de las variables. Conviene establecer un esquema minimo que facilite el analisis
de una respuesta compleja. Se efectuaran distintas consideraciones sobre las diferentes células
que se han identificado como importantes en la respuesta a elevadas concentraciones de etanol
en sangre. De la docena de células revisadas en este trabajo, las que de ninguna manera son el
total de todas las que intervienen en el proceso que nos ocupa, existen nueve cuyo analisis de
su participacién sera breve y hay tres que tienen especial importancia y que se revisan con
mayor detalle: los hepatocitos, las células de Kupffer y las células estelares o células de lto.
Idealmente para cada una de estas tres células se revisaran los aspectos sobresalientes en las
que intervienen para integrar la secuencia hacia la enfermedad hepatica. Aqui se revisara su
capacidad para oxidar el etanol, el efecto deletéreo de los productos de oxidacion del etanol
sobre las diferentes células, los mensajeros liberados y sus acciones asi como las principales
respuestas a los mensajeros recibidos y a los productos generados por la accion del etanol.

El andlisis de la bibliografia no es exhaustivo, la cantidad de informacion disponible rebasa
con mucho la presentada. La bibliografia escogida es compatible con un esquema congruente de
las acciones del etanol para integrar una patologia hepatica aguda (esteatosis), subaguda
(inflamacién) y crénica (fibrosis). Si bien existe informacion opuesta a la del esquema propuesto,
cada pequefio segmento de la informacién, en contra y a favor, ameritaria un analisis detallado
que ocuparia una extensioén similar a la de todo el trabajo aqui presentado. Por lo tanto, mas que
ofrecer investigaciones particulares en favor o en contra de algin punto de controversia, se
prefirieron articulos de revision coincidentes con los puntos expresados. Queda para el futuro, en
caso requerido, una exhaustiva confrontacién en apoyo o en contra de los puntos sobresalientes
de la hipétesis aqui resumida.
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El hepatocito

El hepatocito es la principal unidad funcional del higado; calculado por volumen representa
el 78% del parénquima hepatico de la rata (14), si bien para la misma rata equivale del 60 al 68%
de la poblacion celular total, mientras que para el hombre los hepatocitos son el 80% de la
poblacion celular total del higado (76). En los mamiferos es la célula que oxida la mayor parte del
etanol consumido. Los hepatocitos han sido histéricamente el foco central de atencion de la
mayoria de los estudios que investigan los efectos del etanol en la funcion hepatica; ademas, la
muerte progresiva de los hepatocitos es una de las consecuencias graves de la cirrosis.

Papel del hepatocito sobre el etanol y sus metabolitos. Tal como se menciond, el
hepatocito es la principal célula que oxida al etanol, dicha oxidacién eleva el consumo de
oxigeno (112) y produce acetaldehido y acetato (66), ademas se incrementa la produccion de
NADH y disminuye la de NAD" en el citosol del hepatocito, con lo que la relacion NADH/NAD" se
llega a elevar por un factor de 100 (61). Simultaneamente se consume NADPH y se eleva la
poza de NADP. Por otra parte se eleva la presencia de especies de oxigeno reactivas (EOR)
(26) y disminuye la concentracion de glutation total (GT) y de glutation reducido (GSH) (28).

Al subir la relacion NADH/NAD se afecta todo el metabolismo del hepatocito, tal como lo
describié Krebs hace 40 afos, con lo que se eleva la poza de sustratos que demandan de NAD
para su oxidacion, por ejemplo el lactato (62). Actualmente se sabe que la ingestion aguda de
etanol y su oxidacion promueve la formacion de EOR en el hepatocito, y la toxicidad del etanol
se ha asociado, cada vez con mayor frecuencia, desde 1966 (26), a la formacion de esas EOR.
En el momento presente existen tres hipdtesis sobre el origen de las EOR generados después
de la administracion elevada de etanol. En este sitio del trabajo se revisan las dos series de
experimentos que ubican la formacion de EOR en dos fracciones subcelulares diferentes del
hepatocito y a través de mecanismos moleculares distintos. Otra hipotesis se resume en la
seccion correspondiente de las células de Kupffer.

En el hepatocito, la induccion del citocromo P450 2E1 (CYP2E1) por el etanol es para
unos investigadores el camino metabdlico central por el cual el etanol genera un estado de
estrés oxidativo (20), ya que la actividad in vitro del CYPE21 genera el anién superoxido (65,25).
El enfoque usado fue el de establecer una linea celular, la HepG2, que constitutivamente sobre-
expresa el CYP2E1. La adicion de etanol, o un acido graso insaturado, o fierro, o la eliminacion
de GSH, fue toxico para las células que sobre-expresan el CYP2E1, pero no para las células
controles. La toxicidad se asocié con una elevada peroxidacion de lipidos y puede ser prevenida
con antioxidantes e inhibidores del CYP2E1. Concluyen que la asociacién entre el estrés
oxidativo promovido por la actividad del CYP2E1, algunas lesiones mitocondriales y la
homeostasis particular del GSH pueden contribuir a la accién téxica del etanol sobre el higado
(20). Lo anterior no es concluyente ya que en experimentos hechos en ratones a los cuales se
les elimind (knockout) el gene codificador para el CYP2E1 se encontré que la intoxicacién con
etanol en este tipo de ratones genera EOR y cambios patolégicos muy similares a los
observados en los animales controles (57).

Los experimentos de otros autores localizan en la mitocondria la formaciéon de un exceso
de EOR por la administracion de etanol. En situacion normal la mitocondria utiliza cerca del 90%
del oxigeno consumido por la célula (103) preferentemente a nivel de complejo de la citocromo
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oxidasa. En la cadena mitocondrial de transporte de electrones las EOR se forman
principalmente en el sitio de la ubiquinona en el complejo Il en el cual se activa el O, y como
subproducto se forma el radical superéxido (21). La mitocondria posee una superéxido
dismutasa (SOD) dependiente de Mn, que convierte los iones superéxido en H,O,, que es
convertido en H,O y O, por una peroxidasa dependiente de GSH. Por lo tanto la funcién del GSH
de la matriz mitocondrial en la célula hepatica es eliminar el H,O, generado por el transporte de
electrones (30). Cualquier condicion que eleve el estrés oxidativo mitocondrial (por ejemplo
isquemia, ingestion de etanol, citotoxicidad inducida por el TNF-a) hace de la poza mitocondrial
de GSH el factor critico para definir la pérdida de la funcién mitocondrial y la viabilidad celular. La
administracion cronica de etanol provoca en las mitocondrias del hepatocito un defecto selectivo
en el transporte del GSH desde el citosol a la mitocondria (29), como ademas el GSH se sintetiza
exclusivamente en el citosol del hepatocito, o que se observa es una disminucién en los niveles
de GSH mitocondrial, asi se facilita la elevacion de EOR en la mitocondria y se compromete la
funciéon del organelo y la viabilidad celular. Otros trabajos apoyan la hipétesis de que la
produccion de EOR son un factor critico en la lesién hepatica causada por etanol (118): en
comparacién con las ratas normales, aquellas en las que se sobre-expresa por tres veces el
gene de la SOD dependiente de Mn (empleando la técnica de vectores adenovirales) no
presenta las siguientes lesiones que normalmente son observadas por intoxicaciéon cronica con
etanol, tales como disminucién en los niveles mitocondriales de GSH, elevacion en los niveles
séricos de la alanina aminotransferasa, aparicion de lesiones histopatoldgicas, aparicion de
radicales libres derivados del etanol y apoptosis. En conclusion el estrés oxidativo mitocondrial
en los hepatocitos participa en la lesion hepatica producida por el etanol (118). Por otro lado,
queda pendiente de averiguar un mecanismo por el cual las EOR formadas en una célula
pueden afectar las células vecinas.

Una vez formadas las EOR el hepatocito contribuye importantisimamente a promover la
génesis de mas EOR, cuando menos por 4 mecanismos que aqui se mencionan pero se
analizaran posteriormente: accién de la epinefrina (19), elevacion en los triacilglicéridos
hepaticos, (24) un estado hipermetabdlico que puede llevar a la hipoxia (116) y eliminacién del
glutation oxidado (GSSG) (108). Y recuérdese que la aparicion de EOR so6lo se observa si el
etanol se oxida (78).

Productos metabdlicos liberados y sus consecuencias. Aqui se revisan 4 productos
liberados por el hepatocitos y algunas de sus consecuencias. El acetaldehido, el acetato, el
GSSG y un conjunto de enzimas del hepatocito llamadas de escape. Un 80% del etanol se
convierte en acetato (107), que se oxida preferentemente en el tejido muscular. El acetaldehido
es sumamente reactivo, puede oxidarse en otras células ademas del hepatocito, por ejemplo en
las células de Kupffer y en las células estelares, en estas ultimas activa la formacion de
colagena. El acetaldehido se une quimicamente a proteinas de suero, y de muchas células (93),
con lo que se forman proteinas con funciones alteradas y proteinas inmunolégicamente reactivas
(18,44,89) que cuando la ingestidén de etanol se hace cronica, ayuda a explicar los problemas
inmunoldgicos observados en los alcohdélicos.

Las proteinas alteradas resultan de la produccién de aductos estables que se forman por
la reaccion quimica del acetaldehido con los aminoacidos de las proteinas; asi como otros
aldehidos provenientes de la oxidacion del etanol administrado en cantidades importantes,
también estimulan la fibrogénesis hepatica y llegan a formar auto-anticuerpos. Ademas, la
demostracién de la presencia de tales aductos en ciertas zonas de los hepatocitos de los
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alcohdlicos en las fases tempranas de lesion histolégica hepatica, indica que tales aductos
pueden ser importantes en la secuencia de eventos que conducen a la enfermedad alcohdlica
hepatica (para una revision ver referencia 91). La formacion experimental de aductos es
potenciada de manera notable si los animales experimentales, ademas del etanol, reciben dietas
con alto contenido de grasa y con fierro; en tales condiciones también se registra estrés
oxidativo, aumento en las citocinas pro-inflamatorias e imagenes de lesiones histopatolégicas
progresivas (114).

La eliminacion de GSSG es promovida por la epinefrina (106) y puede abatir en el
hepatocito la posible defensa para eliminar a las EOR. La presencia de enzimas de escape en
suero se usa como indice de “lesién” del hepatocito, sin embargo, disminuye su utilidad mientras
mas croénico se torna el problema de alcoholismo.

Productos metabdlicos recibidos. Tal vez los mas importantes sean los acidos grasos
provenientes del tejido adiposo, con los que se llega a configurar el cuadro de esteatosis
hepatica, que consiste el caracteristico y mal llamado higado graso (24). Si bien a la esteatosis
hepatica se le han identificado otros origenes existe suficiente evidencia experimental para
justificar que el principal aporte de grasa para la esteatosis del alcohdlico proviene de los acidos
grasos liberados por el tejido adiposo y captados y acumulados en el higado (96). La formacion
de altos niveles de EOR requiere de acidos grasos poli-insaturados presentes en la dieta y que
lleguen al higado (32), ademas de precisar de la oxidacion de etanol tal como se mencioné
anteriormente, y de mas factores, los cuales se incluiran al revisar el efecto del etanol en otras
estirpes celulares.

Una serie de experimentos de nuestro laboratorio resaltan la importancia de los acidos
grasos, provenientes del tejido adiposo, en el desarrollo de la enfermedad hepatica por etanol.
He aqui los hechos y las interpretaciones sobresalientes:

a) Cuatro anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs), la aspirina, el naproxén, el nimesulide
y el piroxicam, previenen parcialmente 3 de los cambios moleculares registrados en el higado
por la administracion aguda de 5 g de etanol por kilo de peso en la rata, a saber, el aumento en
la lipoperoxidacion (medida por poza de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, TBARS); el
aumento en la poza de triacilglicéridos, TAG; y la disminucién de glutation total, GT
(123,124,125).

b) Los mismos 4 AINEs inhiben la lipdlisis promovida por las catecolaminas como una
respuesta a la intoxicacion aguda con etanol. El efecto de los AINEs se observa también in vitro
cuando la lipdlisis se estimula por medio del dibutiril AMPciclico en adipocitos aislados (126). El
mediador de los efectos antilipoliticos de los AINEs es el peroxido de hidrégeno (127).

c) La interpretaciéon de los datos anteriores es que los AINEs, al impedir la lipdlisis
estimulada por el etanol, abaten el arribo de acidos grasos al higado, con lo que disminuye el
acumulo de triacilglicéridos en el hepatocito, existen menos sustratos susceptibles de ser
atacados por las EOR, aparece menguada la lipoperoxidacion (recuérdese que se trata de una
reaccion en cadena, un radical libre al incidir sobre un doble enlace C = C genera 2 radicales
libres, y cada uno de esos 2 genera, a su vez, otros dos radicales libres y asi sucesivamente) y
se “gasta” menos GT en abatir la poza de radicales libres, ya que hubo menos generacién de los
mismos.
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Este ejemplo, al igual que muchos otros, ilustra como el efecto dominé a nivel molecular
acaba dafando la estructura celular hepatica por el etanol, asi como el hecho de que al eliminar
una ficha del domind, la lipdlisis, la falta de respuesta aparece en otra célula, la hepatica, y en 3
indicadores diferentes, la poza de TAG, los niveles de TBARS, y la de GT.

Mensajeros recibidos y respuestas. Entre varios mensajes que recibe el hepatocito
después de la ingestion de etanol, el que se revisa aqui con detalle se refiere a la epinefrina y los
glucocorticoides. La seleccion obedecié a la demostracion de que beber etanol en cantidades
grandes produce un estrés con la liberacion de epinefrina y glucocorticoides. Es mas, la
eliminacién del eje pituitario adrenal en la rata que bebe etanol impide la aparicion de la
enfermedad alcohdlica aguda en el higado, esto es, no se observa esteatosis (17,67).

Cuando menos para el caso de la epinefrina, después de ingerir etanol en cantidades
grandes, aumenta la concentracion de la hormona en sangre (60) y aumentan los productos de
su catabolismo en el orina (6). Es bien sabido que la epinefrina tiene una amplisima gama de
efectos en diferentes tejidos. Por brevedad aqui se comentan unicamente cinco. La epinefrina
estimula el consumo de oxigeno en el higado (51). La epinefrina estimula el consumo hepatico
del propio etanol (75). La epinefrina potencia la toxicidad de otros hepatotéxicos distintos al
etanol, por ejemplo el acetaminofén (98). La epinefrina disminuye los valores hepaticos de
glutation, principalmente del GSSG el cual activa su transferencia a los conductos biliares (106).
Ademas la epinefrina promueve la formacion de radicales OH® en el higado (19). Todo lo anterior
puede interpretarse como que la epinefrina estimula la formacién de EOR, mismas que son
pobremente neutralizadas debido a los bajos niveles de glutatién hepatico, lo que se traduce en
una potenciacion de toxicos hepaticos, cuyo mecanismo de toxicidad es a través de la formacion
de radicales libres. Lo anterior podria aplicarse al etanol, los radicales libres generados por la
intoxicacion alcohdlica potencian su accién toxica debido a la presencia de la epinefrina (19). Si
ademas, el higado esta recibiendo un aporte elevado de &cidos grasos saturados y poli-
insaturados provenientes de los depdsitos, es evidente que la reaccion en cadena de la
lipoperoxidacion hepatica ocurre en su maxima expresién a costa de los acidos grasos poli-
insaturados.

Suspensién del efecto dominé. El quitar una sola ficha suspende el efecto dominé. La idea
es aplicable a la situacion que nos ocupa y equivaldria al tratamiento de la enfermedad hepatica
causada por el etanol. Vale la pena escribir una linea de prevencion. Desde el punto de vista
médico, siempre sera mejor la no ingestion de grandes cantidades de etanol al empleo de
cualquier tratamiento que suspenda el efecto dominé.

Células de médula suprarrenal

Son las responsables de la sintesis de epinefrina y norepinefrina sistémica. Aqui no se
analizan las acciones de las dos hormonas, ni la diversidad de tipos de receptores que poseen
las diversas células del organismo para desencadenar un sinnumero de respuestas especificas.
De aplicacion practica para este trabajo es que el exceso de la ingestién de etanol a dosis
elevadas (> 4 g/kg pc) promueve la liberacién de epinefrina como parte de un cuadro mas
general de estrés (60).
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A mas de actuar en varios tejidos aqui sélo se mencionan las acciones de la epinefrina
sobre los tejidos adiposo y hepatico. En el tejido adiposo estimula la lipdlisis y ocasiona una
importante liberacion de acidos grasos no esterificados y de glicerol (63). Son bien conocidas las
acciones de la epinefrina en el hepatocito, en este trabajo sélo se hizo énfasis en que estimulan
el consumo de oxigeno, abaten los niveles de glutation y favorecen la generacion de EOR (ver
parrafos anteriores), todo lo cual, en presencia del etanol y de los acidos grasos recibidos por el
hepatocito, potencian la accién nociva de ese etanol.

Adipocitos

La participacién de los adipocitos en la enfermedad hepatica por etanol ya quedd
establecida: por accion de la epinefrina liberan acidos grasos no esterificados y glicerol. Ambos
sustratos son consumidos por otras células del organismo y los acidos grasos en particular se
concentran en el hepatocito. Evidencias experimentales adicionales resaltan la importancia de
los acidos grasos, y en particular de los acidos grasos poli-insaturados, en la enfermedad
alcohdlica hepatica por etanol (32).

En practicamente todos los modelos experimentales subagudos donde se explora la
accion del etanol sobre el higado, se incluye la aplicacién de dietas con un altisimo contenido de
grasa, mas de 30% de las calorias consumidas diariamente por el animal (113). Si disminuye el
contenido de grasa en la dieta, no se obtienen las lesiones adjudicadas al etanol, en estricta
realidad las acciones téxicas detectadas en el higado sélo se observan, y por lo tanto se deben,
al efecto combinado del etanol y la dieta rica en grasa.

Por su parte, el grupo de Nanji ha demostrado que si la grasa de la dieta esta constituida
por acidos grasos saturados disminuye en el higado la expresion del RNAm del factor de
necrosis tumoral-a. (84) y no aparecen las lesiones que produce el exceso de etanol sobre el
higado, lesiones que si se observan cuando la grasa de la dieta contiene acidos grasos poli-
insaturados. Es mas, con dietas enriquecidas en acidos grasos saturados se revierte la necrosis,
inflamacion y necrosis que se producen por la administracion de etanol, y se revierten aun
cuando se contintien administrando altas concentraciones de etanol (86).

Un dato complementario de interés se incluye en la Fig. 1 en donde se demuestra que la
lipoperoxidacion hepatica depende linealmente del contenido hepatico de TAG (109). Finalmente
vale la pena recordar que el sobrepeso por mas de 10 afos es uno de los 3 factores
independientes de riesgo para desarrollar hepatitis y cirrosis (87). Obviamente el sobrepeso
representa abundancia de sustrato para la lipdlisis.

Células intestinales

La mucosa del tubo digestivo, en condiciones normales, permite el paso de pequefias
cantidades de macromoléculas (15). El beber etanol, ya sea en forma crénica como aguda,
aumenta la permeabilidad del tubo digestivo al paso de macromoléculas; en una serie de
experimentos en particular se demostré en intestino delgado aislado que el paso de endotoxinas
por la mucosa aumenta en funcién de la dosis de etanol administrada (7). Por otra parte la
ingestion crénica de etanol puede alterar la flora bacteriana del intestino y causar un mayor
crecimiento de las bacterias gram-negativas (16). En consecuencia, la mayor cantidad de
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endotoxinas en el tubo digestivo y la permeabilidad ampliada del mismo, asegura una elevacion
de las endotoxinas en la sangre de la vena porta, lo que ampliamente favorece una activacion de
las células de Kupffer (111).

2.0

TBARS (nmoles/mg de proteina)

0.5 4

0.0 T T T
0.00 0.04 0.08 0.12 0.16

TAG (mg/mg de proteina)

Fig. 1. En esta figura se ilustra como el grado de lipoperoxidacion hepatica depende la
cantidad de TAG disponible en el propio higado (Terrazos-Luch y col, referencia 109).

Cuando la flora intestinal es disminuida con administracion de lactobacilos, que suspenden
el crecimiento de bacterias gram-negativas, (79) o por medio de antibidticos (2), las lesiones
hepaticas producidas en la rata por la administracion oral de etanol son menores. Mientras que
las lesiones hepaticas por alcohol se exacerban en la rata por la administracién enteral de
endotoxinas (72). La informacion disponible indica que la presencia de altas dosis de etanol
facilitan el desarrollo de la flora de bacterias gram-negativas y el aumento en la permeabilidad de
las células epiteliales del tracto digestivo, lo cual interviene positivamente en la aparicién de la
enfermedad hepéatica por alcoholismo.

Células endoteliales

Los sinusoides hepaticos forman una rica red vascular revestida de células endoteliales
directamente adosadas a los hepatocitos, lo que facilita el intercambio entre la sangre y los
hepatocitos. Las células endoteliales son células planas, muy porosas, fenestradas que
responden a hormonas e inhibidores (76). Desde el punto de vista volumétrico representan el
2.8% del total del parénquima hepatico en la rata (14). Es sabido que las células endoteliales
expresan un conjunto de moléculas de adhesion al ser inducidas por citocinas inflamatorias tales
como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y la interleucina (IL)-1 (74). Como consecuencia de la
ingestion de etanol en el higado hay una inflamaciéon que en los modelos experimentales de rata
se manifiesta por la presencia de neutrdfilos infiltrados en el higado, esto es, tipicas células
inflamatorias (45). Entre las moléculas de adhesion liberadas por las células endoteliales se sabe
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que para una de ellas, la llamada ICAM-1 (por sus siglas en inglés intracellular adhesion
molecule, ICAM) aumenta la expresién de su RNA mensajero (81). El ensayo de que una
molécula como el ICAM-1 participara o no en la historia molecular de la enfermedad hepatica por
etanol se realizd con ratones a los cuales se les elimind (knockout) del gene del ICAM-1 (59).
Los resultados mostraron que en comparacion con los ratones normales, los ratones sin gene
(knockout) del ICAM-1 tratados con la misma dieta alta en lipidos y en etanol, hubo una
disminucioén significativa en la aparicion y gravedad de la enfermedad hepatica causada por el
etanol, esto es, menor esteatosis e inflamacién, menor nimero de leucocitos infilirantes y la
expresion del RNAm del TNF-a no se observé en los ratones sin el gene ICAM-1 y si se observé
en los ratones normales. La conclusion de los investigadores (59) es que los datos demuestran
que el ICAM-1 de las células endoteliales participa de manera importante en la enfermedad
hepatica por etanol, muy probablemente en un mecanismo en el que participa el TNF-a formado
en el higado a partir de las células Kupffer.

Leucocitos

En respuesta a una inflamacién los leucocitos de la sangre se concentran en los sitios de
la inflamacion. Esta situacion general es aplicable a la enfermedad hepatica por ingestion de
etanol. Es muy probable que moléculas de adhesion formadas en las células endoteliales
hepaticas, del tipo ICAM-1, recluten leucocitos circulantes y favorezcan su acumulacién en la
glandula hepatica. La activacion de dichos leucocitos por la presencia de endotoxinas
circulantes, tal como se comenta en el parrafo anterior, y por algunos otros factores locales,
podran promover en los leucocitos reclutados los mensajeros quimicos ampliamente estudiados
en otros procesos inflamatorios, los que al actuar en las células residentes en la glandula
hepatica, contribuiran a la patogénesis de la enfermedad hepatica por etanol (59). Existe una
breve revision sobre las lesiones hepatocelulares mediadas por las células inflamatorias en
general, y presente en la hepatitis alcohdlica (33).

Eje hipotalamo suprarrenal

La administraciéon de cantidades altas de etanol provoca estrés, y en el estrés existe una
estimulacién del eje hipotalamo suprarrenal, en el que un estimulo nervioso llega al hipotalamo
del que salen factores liberadores, en este caso, seria el factor liberador de la hormona
adrenocortico tréfica (ACTH) que al llegar a la hipofisis activa la salida del ACTH, misma que, via
sanguinea en la corteza suprarrenal acelera la sintesis de la hormona cortisol. En resumen, altas
dosis de etanol estimulan la sintesis de cortisol. A su vez el cortisol, entre una de sus acciones,
se encuentra la de activar la lipdlisis de los tejidos periféricos. En la vieja literatura sobre el etanol
y la movilizacion de acidos grasos de los depdsitos (para una revision véase referencia 96), se
sefala que la hipofisectomia o la adrenalectomia (17,67) previenen la acumulacion de lipidos en
el higado después de beber dosis agudas y elevadas de etanol. En bebedores humanos,
adolescentes, los efectos son contundentes: la intoxicacion alcohdlica eleva los niveles
plasmaticos de ACTH, 6 veces para los hombres y 10 veces para las mujeres, mientras que el
cortisol se eleva 50% en hombres o mujeres (34). Esa elevacién del cortisol activara la lipolisis
en los tejidos periféricos con lo que contribuira a elevar los acidos grasos libres en suero y, sobre
todo, a promover la formacion del higado graso.
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De esta manera, la ingestién exagerada de etanol estimula la liberacién de productos de
las células del eje hipotalamo —hipdfisis— suprarrenal, o sean células del sistema nervioso y de
dos tipos de glandulas endocrinas, para contribuir a la enfermedad hepatica por etanol.

Hormonas sexuales

En general las mujeres muestran mayor susceptibilidad a las lesiones hepéaticas causadas
por el etanol. En una muestra de 1,600 alcohdlicos se identificaron los tres principales factores
independientes de riesgo para desarrollar hepatitis y cirrosis: cantidad de etanol consumido,
sobrepeso por al menos 10 afios y ser mujer (87). En experimentos con ratas y dietas con alto
contenido de grasas y etanol, la sensibilidad a este ultimo es 2 veces mayor en ratas de sexo
femenino en comparacion con las del masculino (45). Los indicadores de toxicidad fueron escape
de enzimas al suero, patologia celular con indicadores numéricos, infiltracién de neutrdfilos,
niveles circulantes de endotoxinas y expresion de ICAM-1. Ademas, el tratamiento con
estrogenos eleva, en las células de Kupffer, la presencia del receptor DC-14 a la endotoxina (48).
De alguna manera los estrégenos elevan la susceptibilidad de las células de Kupffer a algunos
productos generados por la administracion de etanol y coadyuvan a la manifestacion de la
enfermedad hepatica por etanol.

Por otro lado, en adolescentes de género masculino intoxicados con etanol disminuyen los
niveles plasmaticos de testosterona (34). Por ultimo, la cantidad mas alta de aductos de distintos
aldehidos, provenientes de la intoxicacién alcohdlica, con diversas proteinas hepaticas se
observé en pequefios cerdos castrados, el higado de los cuales ademas mostré esteatosis,
necrosis, inflamacién e induccién de las enzimas del citocromo P450 (90).

Células de Kupffer

Las células de Kupffer constituyen el 80 al 90% de los macroéfagos fijos al endotelio de los
sinusoides hepaticos (13). Su principal funcién es fagocitar material de la sangre que circula por
los sinusoides, las toxinas que arriban al higado son particularmente fagocitadas por las células
de Kupffer. En volumen las células de Kupffer ocupan el 21% del parénquima hepatico (14), pero
en cuanto al nimero de células puede llegar a ser el 10% del total de las células en el higado
(13). La hipotesis del efecto domind, para mejor entender la enfermedad hepatica por etanol,
surgié en gran parte de los experimentos en los que se demuestra la participacion central de las
células de Kupffer, recibiendo mensajes de unas células y respondiendo con la liberacién de
otros mensajeros y con la generacion de EOR (111). Una muestra evidente de la enorme
importancia de las células de Kupffer en la patologia de la enfermedad alcohdlica es que su
destruccion con cloruro de gadolinio (GdCl;) impide los aumentos de enzimas séricas, la
acumulacion de grasa, la inflamacion y la necrosis provocadas por la administracion crénica de
etanol a las ratas (1).

Mensajeros recibidos. El avance de los conocimientos alrededor del factor nuclear kB (NF-
kB) en la fisiopatologia de las respuestas a procesos inflamatorios crénicos (11) condujo a
investigar su posible participacion en la enfermedad hepatica por etanol. A continuacion se revisa
la posible activacién del NFkB por etanol, los genes cuya transcripcién regula y que estan
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estrechamente vinculados con la enfermedad hepatica por etanol, y los tres tipos de mensajeros
identificados que requieren las células de Kupffer para activar el NF-«xB.

Se consideré que una inhibicidon en la activacién del NF-«B evitaria la aparicion de la
enfermedad hepatica por etanol (115). Con el uso de un vector adenoviral se logré la super-
represion de la proteina IkB, indispensable para activar y translocar el NF-«xB, y con ello regular
la transcripcion de un grupo de genes blanco (11). Efectivamente, se previnieron las lesiones
hepaticas experimentales observadas después de la intoxicacién con etanol; en conclusion, se
requiere de la activacion y translocacion del NF-kB, regulando activamente un grupo de genes,
para la aparicion de las lesiones iniciales de la enfermedad hepatica por etanol (115).

Se sabe de varios genes cuya transcripcion regula el NF-xB y que dan origen a proteinas
de especial relevancia para el tema que nos ocupa: participan en el proceso inflamatorio,
funcionan como mensajeros, algunas de ellas sintetizan pequefias moléculas que a su vez
actuan como moduladores de la funcion celular y estan implicadas en la bioquimico patologia de
la enfermedad alcohdlica hepatica. Entre tales genes es conveniente anotar los de: el factor de
necrosis tumoral o (TNF-a), la interleucina-12 (IL-12), la proteina quimiotactica 1 de los
monocitos (MCP-1), la proteina inflamatoria 2 de los macréfagos (MIP-2), la sintetasa inducible
del 6xido nitrico (iNOS), y la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (73;80,82,83,85).

La activacion del NF-xB se ha estudiado con detalle (10); para el caso de las células de
Kupffer la activacion del NF-kB es una de las respuestas fundamentales en la instalacion de la
enfermedad hepatica por etanol. Para que se dé esa activacion es indispensable el arribo de
mensajeros generados por el etanol fuera de las células de Kupffer, junto con otros moduladores
formados por el etanol en el seno de dichas células de Kupffer. Hasta el momento se sabe que
los mensajeros que vienen de fuera son las endotoxinas del intestino, el Ca** y el acetaldehido, a
los que se unen las EOR (64), ya sean las formadas interior de las células de Kupffer o las
provenientes de los hepatocitos, y todo ello en un medio con concentraciones elevadas de
etanol. La participacion de cada uno de ellos se revisa en seguida.

Las endotoxinas, producidas por las bacterias en el intestino al ingerir cantidades elevadas
de etanol, estan constituidas por lipopolisacaridos y llegan a las células de Kupffer debido a un
aumento en la permeabilidad de las células intestinales por el etanol (7), donde en combinacion
con una elevada poza de etanol producen una sensibilizacion y activacion de las mismas células
que se manifiesta, entre otras cosas, por un aumento en la expresion del receptor de la
endotoxina conocido como CD14 (119), un aumento en la expresion y actividad de la quinasa
asociada al receptor de la interleucina-1 (120) y probablemente un aumento en la actividad de la
NADPH oxidasa (58).

La “mula” de seis, indispensable para integrar el efecto dominé aqui esbozado, lo
constituyen las EOR presentes en el higado de los sujetos intoxicados con etanol. En la
presentacion del hepatocito se revisé una de las hipétesis para generar EOR por la ingestion de
etanol. Otra hipétesis se revisa en seguida. En los macréfagos activados, el principal sistema
enzimatico generador de oxidantes para dar origen a las EOR es la NADPH oxidasa (9). Como
las células de Kupffer son macréfagos, se ensayo la participacion de la NADPH oxidasa en el
desarrollo de la enfermedad hepatica por etanol, por medio de la tecnologia de eliminar
(knockout) el gene de la enzima. Asi se probd la hipétesis de que los oxidantes provenientes de
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la NADPH oxidasa participaran en las etapas tempranas de la lesion hepatica producida por
etanol. En ratones deficientes de NADPH oxidasa, de manera opuesta a como ocurre en el
animal normal, el etanol no determiné un aumento en la produccion de EOR, no hubo activacion
del NF-xB, no hubo aumento del RNA mensajero para el TNF-a. y no se detecté patologia
hepética. En conclusién, las EOR provenientes de la actividad de la NADPH oxidasa en las
células de Kupffer tienen una participacion predominante en la patogénesis de la hepatitis
inducida por etanol (58).

Un indicador de la importancia de las EOR en el progreso de la enfermedad hépatica por
etanol lo constituye un experimento en el que se provoco la sobre-expresion del gene de la
superoxido dismutasa (SOD) hepatica en ratones y esos ratones se expusieron a altas dosis de
etanol. Una sobre-expresion de la SOD impide esa induccion del receptor CD14, de NF-xB y de
algunas citocinas, aun cuando se administre el etanol (119).

Por otra parte, el Ca®" interviene en la fisiologia de las células de Kupffer y en la fisiologia
de todas las células de los organismos. Al estudiar los canales para el Ca®* en las células de
Kupffer se encontré6 que esos canales son dependientes de voltaje (43) y que la concentracion
intracelular del cation aumenta al doble a las 2 h de haberlas colocado en presencia de etanol
(111). Ademas se ha demostrado que el Ca** es esencial para la activacion de las células de
Kupffer; en particular la sintesis de prostaglandinas estimulada por lipopolisacaridos es
dependiente de ca® (53). Es interesante que un bloqueador de los canales de ca”, la
nimodipina, disminuya las lesiones inducidas por el etanol, lo cual apoya el papel crucial del ca®
en la activacion de las células de Kupffer (46). Por ultimo, existe informacion de que el
acetaldehido activa la transcripcion del NF-xB, al menos en una linea de hepatocitos (100).

En resumen, el mensaje de las endotoxinas intestinales, las EOR, el Ca®", el acetaldehido
y el etanol activan el NF-xB que regula la transcripcion de genes cuyas proteinas son
moduladoras de la inflamacién.

Mensajeros liberados. Los genes activados por el NF-xB en las células de Kupffer dan
origen a un grupo de proteinas tipicas de la respuesta inflamatoria que inciden en células
vecinas (70) en este caso hepatocitos, células endoteliales, neutrdfilos, células estelares y otras
células. En tales células provocan sendas respuestas, las cuales dan apoyo a la hipétesis del
efecto dominé en la enfermedad hepatica aguda. Previamente se incluyeron algunas de las
proteinas cuya induccidon promueve el NFxB, por brevedad sélo se comentara uno que
manifiesta especial importancia: el TNF-o. Los experimentos que originaron la hipotesis del
papel central de las células de Kupffer y los factores por ellas liberados aparecieron en 1989
(23). Mas adelante se encontrd una atenuacion de las lesiones hepaticas al aplicar anticuerpos
contra el TNF-a en ratas sometidas a la administracion crénica con etanol (47). La demostracion
concluyente del papel esencial del TNF-a en la lesion hepatica promovida por el etanol se obtuvo
con el uso de ratones a los cuales se les eliminé el gene (knockout) del receptor 1 para el TNF-a
(121): en estos ratones la administracién crénica de una dieta alta en lipidos y etanol, por 4
semanas consecutivas, no produjo en el higado severa esteatosis macrovesicular, inflamacion
focal, ni necrosis, a diferencia de lo observado en ratones poseedores del gene del receptor. El
TNF-a, como prototipo de una molécula pro-inflamatoria, produce una abigarrada respuesta, de
la que se menciona algunos aspectos aplicables a la enfermedad hepética por etanol. El TNF-a:
inhibe la sintesis de proteinas en hepatocitos cultivados de rata (77), estimula la migracién y
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activacion de neutrdfilos e induce a proteasas asi como la liberacion de EOR (110), produce
estrés oxidativo mitocondrial consecuente a muerte celular (38) y es importante en la génesis de
EOR en las mitocondrias de los hepatocitos (4,30,40), estimula a las células endoteliales de los
sinusoides para sintetizar moléculas de adhesion tipo ICAM-1 (12), interviene en el desarrollo de
la esteatosis hepatica causada por etanol (27), evoca la apoptosis (104), activa una
esfingomielinasa que opera a pH neutro (3), aumenta la poza de ceramida, mensajero comun
para la transduccion de sefales para varios factores (3).

En suma, el TNF-a produce una vasta gama de efectos que dependen en parte de la
concentracion a la que se encuentre y del tiempo durante el cual actda. De lo que no hay duda
es de que es indispensable para establecer la enfermedad hepatica por etanol, y de que en esa
situacion las células de Kupffer son sus principales productores y de que modula la funcién de
muchas otras células.

Células estelares

Originalmente se identificaron como células de Ito, su descubridor; también se llaman
lipocitos, células almacenadoras de grasa o células estrelladas o células perisinusoidales. Se
trata de células no parenquimatosas y fibrogénicas que se localizan en oquedades entre los
hepatocitos y las células de Kupffer, dispersas en el espacio perisinusoidal de Disse (76). En la
rata y calculado por volumen las células de Ito representan el 1.4% del total del higado (14); sin
embargo, otros datos indican que constituyen el 15% del total de células residentes en el higado
(36). Forman un grupo heterogéneo de células anatdmica y funcionalmente similares pero
diferentes en su expresién de filamentos del citoesqueleto, sus contenidos de retinoides y sus
potenciales para producir matriz extracelular (55). Son las células del organismo de los
mamiferos con mayor contenido de vitamina A (42). La respuesta de las células estelares a la
administracion cronica de etanol esta estrechamente ligada a la matriz extracelular del higado,
por lo que es adecuado mencionar algunos aspectos basicos de dicha matriz. En el higado
humano normal el 4% de la proteina es colagena (101), mientras que en la rata solo lo es el
0.55% (102). En el higado humano normal, los estudios bioquimicos han identificado a la
colagena insterticial y el 53% es de tipo | y el 47% es de tipo Il (101); mientras que en la rata
normal el 60% es del tipo | y el 40% es de tipo lll (102). La colagena tipo | se localiza
predominantemente en la superficie del higado en la capsula de Glisson y en el tejido conectivo
portal; la colagena tipo Il predomina en el area perisinusoidal (71). A diferencia de otros tejidos,
en el higado no existe una membrana basal que se interponga entre el plasma y la célula
parenquimatosa, el hepatocito, con lo que se facilita el intercambio de metabolitos entre ambos
compartimentos, no obstante en algunos sitios se encuentra una membrana basal descontinuada
(71). Un componente constante en el espacio perisinusoidal es la fibronectina, cuya funcion
puede ser similar a la que se le observa a esa proteina en los estadios tempranos del desarrollo,
ser una matriz extracelular primaria, menos limitante en términos de filtraciéon que la membrana
basal de otros tejidos (71), pero que si es un soporte para las células. Esa matriz extracelular
provee, ademas, de sefiales que mantienen las funciones diferenciadas de las células vecinas.
Durante la lesion celular la matriz extracelular se asemeja a una cicatriz y deteriora la funcion
hepatocelular.

Activacion de las células estelares. Es el evento dominante en la fibrogénesis y se lleva a
cabo con cambios progresivos en la funcién celular. Como consecuencia de una lesién hepatica
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de cualquier etiologia las células estelares se activan, esto es, ocurre una transicién de células
quiescentes a células proliferativas, fibrogénicas y miofibroblastos contractiles. Se trata de una
respuesta pleiotrépica, estrechamente programada y reproducible. Para su estudio se ha dividido
en dos estadios: iniciacidon y perpetuacién. La iniciacion incluye un conjunto de cambios rapidos
a la expresiéon de genes y en el fenotipo que hacen a las células capaces de responder a
citocinas y otros estimulos locales. La perpetuacion se refiere a los cambios celulares que
conducen a una implicacioén del fenotipo activado, que se logra a través de una mayor capacidad
de respuesta a las citocinas.

Los estimulos iniciadores de la activacion de las células estelares provienen de los
hepatocitos, las células endoteliales y las células de Kupffer. Entre ellas se tienen las EOR cuya
génesis se ha mencionado con anterioridad, la cual como también se relatd cursa con una
disminucién de antioxidantes, en particular el GSH. La sobre-expresion del citocromo P450 2E1
en las células estelares aumenta la poza de EOR y estimula la expresién del gene de la
colagena |, el efecto es menor si se aplican antioxidantes (92). La lesion de las células
endoteliales hepaticas estimula la produccion de una variante de la fibronectina que activa las
células estelares (52) y que por otra parte convierten al factor transformante de crecimiento -1
latente (TGF-B1) en una forma activa fibrogénica, a través de la activacion de plasmina (35). Al
menos media docena de genes se encienden en las células estelares, aqui se anotan sélo unos
ejemplos, uno es el formador de moléculas de adhesiéon (ICAM-1) (41), que favorece la presencia
de células pro-inflamatorias in situ, el gene llamado KLFG (95) que activa genes reguladores de
acumulacion de la matriz extracelular (54), y genes que aumentan la expresiéon del gene de la
colagena, a través de la participacion de proteinas y factores de transcripcion (22).

Perpetuacion de las células estelares. En el estadio de perpetuacion de las células
estelares ocurre un aumento de respuestas a las citocinas a través de multiples mecanismos
(35), entre ellos, el aumento en la expresion de los receptores situados en la membrana celular y
una mayor sefalizacidon (para una revision ver Pinzani y col referencia 94). Se ha hecho notar
que en especial el receptor de tirosina cinasas esta sobre-regulado en la lesion hepatica (5), se
conoce que dicho receptor en las células estelares es el mediador de las respuestas a las
citocinas.

Simultaneo a la fase de perpetuacion de las células estelares se observa una
remodelacion de la matriz extracelular (35), la matriz subendotelial de baja densidad es
remplazada de manera progresiva por una matriz formadora de fibras de colagena que repercute
en la fisiologia de las células como los hepatocitos, las células endoteliales y las propias células
estelares, en las cuales acelera su activacion (37). En este sentido se caracterizé un receptor de
tirosina cinasa que responde a la colagena (105,117) cuyo RNAm esta presente en las células
estelares (5) que explica por qué la colagena tipo | ocasiona la perpetuaciéon en la activacion de
las células estelares (5,105).

Se han descrito un conjunto de respuestas fenotipicas en las células estelares activadas
por cualquier tipo de lesion que sufra el higado. Si se mantiene la lesién hepatica se perpetia la
activacion de las células estelares y progresa la enfermedad hepatica. Excelentes resimenes
sobre estas respuestas fenotipicas se encuentran en los trabajos de Friedman (35,37). Aqui sélo
se enlistan los cambios y se anotan la o las moléculas que de manera especial favorecen el
cambio anotado. Como podra constatarse, el efecto dominé aqui introducido para darle unidad a
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|
la enfermedad hepatica por alcohol, en el caso de las células estelares alcanza su maxima
expresion.

Respuestas fenotipicas de las células estelares a la lesion hepatica (por etanol). Se han
identificado:

Proliferacién. Aumento en el numero de células estelares cuyos receptores de tirosina
cinasas responden al principal factor proliferativo identificado, el factor de crecimiento derivado
de las plaquetas, cuya accion requiere de captura de Ca* extracelular (94).

Contractilidad. La mayor contractilidad de mas células estelares es un mecanismo
importante de elevacién en la resistencia de la vena Porta durante la lesién hepatica. El principal
estimulo para hacer las células contractiles es la endotelina 1, parcialmente de origen autdcrino y
que contribuye a la proliferaciéon de las células estelares (99).

Fibrogénesis. Las células estelares son las productoras de la matriz extracelular en el
higado, y aunque existe un buen numero de citocinas que las estimulan para formar colagena
(37), la principal de todas ellas es el factor transformante de crecimiento 1 (TGF-B1 por sus
siglas en inglés) (35) de distintos origenes, el mas importante el autécrino (39). A la accion del
TGF-B1 se suma la accién de la colagena autoperpetuando su formacion, tal como se menciond
lineas arriba.

Degradacion de la matriz. Las células estelares tienen la capacidad de sintetizar el total de
moléculas con actividad proteolitica responsables de degradar y remodelar los distintos
componentes de la matriz extracelular presente en el higado. Dichas moléculas aceleran la
activacion de las células estelares y aparecen al haber una lesion del higado (8,56). Las
proteinas que degradan el endotelio normal de la matriz extracelular son la metalo-proteinasa 2
de la matriz y la estromelisina/MMP-3 (8). Con la degradacion del subendotelio normal se acelera
el remplazo de la matriz extracelular por fibras formadoras de colagena con lo que se activa el
crecimiento de las células estelares y la produccion de la metaloproteinasa-2 (31).

Quimiotaxis de las células estelares. La migracion de las células estelares activadas
aumenta su acumulacion en areas de lesion. Los agentes quimiotacticos identificados son el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas y la proteina quimiotactica 1 de monocitos (69).

Pérdida de retinoides. La activacion de las células estelares conlleva la pérdida de
vitamina A almacenada intracelularmente. Se ignora si la pérdida de retinoides se requiere para
iniciar la activacion celular o si es la activacion de las células la que provoca la pérdida de esos
retinoides. Se estudian la causa y las consecuencias (37).

Liberacion de citocinas y quimioatraccién de leucocitos. La mayor produccion y actividad
de las citocinas son criticas para mantener la perpetua activacion de las células estelares. Al
respecto es conveniente considerar dos aspectos: todos los factores requeridos para la
activacion de las células estelares provienen de citocinas de origen autdcrino (35) y la matriz
extracelular hepatica es un reservorio importante de factores de crecimiento los cuales se unen a
la matriz referida (35).

La relevancia de las células estelares en la enfermedad hepatica por etanol se amplifica al
considerar que ademas de todo lo mencionado dichas células pueden amplificar la inflamacién
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por medio de moléculas con actividad quimioatractante de neutréfilos y monocitos, por ejemplo
con la proteina quimioatractante-1 de monocitos (68).

Conclusioén

Tomando al etanol como ejemplo de agente agresor se ofrece en este trabajo un resumen
de la complejisima respuesta del higado al ser lesionado. Para que avance la enfermedad
hepatica, el agente agresor afectara las células del organismo no sélo las hepaticas, y el agente
agresor (en este caso el etanol) mas la respuesta de muchas otras células provoca la
participacion de varios cientos de moléculas que de manera secuencial organizada vy
jerarquizada definen la situacion de la lesién hepéatica, su gravedad, velocidad de afectacién y
sobre todo su reversibilidad. En algunos experimentos es notable la limitacién en el progreso de
la enfermedad al eliminar una etapa importante, al quitar una ficha del dominé que evita la
aparicion o activacion del suceso consecutivo en el avance de la enfermedad hepatica. Un
aspecto estimulante en el estudio de la enfermedad hepatica crénica es que ahora se considera
reversible. Si bien existen muchas dudas sobre el mecanismo que facilita la reversibilidad, dada
la tremenda complejidad del proceso, cada vez existen mas situaciones, moléculas, estilos de
vida y medicamentos que permiten vislumbrar un panorama mas promisorio.

Los bioquimicos trabajan intensamente para que los médicos encuentren los mejores
procedimientos terapéuticos para eliminar las fichas del dominé que con certeza eviten el
progreso de la enfermedad hepatica.
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Introduccion

Aunque les voy a hablar de peces, nuestra historia comienza con una mosca llamada
Drosophila melanogaster, que es el nombre cientifico de la mosca de la fruta. En 1973 una joven
llamada Christiane Nusslein-Volhard realizaba sus estudios de doctorado en el Instituto Max-
Planck de la ciudad de Tibingen, Alemania, en un proyecto de biologia molecular en el que
purificaba y estudiaba las propiedades de una RNA polimerasa de origen viral. En un principio,
este proyecto le parecié interesante, sin embargo, luego de un tiempo se volvié tedioso y
aburrido. Buscando otros temas de investigacion, se entusiasmoé con las lecturas de los trabajos
de Alfred Kuhn sobre la biologia del desarrollo y con ciertos reportes acerca de la regeneracion
de la hidra. En ese momento se percaté del interesante problema de la formacién de patrones
corporales durante el desarrollo embrionario. Por la misma época, su atencién fue captada por el
trabajo de un profesor del mismo Instituto Max-Planck, llamado Friedrich Bonhoeffer, quién
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realizaba la mutagénesis en Escherichia coli y habia aislado diferentes mutantes, encontrando
varios genes novedosos. Sin embargo, lo que realmente atrapd su atencion, fue la sofisticada
metodologia con las que el grupo de Bonhoeffer generaba y aislaba una gran cantidad de
mutantes. Nusslein-Volhard llegé a la conclusion de lo util que seria aplicar las poderosas
técnicas de la genética molecular a los problemas del desarrollo embrionario.

Nusslein-Volhard concluyé su doctorado y en 1975 se mudé a la ciudad de Basel en
Suiza para iniciar un postdoctorado en el laboratorio de Walter J. Gehring, en donde de manera
entusiasta inicié su trabajo con las moscas de la fruta o “Drosophilas”. El enfoque principal del
laboratorio de Gehring era el de clonar genes interesantes para la biologia del desarrollo. Con la
ayuda del estudiante de doctorado Eric Wieschaus, pronto aprendié todas las técnicas
necesarias para estudiar a los embriones de lineas mutantes de Drosophila.

Pasado un tiempo, Nusslein-Volhard comenzé a sentirse frustrada ya que los métodos
para colectar e inspeccionar a los embriones le parecian tediosos e insatisfactorios. Asi pues, y
siguiendo su espiritu innovador, se asocié con otros postdoctorados (Jeanette Holden, David Ish
Horowicz y Jitse van der Meer) y desarrollé6 algunas técnicas que le facilitaron el trabajo, tales
como un sistema para la colecta simultanea (en bloques) de huevos de varias lineas de moscas,
o un protocolo para la fijaciéon y aclaramiento de la cuticula de los embriones que le permitieron
observar la estructura, segmentos y polaridad en los embriones.

Para el afio de 1978 recibié una oferta de trabajo por tres afos, para compartir un
laboratorio con Eric Wieschaus en el “European Molecular Biology Laboratory” (EMBL) que
recientemente se habia fundado. Nusslein-Volhard convencié a Wieschaus de que en ese
momento eran las unicas personas en el mundo capaces de llevar a cabo una mutagénesis en
gran-escala buscando mutantes de la fase embrionaria de Drosophila. Con la participacion de
dos técnicos se lanzaron a una empresa titanica, pero convencidos de que seria sumamente
provechosa. Inventaron metodologias novedosas para incrementar la eficiencia en su trabajo, lo
que les permiti6 aislar en 3 meses 4200 mutantes en genes localizados en el cromosoma 2 de la
mosca, el cual contiene el 40% de su DNA.

Este fue el inicio de un trabajo por el que Christiane Nusslein-Volhard y Eric Wieschaus
compartieron el premio Nobel en el afio de 1995. Para el momento en que Nusslein-Volhard
recibié el premio Nobel muchas cosas habian pasado. En 1986 un articulo firmado por George
Streisinger de la Universidad de Oregon [1] atrajo su atencién; en este manuscrito Streisinger
sugeria que el Pez-cebra (un pez de ornato que usualmente se consigue en tiendas de
mascotas) podia ser utilizado como un modelo para el analisis genético del desarrollo
embrionario en vertebrados.

Desde ese momento Nusslein-Volhard decidié repetir su mutagénesis en gran escala
pero ahora en el Pez-cebra, obviamente en ese momento no existian precedentes ni siquiera
para planear la logistica con la que llevar a cabo este enorme proyecto que requeriria de cientos
de miles de peces.

Finalmente en 1992, en su nuevo laboratorio del Instituto Max-Planck de la ciudad de
Tldbingen en Alemania, se inauguré un vivero con 7000 acuarios destinados a la enorme
busqueda de mutantes del Pez-cebra. Varias personas fueron claves para este proyecto, entre
las que se encontraban los estudiantes Stefan Schulte-Merker y Matthias Hammerschmidt,
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quienes junto con la Dra. Nancy Hopkins (profesor en visita sabatica del MIT) comenzaron desde
1988 a establecer la infraestructura para el proyecto. La participacion de Wolfgang Driever (un
exalumno de Nusslein-Volhard) y de su estudiante Liliana Solnika-Krezel fue también crucial, ya
que 25% del experimento se llevd a cabo en su laboratorio de la ciudad de Boston en los
Estados Unidos.

Los resultados de este proyecto se dieron a conocer en diciembre de 1996 cuando la
revista Development publicd un ndmero especial (conocido como el “Zebrafish issue”) con 37
articulos, en el que se describen 1200 mutantes del Pez-cebra. Cada mutante con uno o mas
aspectos del desarrollo embrionario afectados.

¢Por qué estudiar la biologia del desarrollo en un pez?

El Pez-cebra es un organismo modelo ideal para estudiar la genética y el desarrollo en
organismos vertebrados [2-4], Debido a que embriogénesis ocurre externamente ademas de que
los embriones son transparentes, o que permite observar en el microscopio todos los estadios
de su desarrollo, y seguir con detalle las primeras divisiones celulares y la formaciéon de las
capas embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo) (figura 1). El desarrollo de este
organismo es rapido y a las 24 horas ya se aprecia la segmentacién del cerebro y se han
formado estructuras como el tubo neural, la notocorda y los somitos (precursores de musculo y
esqueleto). Para los cinco dias de desarrollo se han formado érganos sensoriales como los ojos
y los oidos. Asimismo, han aparecido el corazén, el higado, los rifiones y el pancreas, ademas
de que los sistemas circulatorio, digestivo y nervioso son perfectamente funcionales (figura 1).
En este momento el pez es perfectamente capaz de responder a estimulos visuales, olfativos y
mecanicos y comienza a nadar buscando alimento [5].

Los analisis genéticos y la disponibilidad de material bioldgico se facilitan por la cantidad
de embriones (entre 100 y 200 individuos) que una sola pareja de peces puede producir cada
semana. El Pez-cebra es diploide y con ciclos generacionales cortos (de 2 a 3 meses), los
adultos tienen un tamano de 3 centimetros, por lo que en un laboratorio acondicionado con 50
tanques (cada uno del tamafio de la caja para un ratén) se puede albergar una colonia de al
menos 500 peces. Aunado a esto, el genoma completo del Pez-cebra se esta secuenciando y ya
existen mapas muy precisos de marcadores genéticos.

A la par de una descripcion detallada de la anatomia del embrion y la larva del Pez-
cebra, se han desarrollado metodologias robustas que permiten la experimentacién en varios
aspectos como son: la localizacion de proteinas “in vivo” por medio de fusiones de la proteina
verde flourescente (GFP), el apagado especifico de genes empleando morfolinos (RNA
antisentido) asi como la ablacién y el transplante de células [6, 7].

Una segunda mutagenesis en gran escala en el pez-cebra

Una manera de descifrar la funcién de un gen, consiste en inactivarlo dentro de un
organismo modelo y observar el efecto que tiene sobre el desarrollo del individuo. Cuando se
obtiene una mutante en el Pez-cebra y se determina con certeza qué gen esta mutado, se
genera una combinacion ideal de conocimiento, ya que podemos predecir la funcién del gen (o la
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proteina que codifica) y tenemos una herramienta para estudiar cémo participa este gen en el
desarrollo. Un ejemplo de lo anterior es la mutante del Pez-cebra “Weissherbst’, en la que se
produce una anemia letal y cuyo gen mutado corresponde a la Ferroportina-1. La mutante
Weissherbst se ha estudiado con detalle y ahora se sabe que la funcion de esa enzima es la de
participar en el transporte de hierro durante el desarrollo del sistema hematopoyético [8].

Con el trabajo de mutagénesis a gran escala en el Pez-cebra que llevaron a cabo los
grupos de Christiane Nusslein-Volhard y Wolfgang Driever hace 7 afos, generaron 1200
mutantes que afectan el desarrollo, cuyos fenotipos son tan interesantes que de conocerse todos
los genes que producen dichas mutaciones, nuestro conocimiento de la biologia se
incrementaria sustancialmente, incluyendo la causa de varias enfermedades hereditarias en
humanos. Sin embargo, a la fecha solo se han logrado identificar 100 de los genes mutados.
Esto se debe a que las mutaciones fueron inducidas con un mutageno quimico (Etil-nitroso-urea)
y para identificar los genes responsables primero hay que determinar en qué cromosoma esta la
mutacién y después ubicar su posicion con exactitud (clonamiento posicional) para después
aislarlo (clonarlo) y secuenciarlo. Asi, la identificacion de un solo gen representa una tarea
enorme que puede emplear el trabajo de un solo investigador por un afio o0 mas. La otra manera
de identificar los genes mutados, es por medio de la estrategia del “gen candidato”, en la cual se
compara el fenotipo de la mutante de Pez-cebra con mutantes similares en otros organismos
como la Drosophila o el raton en los cuales ya se conoce una gran coleccién de genes mutados.

Recientemente, entre los afios de 1998 y 2002, el grupo de la Dra. Nancy Hopkins en el
Instituto Tecnoldgico de Massachussets (MIT) de la ciudad de Boston, llevé a cabo una nueva
mutagénesis en gran escala, pero empleando una novedosa metodologia conocida como
“mutagénesis-insercional’, que basicamente permite generar a las mutantes en el Pez-cebra,
pero al mismo tiempo identificar facilmente a los genes responsables de la mutacion (figura 2).

La diferencia principal entre la mutagénesis de Nusslein-Volhard y esta nueva
mutagénesis-insercional consiste en lo siguiente: en lugar de utilizar un mutdgeno quimico se
emplea a un retrovirus, el cual infecta a las células de los embriones e inserta de manera
aleatoria fragmentos de DNA en el genoma del pez. La idea es de que algunas de estas
inserciones van a colocarse interrumpiendo genes del desarrollo y entonces produciran las
mutantes que se estan buscando. En un ensayo piloto en el que se obtuvieron ocho mutantes [9-
13], se demostré que por cada 100 inserciones se puede generar una mutante en el desarrollo
del Pez-cebra.

Las inserciones retrovirales se integran en forma estable en el genoma del pez, de tal
manera que varias generaciones después continian presentes. Para identificar el gen que tiene
una mutacion, se corta el DNA en fragmentos y con la técnica llamada hibridizacion southern blot
se localiza el fragmento que alberga la inserciéon y que provoca el fenotipo mutante. Como el
DNA que flanquea por ambos lados a la insercién corresponde al gen mutado, es posible
basarse en su secuencia para determinar de qué gen se trata. Lo anterior se logra a partir de
comparaciones contra las bases de datos gendémicas.

Con la mutagénesis-insercional a gran escala se logré introducir mas de 50,000

inserciones retrovirales en el genoma del Pez-cebra y obtuvimos cerca de 500 mutantes de las
cuales hemos identificado a la fecha un poco mas de 300 genes [14, 15].
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Figura 1. Estadios de desarrollo en el Pez-cebra (Danio rerio). (A) Se presentan las primeras
18 horas del desarrollo. La primera divisién celular ocurre 45 minutos después de la
fertilizacion y las siguientes divisiones cada 15 minutos, aqui se muestran los eventos de
blastulacién, epibole, gastrulacion y somitogénesis. También se muestra a la larva del Pez-
cebra a los 2 dias (B) y 5 dias de desarrollo (C).
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Figura 2. Diagrama de flujo de la mutagénesis insercional en gran escala. Los embriones en el estadio de
blastula son inyectados con el retrovirus y después se crian hasta la madurez sexual. Estos peces
fundadores se cruzan entre si dando lugar a la generacién F1. Entre los peces F1 se seleccionan aquellos
con mayor numero de inserciones, para ello se utiliza la técnica de PCR cuantitativo y southern blot. Estos
peces con alta densidad de inserciones se denominaron F1MI (F1 Multi-Insercién). Se hacen cruzas entre
los F1MI y por cada cruza se cria a una familia F2. Se seleccionan parejas al azar por familia F2 y se llevan
a cabo cruzas para obtener embriones F3, que son inspeccionados en busca de las mutaciones que se han
homocigado.
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Este proyecto consistié en la inyeccién de un retrovirus pseudotipificado de alto titulo a
250,000 embriones en el estadio de blastula (figura 2). Después de 4 horas se seleccionaron los
embriones con mayor numero de eventos de insercion retroviral y estos fueron criados hasta la
etapa adulta (12,000 peces fundadores).

En los organismos diploides cada cromosoma esta por duplicado, lo que significa que
cada gen esta representado dos veces. Para poder observar el efecto de una mutacién es
necesario homocigarla, es decir que ambas copias del gen estén afectadas. Para homocigar las
mutaciones y para aumentar el numero de inserciones por cada pez, se produjeron 2
generaciones consecutivas de peces (F1 y F2, respectivamente) de la siguiente manera: los
12,000 peces fundadores fueron cruzados entre ellos para producir 200,000 peces de la
generacion F1 (primera generacion), los cuales son mosaicos para las inserciones (cada célula
con inserciones distintas) (figura 2). Posteriormente y para simplificar el trabajo y maximizar el
espacio fue necesario identificar a los peces F1 con el mayor nimero de inserciones (llamados
F1MI o F1 Multi-Insercién). Los F1MI se identificaron por medio del analisis del DNA tomado de
biopsias de la cola de peces adultos de 8 semanas de edad. El numero de inserciones se
determind por PCR cuantitativo y analisis tipo “southern”. Con este método se seleccionaron
14,000 peces F1MI, cada uno de los cuales con un promedio de 10 inserciones retrovirales. Las
generaciones F1 y F2 ya no son mosaicos para las inserciones ya que todas las células cargan
con las mismas inserciones.

Por cada pareja sexual de peces F1 se produjo una familia F2 de alrededor de 48
individuos. La generacion F2 consistié de 6,200 familias (300,000 peces adultos). Debido a que
tanto el macho como la hembra F1 aportan sus genes con inserciones al 50% de su
descendencia F2, al llevar a cabo cruzas al azar entre miembros de la familia F2, aumenta la
probabilidad (86% con 6 cruzas) de que se crucen dos peces con exactamente la misma
insercion retroviral. De ocurrir esto, el 25% de la descendencia homocigara la insercion y de ser
mutagénica (1 de cada 100 inserciones) se obtendria una mutacion en algun gen involucrado en
el desarrollo del pez.

Se realizaron 40,000 cruzas entre peces F2 y se inspeccionaron cuidadosamente los
embriones F3 (aproximadamente 1.2 X 10° individuos), mientras tanto, se mantuvo a cada pareja
progenitora separada del resto de la familia hasta completar el analisis. Los embriones se
mantuvieron a 28°C y las observaciones se realizaron en microscopios estereoscépicos en los
dias 1, 2 y 5 del desarrollo. Lo que se buscaba era cualquier alteracién del desarrollo que
estuviese presente en 25% de los embriones.

Por cada 12.6 familias analizadas se encontré una mutante insercional, dando un total
de 489 mutante recesivas y letales en la embriogénesis, ademas de 4 mutantes dominantes
(figura 3). Se encontraron mutantes afectadas en el desarrollo del cerebro, la notocorda, la cresta
neural, la espina dorsal, los ojos, los oidos, y otros érganos sensoriales (como la linea lateral), la
mandibula, el tejido muscular, la pigmentacion, los rifiones, el pancreas, el higado, el estdmago,
el intestino, el corazdn, los vasos sanguineos, ademas de mutantes en las que se encontro
alterado el crecimiento, el comportamiento o la motilidad. También se obtuvieron mutantes con
defectos tan severos y generales que los embriones no se desarrollaban o presentaban una
necrosis general muy temprana (figura 3)
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Algunas mutantes obtenidas en la mutagénesis insercional

tectum
P l

Figura 3. Se muestran algunos ejemplos de las mutantes obtenidas. (A) y (B) son mutantes dominantes para
el gen ef1A (factor de elongacion) y un canal rectificador de sodio-potasio, respectivamente. Los fenotipos
observados corresponden a un menor crecimiento general (A) y un crecimiento exagerado de las aletas (B).
En (C) se observan larvas de 3 dias de edad en las que se aprecia una hibridizacion “in situ” que marca el
pronefros (precursor del rifidn en peces). El gen mutado corresponde a HNF1B y su mutacion produce
defectos en el desarrollo del pronefros. Esta preparacion fue hecha por la Dra. Zhaoxia Sun. (D) Se observa el
efecto de la mutacién del factor transcripcional caudal en embriones de 24 horas de desarrollo. (E) La falta del
gen N-caderina tiene efectos en la formacion del cerebro del Pez-cebra, aqui se aprecia como los axones que
van del ojo al tectum estan alterados en la mutante, para apreciar esto se realizaron inyecciones del colorante
DiO en el ojo izquierdo de larvas fijadas al quinto dia de desarrollo. En (F) se observa una mutante con
defectos en la formacion de la mandibula (flechas rojas) y en donde el higado no se forma (flecha verde), el
gen mutado es nuevo y no se ha estudiado con anterioridad. Una mutacion en la subunidad Z del Complejo
Coatémero produce una fusion de los ojos (G) y la insercion retroviral en el gen neurogenina produce que los
axones que normalmente conectan el ojo y el tectum, ahora se conectan a musculos de la mandibula (H) esto
se aprecia con un marcaje de anticuerpo que revela a los axones en las larvas de 3 dias de desarrollo. Esta
preparacion fue hecha por el Dr. Wenbiao Chen.
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La metodologia para identificar los genes mutados consiste en obtener DNA de los
padres F2, de otros portadores F2 en la familia y de los embriones F3 que muestran el fenotipo.
ElI DNA se corta con enzimas de restriccion y se analiza con un ensayo tipo “southern”, utilizando
como sonda a un fragmento complementario a cierto segmento del DNA de origen retroviral . El
objetivo del experimento es identificar una banda del mismo peso molecular entre los padres y
los embriones con el fenotipo (que suponemos que es la misma). Encontrar la misma banda en
otros miembros de la familia F2 (portadores) nos permite, por medio de cruzas, confirmar que
esa banda representa a un fragmento de DNA que contiene a la insercion retroviral flanqueada
por el gen interrumpido y mutado. Posteriormente se toman los fragmentos del DNA cortado por
las enzimas de restriccion y se ligan en cierto plasmido, se selecciona la construccion del
tamafio predicho (la suma del peso molecular de nuestra banda de interés y el plasmido) y se
amplifican las secuencias flanqueantes al inserto por PCR inverso. Los productos amplificados
se secuencian y dicha informacién se compara contra bases de datos de los genomas de otros
organismos (como la del NCBI) utilizando el programa BLAST, lo anterior con la intencion de
determinar la identidad del gen mutado por su similitud con homélogos de otras especies.

Entre los mas de 300 genes que se clonaron, se encontraron varias enzimas del
metabolismo anabdlico y catabdlico, también DNA polimerasas, RNA polimerasas, factores
transcripcionales, proteinas que participan en la replicacion del DNA, la traduccion de la
informacion genética, el trafico vesicular o son componentes de la cromatina, diversas proteasas,
chaperoninas, ATPasas, RNA helicasas, proteinas ribosomales, asi como varios receptores y
ligandos involucrados en transduccion de senales, también canales idnicos, glicoproteinas y
ademas toda una gama de proteinas cuya funcion es totalmente desconocida [15]

Conclusioén

La mutagénesis insercional es una técnica novedosa que permite utilizar las poderosas
herramientas de la genética molecular para encontrar y determinar la funcién de genes que
participan durante el desarrollo de organismos vertebrados. El Pez-cebra es un modelo ideal
para llevar a cabo proyectos ambiciosos con presupuestos moderados, ademas de poseer
ventajas que lo hacen un gran modelo experimental.
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Introduccioén

El nematodo C. elegans es facil de manipular en el laboratorio, tiene un genoma
pequefio, una anatomia simple y esto lo convierte en un organismo modelo muy atractivo para
estudiar los mecanismos de accién de sus genes, su funcionamiento y regulacién. En este
organismo podemos estudiar preguntas tan diversas tales como: ;Cémo se forma un
organismo?, s Por qué envejecen los seres vivos?, Como funcionan las neuronas?, ;Cémo se
diferencia una célula?, ;Qué determina el comportamiento de un organismo? y muchas otras
mas.
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El surgimiento del C. elegans como un organismo modelo

En su carta dirigida a Max Perutz en 1963, Sydney Brenner (uno de los fundadores de la
Biologia Molecular) comenta que después del descubrimiento de la estructura del DNA, el sentia
que las preguntas clasicas mas interesantes de la Biologia Molecular ya habian sido o serian
contestadas muy pronto. El consideraba que la investigacién en esta area debia ser dirigida
hacia algo mas biolégico, como el estudio de los mecanismos genéticos y bioquimicos que
regulan el desarrollo de un organismo y el funcionamiento del sistema nervioso [1]. Para estudiar
el desarrollo, Brenner decidié elegir un animal pequefio en dénde pudiera hacer analisis
genéticos y bioquimicos y que presentara caracteristicas parecidas a los microorganismos que
se usaban en esa época. Las caracteristicas que debia presentar este organismo modelo eran:
ser multicelular, tener un ciclo de vida corto, facil crecimiento en el laboratorio y con una
numerosa descendencia para poder hacer estudios genéticos y estadisticos. Ademas, este
organismo modelo debia presentar un numero pequefio de células, que se diferenciaran en un
patréon constante, para poder conocer el destino celular de cada una de ellas. Brenner se
propuso trabajar con un nematodo pequefio, de tan solo 1 mm de largo, conocido como
Caenorhabditis elegans que es de vida libre y se alimenta principalmente de bacterias. Este
organismo que se encuentra principalmente en forma de hermafrodita, puede autofecundarse o
cruzarse por reproduccion sexual. Cada animal puede tener cerca de 200 embriones
transparentes que se desarrollan fuera de la madre y que pueden ser observados facilmente. El
ciclo de vida de estos animales es muy corto, con un periodo de embriogénesis que dura
aproximadamente 14 horas (Figura 1) y su crecimiento larvario que se completa en tan solo tres
dias. Cuando alcanza la madurez sexual tiene solo 959 células que estan organizadas en
epidermis, aparato digestivo, reproductor, nervioso y muscular (Figura 2). Brenner inicié sus
estudios identificando el destino celular de cada una de las células que componen a este
organismo durante la embriogénesis, con el propésito de obtener un linaje celular. También se
propuso aislar mutantes para hacer estudios genéticos. De este modo, Brenner y colaboradores
publicaron en 1974 el primer articulo sobre el estudio del C. elegans, en donde se describe como
cultivar a este organismo en el laboratorio, ademas de una coleccion de mutantes que sirven
hasta la fecha como marcadores genéticos [2]. John Sulston y Robert Horvitz, convencidos por
Brenner, se abocaron a la minuciosa tarea de observar en el microscopio cada una las divisiones
celulares que ocurren durante la embriogénesis del C. elegans (Figura 1) y determinar el linaje
celular de este organismo, el cual es el unico que se ha completado hassta el momento. En 1977
y 1983 Sulston, Horvitz y colaboradores publicaron dos articulos en donde reportan el linaje
celular del C. elegans durante la embriogénesis [3, 4]. En este trabajo, Sulston y Horvitz
describieron coémo cada una de las células de este nematodo tiene un destino distinto, es decir,
que puede diferenciarse en célula del aparato digestivo, en una neurona, en una célula germinal,
etc.

Estos autores se sorprendieron al observar que algunas de las células de este
organismo tenian como destino morir, y asi fue como se descubrié por primera vez la muerte
celular programada o apoptosis. Interesados en este fenémeno, Sulston y Horvitz realizaron una
serie de mutaciones con el fin de encontrar a los genes involucrados en la muerte celular
programada (Figura 3). Sus hallazgos fueron sorprendentes, ya que descubrieron a los genes
que participan en la apoptosis de cualquier organismo vivo incluyendo a los humanos [5]. Debido
a sus valiosas contribuciones en el campo de la Biologia del Desarrollo y la Apoptosis, en el
2002 Sydney Brenner, John Soulston y Robert Horvitz fueron galardonados con el Premio Nobel
de Medicina. ¢, Quién hubiera creido que estudiar el desarrollo de un organismo tan sencillo, y tan
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poco parecido a un ser humano, iba a conducir al descubrimiento de mecanismos basicos del
funcionamiento de los seres vivos?

Figura 1. Desarrollo embrionario del C. elegans. Los embriones son transparentes lo que
facilita su observaciéon y aqui se muestran en microscopia tipo Nomarski. Se muestran
embriones de una (A y B), dos (C), cuatro (D), siete (F) y aproximadamente 100 células (G).
En H se muestra a un embrién en gastrulacion y en | a un animal totalmente formado y a
punto de salir del huevo. En A y B se puede apreciar la migraciéon de nucleo paterno y
materno para fusionarse antes de llevarse a cabo la primera division. La embriogénesis se
completa en 14 horas.
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Figura 2. C. elegans adulto. Se puede apreciar la transparencia del animal y las estructuras
que lo componen.

Figura 3. Muerte celular programada en C. elegans. Durante la embriogénesis y la primera
etapa larvaria, 131 células mueren después de realizar su funcién. Las flechas blancas indican
células en apoptosis en la cabeza de una larva L1 (primera etapa larvaria de cuatro).

Actualmente conocemos la secuencia completa de su genoma y sabemos que para
formar a este pequefio organismo se requieren cerca de 19,000 genes. Ahora tenemos la
enorme e interesante labor de estudiar como es que estos genes funcionan y como es que se
relacionan entre ellos. Actualmente para responder estas preguntas, la comunidad de cientificos
que usan a C. elegans como organismo modelo, cuenta con numerosas herramientas que se
describen a continuacion.
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El nematodo C. elegans en la era de la Genémica

Hasta hace menos de cinco afios el enfoque clasico en la investigacion genética era
encontrar una mutante con un fenotipo interesante y tratar de encontrar el gen que estaba
afectado, lo cual implicaba varios afos de estudio. Ahora la ciencia esta avanzando rapidamente
gracias a que conocemos la secuencia completa de los genes de varios organismos y podemos
hacer “Genética Reversa”. ;En qué consiste esto? Bueno, ahora podemos comenzar por elegir
nuestro gen preferido de las secuencias genémicas disponibles, hacer una mutante dirigida,
estudiar su fenotipo, aislar genes que participan en la misma via y comenzar el ciclo de nuevo.
Todo esto se puede hacer a un ritmo acelerado gracias al desarrollo de nuevas tecnologias que
revisaremos en este apartado.

Mutagénesis e Interferencia de ARN (RNAi)

Ahora que conocemos la secuencia completa del genoma del C. elegans, una de las
prioridades de la comunidad cientifica, es mutar todos y cada uno de los genes de este
nematodo y determinar su repercusion en el desarrollo y sobrevivencia del organismo. En este
sentido se form6 un Consorcio para mutagenizar todos los genes del C. elegans que esta
formado por tres laboratorios independientes, localizados en EUA, Canada e Inglaterra. Hasta la
fecha se han generado mas de 200 mutantes y cada dia se estan obteniendo mas. La técnica
que se utiliza para aislar a las mutantes esta basada en la reaccién en cadena de la polimerasa o
PCR (Figura 4). Primero se genera una coleccion de animales mutagenizados con el compuesto
quimico (conocido como etil metano sulfanato, EMS) (Figura 4A). Estos animales se separan en
dos grupos (Figura 4B); una parte sirve para preservar a los animales y la otra para extraer al
DNA que sera utilizado en la reacciones de PCR. Para localizar a los genes se disefian
secuencias de DNA que flanquean cada gen y que se utilizan en la reaccion de PCR (Figura 4C).
El quimico utilizado para producir a las mutantes, fragmenta los genes al azar de tal forma que,
cuando se realiza la reaccion de PCR se pueden identificar los genes mutados porque ahora son
mas pequenos que el original (Figura 4D). Una vez identificada la poblacion de animales
mutados, se crece a los animales vivos que se guardaron y se separan en poblaciones mas
pequefas con las cuales se repite el procedimiento (Figura 4E). De tal forma que la poblacion de
animales portadora de la mutacion se va separando hasta aislar el animal que tiene mutado el
gen que se busca. Una vez aislada la mutacion (Figura 4F) se puede estudiar su fenotipo por
medio de microscopia y realizando pruebas especificas para el tipo de mutacion.

Otra manera de estudiar el fenotipo causado por la alteracion de un gen es conocido
como interferencia de ARN o RNAI (por sus siglas en inglés). Esta técnica se basa en el reciente
descubrimiento de que en los organismos vivos, se puede apagar la expresién de un gen
especifico en respuesta a la introduccion a la célula de su propio ARN [6]. EI ARN tiene que estar
en forma de una cadena doble y complementaria al gen que se desee estudiar. La cadena de
ARN doble (Figura 5A), se introduce al animal por medio de inyecciones (Figura 5B). Al entrar a
la célula, este ARN es degradado en moléculas de RNA de aproximadamente 21 nucledtidos
que, mediante un mecanismo aun desconocido, apagan la expresién uUnicamente del gen en
estudio (Figura 5C). El silenciamiento en la expresién de este gen es transitorio y solo puede
observarse por una o dos generaciones, tiempo suficiente para estudiar el fenotipo. Este
mecanismo de silenciamiento de genes que fue descubierto en el C. elegans y ahora se sabe
que esta conservado en varios organismos, y podria ser utilizado como un mecanismo de terapia
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geénica en el futuro. Es decir, si sabemos que en cierta enfermedad existe un aumento en la
expresion de un gen especifico y conocemos su identidad, podriamos apagar su expresion
por medio de inyecciones de ARN de doble cadena y curar asi la enfermedad.

cemd COmpuesto
T quimico
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1 o =P cxtraer ADN
* cultivo
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Figura 4. Aislamiento de mutantes en C. elegans. Un compuesto quimico que provoca
deleciones en el genoma es utilizado para aislar mutantes de este organismo. Las mutaciones
son identificadas mediante PCR. Un producto de PCR de menor peso molecular del esperado
indica que hubo una delecién en el gen. Los pasos del procedimiento son: A) Mutagénesis. B)
Separacion de la muestra en: cultivos para preservar a los animales y muestras para extraer
DNA. C) reaccion de PCR. D) Las muestras de PCR se separan en una electroforesis y se
visualiza la mutante (carril 5a). E) Se repite el procedimiento hasta aislar la mutante (F).

Una vez que se hace RNAI del gen que se desea, el procedimiento para estudiar el
fenotipo causado por la falta de expresion del gen es el mismo que se sigue en mutantes. La
ventaja de este método es que es relativamente rapido y en tres dias (tiempo de generacion del
C. elegans) podemos conocer el resultado. Los grupos de Julie Ahringer y Tomy Iman, de
manera independiente, han llevado a cabo un andlisis sistematico de RNAi y han apagado la
expresion de 4590 genes que se encuentran en los cromosoma | y lll, respectivamente [7, 8].
Estos estudios se han realizado en gran escala gracias a otra ventaja del C. elegans. El ARN de
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doble cadena también puede ser producido dentro de una bacteria, que es lo que come C.
elegans, asi que si los animales son alimentados con bacterias que estan produciendo ARN de
doble cadena, el efecto de RNAIi puede ser también observado. Actualmente existen bibliotecas
de bacterias que producen ARN de doble cadena de todos y cada uno de los genes del C.
elegans, de tal suerte que podemos buscar un fenotipo especifico usando esta herramienta. Mas
grupos en el mundo estan actualmente llevando a cabo ensayos de este estilo, con la idea de
apagar la expresion de todos los genes del C. elegans y estudiar su fenotipo.

in vitro:
ARN de doble cadena
a partir de ADN

ingerido

en la
ceélula

corte

pérdida de
expresion

Figura 5. Interferencia de RNA (RNAI). La introduccion de RNA de cadena doble al C. elegans
provoca la pérdida especifica y de manera transitoria. A) Hibridacion tipo Northern Blot, B)
Hibridacion tipo in situ'y C) Fusion con la proteina verde fluorescente.
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Expresion genética

Para estudiar la expresion de un gen se pueden utilizar el método clasico de
hibridizacion tipo Northern Blot (Figura 6A), en donde se extrae ARN del individuo y se visualiza
en un gel usando una sonda radioactiva. Otra técnica se conoce como hibridizacién in situ
(Figura 6B) y consiste en fijar la muestra y utilizar una sonda marcada con un colorante para
revelar la localizacion del ARN en el organismo. En Japoén, en el laboratorio de Dr. Yuji Kohara,
se ha utilizado la técnica de hibridizacion in situ y actualmente se conoce el patrén de expresion
de cerca de 500 genes y esa informacion esta disponible para todo el publico.

*Northern B) Insitu C) Fusion
Blot | con GFP

Animales
fijados PRO X M GFP

Inyectar

emb adult

Sonda

marcada
*

* Sonda I

radiactiva ‘ animal
| fluorescente
*

emb adultos

Figura 6. Estudios de expresion genética. Para estudiar la expresion de un gen se puede
realizar cualquiera de las siguientes técnicas. A) Hibridizacion tipo Northern Blot. B)
Hibridizacion in situ y C) Fusiones con una proteina reportera.
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Recientemente, se ha incorporado una nueva técnica en la que se puede observar la
localizacion de una proteina en un animal vivo. Esto se hace por medio de introducir en el animal
la fusion de la proteina de interés con otra proteina, esta ultima proveniente de medusas de mair,
que emite una fluorescencia de color verde (Figura 6C).

Para saber qué genes se expresan en un tejido particular o en una condiciéon metabdlica
especial, se pueden utilizar microarreglos de ADN (Figura 7). (En este volumen se puede revisar
un articulo que trata a profundidad el tea de los microarreglos de DNA, escrito por J. Ramirez y
cols). Gracias a que conocemos la secuencia genomica del C. elegans se pueden poner todos
los genes del organismo en una laminilla especial y arreglados de tal forma que sabemos la
identidad de cada uno de ellos (Figura 7A). Esta laminilla es incubada con una muestra de ADN
complementario (ARN que fue transferido a su secuencia correspondiente de ADN en el
laboratorio) proveniente de la condicion que deseamos conocer (Figura 7B) y por medio del
analisis computacional de la fluorescencia asociada a la expresion de los genes podemos saber
qué genes se expresan en ese tejido o condicion fisioldgica (Figura 7C). Los microarreglos han
sido utilizados de una manera exitosa y un ejemplo de ello es que se ha encontrado que 2171
genes del C. elegans son los responsables de las diferencias entre un animal hermafrodita y un
macho [9]. En otro estudio se observé que cerca de 1416 genes son necesarios para formar la
gonada de este organismo, de los cuales 650 se utilizan para formar a los espermatozoides y
250 se especializan en formar ovocitos [10]. Actualmente se estima que en el mundo se estan
llevando a cabo cerca de mil ensayos de microarreglos que incluyen estudios de genes
involucrados con el envejecimiento, el desarrollo neuronal, la formaciéon y funcionamiento del
musculo, etc.

Interacciones entre proteinas

Para estudiar interacciones entre cualquier proteina se puede utilizar el sistema de “Dos
hibridos” (Figura 8). Este método se basa en las propiedades de la proteina Gal4 de levadura.
Una parte de esta proteina se activa en respuesta a condiciones especiales y permite que la otra
parte de ella pueda unirse a una secuencia especifica de ADN. Para realizar el ensayo, el gen
Gal4 se divide en dos pedazos, la parte que codifica para la activacién de Gal4 se fusiona a la
proteina de interés, mientras que la parte de unién a ADN se fusiona a una biblioteca de genes
que codifican para todas las proteinas del gusano (Figura 8A). Estas dos fusiones se
transforman en las levaduras y se espera que cuando la proteina de interés se una a otra
proteina, la secuencia de Gal4 sea “reconstituida” y ahora pueda hacer su funcién (Figura 8B).
Gal4 “reconstituida” activa la expresion de un gen reportero que tifie de azul a las levaduras y de
esta forma podemos identificar interacciones entre la proteina de interés y una proteina
desconocida. Una vez identificada una interaccion positiva, la fusién se extrae de la levadura
para determinar su identidad. Con el uso de este método se pueden aislar proteinas que
funcionan en la misma via del gen de interés y esto nos ayuda a conocer la funcién del mismo.
Actualmente el grupo de Marc Vidal en Boston, EUA, esta descifrando la interaccion de todas y
cada una de las proteinas del C. elegans utilizando esta técnica
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Figura 7. Microarreglos de ADN. Otra forma de estudiar la expresion genética es haciendo
microarreglos de ADN. En A se muestra como se coloca el ADN en una laminilla. En B se
trata una poblacién de animales y un control que se utilizan para hacer la hibridacion del ADN
adherido a la laminilla y los resultados se observan por fluorescencia (C).
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Figura 8. Interaccion entre proteinas. La proteina de interés se une al dominio de activacion
de Gal4 de levadura mientras que una biblioteca de DNA complementario se fusiona al
dominio de unién a ADN de Gal4 (A). Estas fusiones se transforman en levadura (B) y cuando
la proteina de interés se une a una proteina desconocida, la proteina Gal4 es reconstituida y
se activa la transcripcion de un gen reportero que nos permite visualizar esta interaccion.
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RESUMEN

Estudios recientes que combinan experimentos psicofisicos y neurofisiologicos del
comportamiento de monos, han revelado nuevos aspectos de la participacion de multiples areas
de la corteza cerebral, en la resolucion de una tarea de discriminacion de estimulos vibrotactiles.
En particular, estos estudios han explorado cémo los cdédigos neurales se relacionan con la
percepcion, la memoria de trabajo y la toma de decisiones. La corteza somatosensorial primaria
provee de informacion sensorial a regiones mas centrales de la corteza cerebral; donde se
combinan la informacion sensorial retenida en la memoria de trabajo con la informacién sensorial
reciente, de tal manera que una comparacion entre ellas se encamina hacia una decision. Al
parecer, éste es un proceso ampliamente distribuido que avanza en forma continua por un
espectro sensoriomotor.
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INTRODUCCION

El problema de la codificacién neural ha estimulado numerosas investigaciones en
neurofisiologia. La creencia que subyace a estos trabajos, es que el entendimiento de las
representaciones neurales de los estimulos sensoriales en las etapas tempranas del
procesamiento, es una de las claves para entender la percepcién sensorial. Las investigaciones
sobre este problema, han mostrado cémo la actividad neural representa los parametros fisicos
de los estimulos sensoriales, tanto en la periferia como en las areas sensoriales primarias de la
corteza cerebral. Estos hallazgos han preparado el camino para nuevas interrogantes, mas bien
relacionadas con el procesamiento cognoscitivo. Por ejemplo, ¢;como se relacionan las
representaciones neurales de los estimulos sensoriales con la toma de decisiones? Para
entender la dindmica neuronal de la toma de decisiones, necesitamos conocer, primero, cOmo se
codifican los atributos fisicos de los estimulos sensoriales en que se basa la decision; éste es un
eslabon crucial. Uno de los principales retos de este estudio, sin embargo, es que incluso las
tareas cognoscitivas mas simples, involucran multiples regiones de la corteza cerebral, cada una
de las cuales quiza proporcione informacion sensorial de manera distinta, o se combine con otros
tipos de sefales almacenadas que representan, digamos, experiencias del pasado o acciones
futuras. Los estudios recientes que combinan experimentos psicofisicos y neurofisioldgicos de la
conducta de monos han arrojado nuevos datos sobre este problema. En particular, hemos
explorado coémo los codigos neurales se relacionan con la percepcion y la toma de decisiones en
el sistema somatosensorial. Nuestro trabajo ha consistido en estudiar una tarea cognoscitiva no
trivial (la discriminacién sensorial) usando estimulos muy simplificados que permiten examinar la
actividad neural de diversas areas de la corteza cerebral durante un mismo acto conductual. La
propuesta es que si podemos identificar la codificacion de los estimulos sensoriales, entonces la
determinacioén de los papeles funcionales propios de estas areas debe ser menos dificil.

CONDICIONES OPTIMAS PARA EXPLORAR LOS CODIGOS NEURALES

En la actualidad, son relativamente comunes los experimentos que combinan registros
neurofisiolégicos con mediciones psicofisicas. Mountcastle y sus colaboradores fueron pioneros
en esta investigacion cuando hicieron una serie de importantes observaciones en una
submodalidad sensorial conocida como la sensacién de flutter (1, 2, 3). La sensacion de flutter
es producida cuando un sujeto toca un objeto que vibra a una frecuencia entre aproximadamente
5y 50 Hz. Mountcastle y colaboradores mostraron que esta vibracién es mediada principalmente
por los mecanoreceptores cutaneos de adaptaciéon rapida (AR) (1, 3). Encontraron que los
humanos y los monos tienen la misma capacidad para detectar y discriminar las frecuencias de
las vibraciones mecanicas que se aplican a sus manos (3, 4, 5). También intentaron determinar
coémo se relaciona la actividad neural desencadenada por el estimulo vibratorio con el
desempefio psicofisico (3, 5). En la tarea de discriminacion (5), los animales tenian que reportar
si la frecuencia de un estimulo de comparaciéon era mas baja o mas alta que la de un estimulo
base aplicado unos segundos antes (Figura 1).

En principio, esta tarea puede conceptualizarse como una cadena de operaciones
neurales o de pasos cognoscitivos: codificar la frecuencia del primer estimulo, conservarla en la
memoria de trabajo, codificar la segunda frecuencia, compararla con la huella en la memoria de
trabajo que dejo el primero, y comunicar el resultado de la comparacién al aparato motor. Como
un modelo del procesamiento sensorial en el cerebro, la tarea vibrotactil tiene varias ventajas (6):
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no solo actuan de manera parecida los humanos y los monos, sino los elementos que se desean
comparar se extienden en el tiempo y siempre activan la misma, bien definida, poblaciéon de
receptores primarios (2, 3, 7, 8, 9), de modo que se elimina en buena medida el analisis de las
variaciones espaciales. Aunque sin duda, la integracion espacial-temporal de la informacion tactil
es un problema interesante (10, 11, 12), complica considerablemente los cddigos neurales (13,
14, 15, 16) sin necesariamente afiadir algun elemento esencial a la memoria o a los pasos de la
toma de decisiones de un proceso de discriminacion. Sin embargo, para que la tarea vibrotactil
sea un modelo Uutil es esencial que ésta genere una secuencia confiable de eventos
cognoscitivos como el que acabamos de mencionar. ; COmo sabemos que esto es cierto?
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Figura 1. La tarea de discriminacion vibrotactil. a, b, La secuencia de eventos durante los ensayos
de discriminacion. Se baja la punta de prueba hasta presionar la yema del dedo de un digito de la
mano a la que se restringe el movimiento; el mono coloca su mano libre sobre un sensor
inamovible (a, linea roja; KD); la punta de prueba oscila verticalmente a la frecuencia de
estimulacion base (f1); después de un lapso de tiempo entre f1 y f2, se aplica una segunda
vibracién mecanica a la frecuencia de comparacion (f2); el mono suelta el sensor (b; linea roja KU)
y presiona el botén medial o lateral (b, linea roja; PB) para indicar si la frecuencia de comparacion
fue mas baja o mas alta que la de base. c, Los conjuntos de estimulos usados en las sesiones.
Cada caja indica un par de frecuencias de base/comparacién, con numeros en su interior que
indican el porcentaje general de discriminaciones correctas. Se usaron los conjuntos de estimulos
mostrados para determinar los umbrales de discriminacion (izquierda), para estudiar la memoria de
trabajo (centro), y los procesos de comparacién (derecha) durante la tarea. A menudo se usaron
los tres conjuntos durante la sesién.
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Un paso crucial consiste en escudrifiar el aspecto psicofisico (17). Es importante notar
que en el paradigma original, la frecuencia base no varié de un ensayo a otro durante una misma
serie de ensayos (5). Cuando volvimos a estudiar la tarea de discriminacion vibrotactil,
encontramos que el paradigma era ambiguo: cuando se mantiene constante la frecuencia del
estimulo base, se puede resolver la tarea al comparar los dos estimulos, o bien al clasificar el
segundo estimulo como “alto” o “bajo”, sin referencia alguna al estimulo base. ;Qué fue, en
efecto, lo que los monos hacian? Al mantener la frecuencia base constante por largas series de
ensayos, como se hizo originalmente, los umbrales de discriminacion medidos fueron parecidos
a los que se habian reportado anteriormente. Si los monos realmente estaban discriminando la
diferencia de frecuencia entre los dos estimulos, entonces también serian capaces de hacerlo
aunque se cambiara la frecuencia base de un ensayo a otro. Empero, esto no fue el caso, pues
su desempeno cayo al nivel del azar (18). Parecia que los monos prestaban atencién sélo al
segundo estimulo, el cual clasificaban como bajo o alto con respecto a un referente interno,
quiza la frecuencia base utilizada durante el periodo de entrenamiento. Para probar esta
posibilidad, en series de ensayos por separado, el estimulo base fue eliminado y en cada ensayo
se aplicd un solo estimulo. En esta nueva condiciéon (18), se premiaba a los monos cuando
clasificaban correctamente la frecuencia del estimulo por estar mas baja o0 mas alta que una
referencia arbitraria (20, 30 o 40 Hz), la cual se mantuvo constante durante la sesion de
discriminacion. Los monos tuvieron que determinar la referencia usando el método de ensayo y
error, pero aprendieron esta tarea rapidamente, y las curvas psicométricas tomadas en estas
circunstancias (18) resultaron casi idénticas a las que se midieron durante la tarea de
discriminacion “clasica”.

Para estudiar la discriminacion, los monos fueron re-entrenados utilizando multiples
pares de frecuencias de base y de comparacion (18). La clave consistié en variar la frecuencia
base en cada ensayo, pero de tal manera que cada una podia ser seguida por una frecuencia de
comparaciéon mas alta o mas baja (Figura 1c). Asi, los sujetos fueron obligados a comparar las
dos frecuencias. Después del re-entrenamiento, que durd varios meses, el desempefio en esta
situacion resulté similar al de la tarea de discriminacion “clasica”. Con base en estos resultados,
parece casi seguro que los animales realmente aprendieron a discriminar entre las frecuencias
durante una serie de ensayos.

La leccién aqui es que, aunque los monos quiza aprenden a discriminar, también son
capaces de desarrollar estrategias alternativas para resolver una tarea (19). En particular, en la
tarea de discriminacion vibrotactil disefiada por Mountcastle y colaboradores (5), los monos
tienden a no comparar los dos estimulos en cada ensayo. En su lugar, clasifican el segundo
estimulo, posiblemente después de establecer los limites de cada categoria en los primeros
ensayos de la serie (18). Cuando suponemos que los animales estan discriminando, no debemos
subestimar este problema, independientemente de la modalidad sensorial (20, 21).

Aunque ésta parezca una observacion sencilla, quiza refleje los efectos de mecanismos
fundamentalmente diferentes. Consideremos, por ejemplo, una tarea que incluye variaciones en
un solo elemento durante varios ensayos. Para identificar o clasificar un estimulo sensorial, es
preciso compararlo con un referente almacenado en la memoria de largo plazo. Sin embargo, no
esta claro como el proceso de comparacién podria estudiarse en esta situacion. ;Cémo se
recupera la informacién guardada en la memoria de largo plazo para poderla comparar con un
evento sensorial? ;Dénde se almacena esta informacion, y como difiere de la actividad original
evocada sensorialmente? En contraste, en las tareas de discriminacion en que se aplican los dos
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estimulos secuencialmente en cada ensayo, se hace una comparacion con la huella dejada en la
memoria de corto plazo por el primer estimulo. Esto significa que si podemos identificar la
correlacion neural del componente de la memoria de trabajo, podria ser estudiado la
comparacion o los mecanismos de la toma de decisiones subyacentes al desempefio de la tarea.
En efecto, dicha correlacion neural ha sido reportada recientemente (22). Antes de entrar en esta
materia, empero, primero debemos discutir como se codifican los estimulos vibrotactiles.

CODIFICACION NEURAL DE LOS ESTIMULOS VIBROTACTILES

¢ Cémo se representa neuronalmente la frecuencia de los estimulos vibrotactiles? ¢ Es la
actividad neural desencadenada por estos estimulos, la que transmite la informacién sobre su
frecuencia?, ;Reflejan las fluctuaciones en estos cddigos neurales fluctuaciones en el
comportamiento? Estas interrogantes han provocado una discusién concerniente a la funcion de
la frecuencia de disparo de las neuronas, como una forma de codificacion de la informacién
sensorial; un tema amplio que se debate intensamente en el contexto de varios sistemas
sensoriales (23, 24, 25). Los primeros trabajos (1, 2, 3) mostraron que al estimular las fibras
nerviosas aferentes primarias AR mediante trenes de estimulos vibrotactiles, habia cierta
probabilidad de que dispararan en cada ciclo y que cuando lo hacian, el pico de actividad
evocado ocurriera en una fase de la onda senoidal. Esto sucede con un alto grado de precision,
del orden de una milésima de segundo. En general, las poblaciones de aferentes primarias son
capaces de representar complejos patrones espacio-temporales con una alta fidelidad (26, 27).
También se mostrd, que a diferencia de las respuestas de otras fibras que son activadas
mediante frecuencias mas altas, el indice de disparo de los receptores AR —es decir, la cantidad
promedio de potenciales de accion evocada durante un nimero de ciclos determinado— mostré
poca modulacion en funcién de la frecuencia del estimulo. Esto condujo a la idea de que, debido
a que el indice de disparo no llevaba informacién sobre la frecuencia, alguna estructura mas
central tendria que extraer dicha informacion mediante la lectura de los intervalos entre los
disparos de las aferentes. La posibilidad de que las neuronas de la corteza cerebral fueran
sensibles a pequefias diferencias de tiempo entre los intervalos de disparo era muy atractiva (2,
28, 29). Trabajos tedricos han indicado su factibilidad. Experimentos adicionales sugirieron que
el supuesto mecanismo sensible al tiempo entre los intervalos de disparo debié ubicarse en
algun sitio mas central que la corteza somatosensorial primaria (S1), ya que en esta area, las
caracteristicas de las neuronas activadas por la vibracién eran parecidas a las de las aferentes
primarias: es decir, de adaptacién rapida con poca modulacién del indice de disparo como una
funcién de la frecuencia y, aunque sus disparos no estaban tan claramente relacionados con la
fase del estimulo como los de la periferia, ain mostraba un alto grado de exactitud temporal (2,
28, 29). Se puede apreciar esto en la Figura 2a.

A pesar de algunas observaciones (7), estos resultados permanecieron algunos afios sin
ser cuestionados. Sin embargo, trabajos mas recientes (30) han mostrado que variaciones en el
indice de disparo si ocurren al nivel de S1 durante la tarea de discriminaciéon de estimulos
vibrotactiles, y que transmiten informacién sobre la frecuencia del estimulo. Esto es lo que
sabemos.
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Figura 2. La comparacion entre la actividad de las neuronas de la corteza somatosensorial
primaria (S1) y el desempefio psicofisico. a, d, g, Respuestas de tres neuronas del area 1 de
S1 registradas durante la discriminacion. Cada linea representa un ensayo y cada punto un
potencial de accién. Los ensayos fueron aplicados al azar. Las lineas verdes indican los
periodos de estimulacion; indicando la primera (f1) y segunda (f2) frecuencia de estimulacion.
a, Respuestas que muestran poca modulacidon del indice de frecuencia de disparo, pero
reflejan fielmente la periodicidad de los estimulos. d, Respuestas que reflejan un fuerte
modulacién del indice de disparo, pero poca capacidad para replicar la regularidad de los
estimulos periddicos. g, Respuestas a los estimulos aperiddicos. b, e, h, Las curvas
psicométricas y neurométricas. El eje ‘y’ representa el porcentaje de ensayos donde se indico
que f2 era mayor que f1, cuando f1 era de 20 Hz. Los circulos abiertos y las curvas grises
corresponden al desempefio del mono. Los circulos rellenos y las curvas negras indican el
desempefio de un observador ideal que basaba sus decisiones en las respuestas de una sola
neurona. Las lineas continuas son ajustes sigmoidales a los datos; el umbral de
discriminacién es inversamente proporcional a la inclinacion maxima de la curva. b, El
desempefio del observador ideal basado en la periodicidad de la neurona en a. e, h, El
desempefio del observador ideal basado en los indices de disparo de las neuronas en d y g,
respectivamente. ¢, f, g, El nimero de neuronas S1 que tienen las proporciones de umbral
indicadas. En ¢ y f, los umbrales neurométricos basados en la periodicidad del tren de
espigas (barras amarillas) fueron mucho mas pequefos que los que se basaron en la
modulacion promedio del indice de disparo (barras rojas) correspondientes a los umbrales
conductuales. i, Las proporciones de umbral basadas en los indices promedio de disparo
evocados por los estimulos aperiddicos (barras azul cian) fueron parecidas a las que se
obtuvieron con los estimulos periédicos (barras abiertas). (Reproducido de 42).
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Primero, scémo cambian los indices de disparo de las neuronas de S1 durante la
discriminacion vibrotactil?. En el rango de discriminacion (5-50 Hz), las respuestas promedio de
disparo incrementan monétonamente de acuerdo con la frecuencia del estimulo (30), y pueden
ser descritas razonablemente bien como funciones lineales. Por ejemplo, durante el primer
periodo de estimulacion, el indice de disparo = a1 x f1 + b, donde 1 es la frecuencia base y b y
a1l son constantes. El coeficiente a1 representa la pendiente de la funcién indice de disparo-vs-
frecuencia, y mide que tan fuertemente una neurona varia su frecuencia de disparo en funcién de
los cambios de la frecuencia del estimulo. En S1, la gran mayoria de los gradientes son
positivos, y muchas se aproximan a cero (30). Esto significa que los indices de disparo de las
neuronas de S1 normalmente aumentan cuando se incrementa la frecuencia del estimulo (28, 5,
29), y que solo una fraccién de todas las neuronas que responden muestran una pronunciada
modulacién de frecuencia. Esto quiza explique por qué estudios anteriores, basados en muestras
pequefas o con un limitado rango de frecuencia, no detectaron variaciones significativas en el
indice de disparo de las neuronas de S1. La Figura 5a muestra las distribuciones de los
gradientes derivadas de las respuestas de las neuronas de S1; los dos valores —al y a2—
indican qué tan fuertemente las neuronas son moduladas en su frecuencia de disparo por las
frecuencias base y comparacion, respectivamente (véase el pie de figura). Para tener una idea
de la fuerza de la modulacion, un valor de 1 (muy tipico) significa que el indice de disparo de la
neurona aumenta en 1 unidad el potencial de accién por un incremento de la frecuencia de 1 Hz.

Segundo, ;cémo cambian los indices de disparo de las neuronas localizadas
centralmente a S1? En la Figura 5a, la actividad en S1 es facil de interpretar: las neuronas
responden a f1 durante el primer periodo de estimulacion y a f2 en el segundo periodo de
estimulacién (30, 31). Empero, las areas mas centrales muestran patrones mas complejos
(véase abajo). Variaciones parecidas en el indice de disparo también son observadas en las
neuronas del area somatosensorial secundaria (S2), la cual recibe proyecciones directas desde
S1 (32, 33, 34). Sin embargo, hay algunas diferencias entre la actividad de las neuronas de S1y
de S2. Respecto del cédigo neural de frecuencia, sobresalen dos de ellas. Primero, casi la mitad
de las neuronas en S2 (cerca del 40%) tienen gradientes negativos (Figura 5b). Estas unidades
reducen sus indices de disparo como funcion de los incrementos en la frecuencia de
estimulaciéon, con una dependencia que es, una vez mas, aproximadamente lineal (30, 31).
Todas las areas centrales a S1 que se han examinado hasta ahora y que son activadas durante
la discriminacién vibrotactil muestran respuestas mondétonas parecidas y con proporciones
similares de neuronas que muestran gradientes positivos y negativos (22, 30, 31, 35). La Figura
4c muestra las respuestas de una neurona de S2 que reaccioné con mayor intensidad a las
frecuencias bajas del estimulo. Es interesante hacer notar que se han observado en S2
poblaciones de neuronas con gradientes positivas y negativas en trabajos donde se utilizaron
otros estimulos tactiles. En estos trabajos, también se encontraron neuronas en S1 con
gradientes negativos (36, 37). La segunda diferencia importante entre S1 y las areas
subsiguientes, es que estas Ultimas muestran sélo huellas minimas de actividad periédica —o
quiza nada— a pesar de la periodicidad del estimulo y de las descargas periédicas evocadas en
S1 (22, 30, 31, 35).

Tercero, ¢hay alguna indicacion de que las modulaciones del indice de disparo de las
neuronas de S1, estén relacionadas directamente con la conducta? Hay tres lineas de evidencia
que apoyan una representacion del indice de disparo promedio. Por una parte, detectamos
covariaciones significativas entre las respuestas neuronales y psicofisicas en pruebas sencillas
(30), que son consistentes con los estudios en la modalidad visual (38). Esto quiere decir que la
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actividad de algunas neuronas de S1 predecia de manera significativa si el mono discriminaria
correctamente o incorrectamente en un ensayo. Se observaron covariaciones semejantes pero
mas pronunciadas también en S2 (30, 31). En contraste, no se encontré ninguna asociacion de
este tipo entre el tiempo de los intervalos de los disparos —cuantificado de varias maneras— vy la
conducta (30). En otras palabras, aunque los intervalos entre los disparos evocados (0, mas
preciso, sus fases en un ciclo senoidal), también fluctuaron de un ensayo a otro, estas
variaciones no predecian la conducta del mono. Esto sugiere que el niumero total de disparos de
potenciales de accién por una neurona de S1 durante el periodo de estimulacién es mas
importante que el tiempo exacto en que se disparan los potenciales de accion.

Otra manera de comparar la conducta de un sujeto con la actividad de una neurona
consiste en construir una curva neurométrica (39, 40, 41, 42) la cual refleja la conducta
psicofisica de un observador ideal que ejecuta la tarea discriminatoria s6lo con base en las
respuestas a la neurona seleccionada. Este observador ideal utiliza una estrategia 6ptima para
generar sus decisiones, de tal manera que la conducta concreta de un sujeto pueda compararse
con la mejor conducta posible con base a la actividad de una sola célula. Las curvas
neurométricas pueden construirse a partir de cualquier cantidad considerada como una
respuesta (42). Nuestro analisis consistié en calcular dos tipos de curvas neurométricas; una
basada en el indice de disparo y otra en la periodicidad (o la diferencia de fase entre los
intervalos de los potenciales de accién evocados) de una neurona. Ejemplos de estas curvas son
mostrados en las Figuras 2b y 2e. Lo que encontramos fue que las curvas neurométricas
basadas en el indice de disparo tipicamente correspondieron a los datos conductuales o
psicométricos, mientras que las curvas basadas en la periodicidad no; estas ultimas tipicamente
predecian un desempefio mucho mas exacto (Figs. 2c, 2f). Esto confirma que, en efecto, el
tiempo entre los intervalos de los potenciales de accién de las neuronas de S1 es muy preciso,
pero sugiere que esta regularidad no es aprovechada por los circuitos de la corteza, o al menos
no en un grado que se aproxima a su plena capacidad. Se llegé a esta misma conclusiéon
mediante un analisis empleando la teoria de la informacién (30). Finalmente, otra observacion
adicional también sugiere que las neuronas codifican la frecuencia del estimulo en los indices de
disparo. Se basé esta observacion en el uso de estimulos aperiédicos, que no generan intervalos
regulares entre los potenciales de accién (43, 30). La Figura 2g muestra un ejemplo de los trenes
de potenciales de accidn evocadas en estas condiciones. Alli, el estimulo consiste en una serie
de pulsos mecanicos separados por intervalos al azar, y se define la frecuencia de estimulo
como un promedio, basado en el niumero total de pulsos aplicados durante un lapso fijo de
tiempo de estimulacion. Aunque esta manipulacion eliminé toda regularidad en el tiempo de los
intervalos entre los potenciales de accién entre un ensayo y el siguiente, los monos fueron
capaces de adaptarse a estos estimulos muy rapidamente, ya que después de unas cuantas
pruebas su desempefo alcanzé el mismo nivel de consistencia que con las vibraciones
periodicas; un resultado considerado notable. Ademas, tanto los estimulos periédicos como los
aperiodicos suscitaron practicamente las mismas modulaciones en el indice de disparo y (30),
por consiguiente, las correspondientes curvas neurométricas también resultaron parecidas (Figs.
2e, 2h). Lo anterior es consistente con la idea de que en ambos casos la frecuencia del estimulo
es codificada mediante un cédigo de indice de disparo promedio.

En resumen, los indices de disparo que varian como funciones de la frecuencia del
estimulo son detectados en varias areas que son activadas durante la tarea —en particular, en
S1— y hay evidencia de que estas variaciones en el indice de disparo tienen un impacto
significativo en la conducta. Esta claro que el cerebro debe poder extraer al menos alguna

176



Romo
|

informacion del tiempo tan preciso de los disparos de las neuronas de S1 evocados en la tarea.
Por ejemplo, los humanos pueden distinguir facilmente entre estimulos periédicos y aperiddicos.
Sin embargo, no encontramos ninguna pista de que la periodicidad encontrada en S1 contribuya
a la discriminacion de frecuencia, aunque es dificil descartar esta posibilidad totalmente.

LA BUSQUEDA DE UNA RELACION CAUSAL ENTRE LA ACTIVIDAD NEURONAL Y LA
PERCEPCION

¢, Coémo podemos estar seguros que la actividad registrada en alguna area de la corteza
esta realmente relacionada con la percepcién y el comportamiento? La estimulacion intracortical
constituye una técnica poderosa, capaz de establecer un vinculo causal —y no sélo una
correlacion— entre la actividad de poblaciones de neuronas y las funciones cognoscitivas (44,
45, 43, 46, 47). Para la discriminacion vibrotactil, esta estrategia ha producido la evidencia mas
convincente de que todos los procesos cognoscitivos de la tarea quiza sean desencadenados
directamente por la activacion de las neuronas AR de S1, ademas de permitirnos explorar
cuestiones relacionadas al codigo neural de los estimulos vibratorios.

La Figura 3 resume los resultados de varios experimentos con microestimulacion
eléctrica (43, 46, 48). Al principio, la idea era variar solo el estimulo de comparacién (Figs. 3a,
3b). Primero, los monos aprendieron a discriminar las frecuencias de dos vibraciones senoidales
aplicadas sucesivamente a las yemas de sus dedos. Una vez que dominaban esta tarea, se
tomaron registros neurofisiolégicos en S1 que permitieron identificar agrupaciones de neuronas
AR. La microestimulacion se extiende sobre un area de la corteza y activa muchas unidades
adyacentes (49). Entonces, una clave para el éxito de los experimentos con microestimulacion
consiste en ubicar el microelectrodo en el centro de una agrupacion de neuronas funcionalmente
homogéneas. Afortunadamente, el area 3b de S1 esta organizada en médulos de neuronas —o
columnas— con propiedades similares (50, 51, 52, 53). Asi, tras identificar un conjunto de
neuronas AR, el estimulo de comparacion fue substituido por la microestimulacion en la mitad de
los ensayos (Fig. 3a). Los estimulos artificiales consistentes en pulsos periédicos fueron
aplicados con las mismas frecuencias de comparacion como con los estimulos mecanicos. Los
sitios de microestimulacion en S1 fueron seleccionados de tal manea que tuvieran neuronas AR
con campos receptores en la yema donde la estimulacion mecanica es aplicada. De manera
notable, los monos discriminaron las sefales mecanicas (de base) y eléctricas (de comparacion)
con perfiles de desempefio indistinguibles de los que se obtuvieron soélo con estimulos naturales
(Fig. 3a). Entonces, es probable que las sensaciones inducidas artificialmente fueron muy
parecidas a las inducidas por los estimulos vibratorios (43).
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Figura 3. El desempeiio psicofisico en la discriminacién de frecuencia con estimulos mecanicos naturales
aplicados sobre la yema de un dedo, y con estimulos eléctricos artificiales aplicados directamente a las
neuronas de S1. Primero, se entrenaron a los monos a comparar dos estimulos mecanicos presentados
secuencialmente en las yemas de sus dedos (Fig. 1). Luego, algunos de los estimulos mecanicos fueron
reemplazados por trenes de descargas eléctricas microinyectadas en agrupaciones de neuronas AR en el
area 3b de S1. Cada descarga consistié en dos pulsos de corriente bifasica (lineas verdes). Las descargas
aplicadas fueron de las mismas frecuencias de comparacion de los estimulos naturales (lineas negras). En
la mitad de los ensayos, los monos compararon dos vibraciones mecanicas aplicadas en la piel; en la otra
mitad uno de los estimulos, o ambos, fueron reemplazados por microestimulacion. Los dos tipos de
ensayos fueron intercalados, y las frecuencias siempre cambiaron de un ensayo a otro. Los diagramas del
lado izquierdo muestran los cuatro protocolos usados. Las curvas en el lado derecho muestran el
desempefio de los animales para las situaciones ilustradas en el lado izquierdo. Los circulos rellenos y
abiertos indican los estimulos mecanicos y eléctricos, respectivamente. Las lineas continuas son ajustes
sobre los datos. a, Todos los estimulos fueron periddicos, pero el estimulo de comparacion podia ser
mecanico o eléctrico. b, El estimulo base fue periddico y la de comparacion aperiédico; el estimulo de
comparacién podia ser mecanico o eléctrico. ¢, Todos los estimulos fueron periddicos; el estimulo base
podia ser mecanico o eléctrico. d, Todos los estimulos fueron periddicos; en las pruebas con
microestimulacion, tanto los estimulos de base como los de comparacion fueron artificiales. Los estimulos
vibrotactiles fueron senosoides o trenes de pulsos mecanicos aislados, cada uno de los cuales consistié en
pulso senoidal que duré 20 ms. El desempefio de los monos fue casi igual con los estimulos naturales y los
artificiales. (Reproducido de 22 y 43).
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Se observé un efecto interesante conforme se variaba la intensidad de la corriente de
microestimulacién (43). A intensidades muy bajas, los monos no detectaron los estimulos
artificiales; simplemente siguieron esperando el estimulo. A intensidades intermedias, los monos
detectaron los estimulos —es decir, reaccionaron y presionaron un botén con el cual reportan la
discriminacion— pero su comportamiento psicofisico sélo alcanzé el nivel del azar, como si
lograban detectar la presencia pero no la frecuencia de los estimulos artificiales. A intensidades
mas altas, los animales discriminaron normalmente. Estas transiciones son paralelas a las que
se observaron al aumentar paulatinamente la amplitud de las vibraciones mecénicas; hay un
‘intervalo atonal’ donde los monos detectan los estimulos pero no pueden determinar la
frecuencia.

Por el disefio de la tarea de discriminacion, se compara el segundo estimulo con la
huella en memoria del primero (18). Habiendo mostrado que los monos podian usar un estimulo
artificial durante la comparacion, nos preguntamos si serian capaces de memorizar y usar un
estimulo eléctrico aplicado durante el periodo base. En este caso, en la mitad de los ensayos el
estimulo base consistié de una microestimulacion eléctrica a una frecuencia igual a f1 (Fig. 3c).
De nuevo, la corriente eléctrica fue inyectada en neuronas tipo AR (46). Los pares de frecuencia
y la secuencia de los eventos durante esta tarea fueron los mismos que en los experimentos
anteriores con estimulos naturales. Enfatizamos este punto porque el cuidadoso disefio de los
conjuntos de estimulos fue particularmente importante aqui, para asegurar que los monos
prestaran atencion al estimulo base y lo guardaran en su memoria de trabajo. Nuevamente, su
conducta psicofisica resulté indistinguible de la que se observé al usar sélo estimulos naturales
(Fig. 3c), lo que muestra que las sefiales evocadas por los estimulos tanto mecanicos como
artificiales podian guardarse en la memoria y luego recuperarse con casi la misma fidelidad (46).
Finalmente, investigamos si los monos podian desempefar toda la tarea con base en la
aplicacion de estimulos puramente artificiales. En la mayoria de las sesiones en que los dos
estimulos mecanicos fueron reemplazados por patrones de microestimulacion, los monos fueron
capaces de alcanzar niveles de discriminacion cercanas a los que se obtuvieron al aplicar
estimulos mecanicos a las yemas de sus dedos (Fig. 3d). Esto demuestra que la activacion de
las neuronas AR es suficiente para generar todos los procesos cognoscitivos implicados en la
tarea, con so6lo un ligero descenso en el desempefio (46).

Cabe sefialar dos observaciones adicionales que surgen de estos experimentos.
Primero, los experimentos con aferentes primarias habian demostrado que la sensacion de
vibracion es mediada especificamente por las fibras AR (3, 7, 9), pero era mas dificil probar esto
al nivel de S1. Cuando se aplicé la microestimulacion a agrupaciones de neuronas identificadas
como de adaptacion lenta (AS), los monos apenas podian discriminar o, de hecho, no lograban
hacerlo. Conforme se recorrié el electrodo hacia el borde entre las agrupaciones de neuronas AS
y AR, el desempefio se mejoraba ligeramente, llegando a su usual grado de exactitud cuando las
propiedades AR se hicieron mas evidentes en los registros (46). Esto demuestra que las
unidades AR y AS, estan funcionalmente segregadas en la corteza primaria, confirmando
observaciones anteriores (50, 51, 52, 53). Finalmente, al regresar a la cuestion de si la
periodicidad es crucial para discriminar la frecuencia, aplicamos patrones de microestimulaciéon
aperiédicas que imitaron las series de pulsos mecanicos al azar mencionados arriba (Fig. 3b). Se
usaron las mismas frecuencias medias en estas condiciones —20 Hz aun correspondian a 10
descargas aplicadas en 500 ms— pero los pulso fueron separadas por intervalos de tiempo al
azar. Todo lo demas siguié igual que antes, alternando pruebas mecanicas y de estimulacion,
como muestra la Figura 3b. Desde las primeras pruebas, los animales pudieron discriminar tanto
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las sefales aperiédicas mecanicas como las eléctricas, y con casi el mismo nivel de desempefio
que alcanzaron en las pruebas con vibraciones periédicas naturales (43).

Salvo la pequefia disminucidn en el desempefio notada cuando usamos la estimulacion
puramente artificial (Fig. 4d), todos los experimentos con microestimulacién resultaron
plenamente consistentes con la fisiologia de S1, y refuerza la idea de que la actividad provocada
en las neuronas AR en S1, inician la serie de eventos que conducen a la discriminacion de la
vibracion.
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Figura 4. Las respuestas neuronales observadas durante el lapso de tiempo entre f1 y f2 en
cuatro areas corticales. a, ¢, e y g. Funciones de densidad de espigas de cuatro neuronas.
Las barras oscuras arriba de cada grafica indican los periodos en que el indice de disparo de
la neurona contenia una sefial mondétona significativa (P < 0.01) acerca del estimulo base. Se
usa la intensidad del color para organizar las respuestas segun la frecuencia base, como
indica el gradiente de la escala. a, y e, Estas neuronas dispararon mas fuertemente con
frecuencias altas. ¢ y g, Estas neuronas dispararon mas fuertemente con frecuencias bajas.
b, d, f y h, El nimero de neuronas registradas que mantuvieron una sefial significativa sobre
el estimulo base, para algun periodo durante el lapso de tiempo entre f1 y f2; sélo se incluyen
los datos recolectados en ensayos con lapso de tiempo fijo de 3 s entre f1 y f2. S1, corteza
somatosensorial primaria; S2, corteza somatosensorial secundaria; CPM, corteza premotora
medial; CPM, corteza prefrontal.
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LA ACTIVIDAD SENSORIAL VS. LA MNEMONICA RELATIVA A LA MEMORIA

Una de las caracteristicas claves de la tarea vibrotacti es que se requiere el
almacenamiento a corto plazo de la informacion del primer estimulo. Pero, ;dénde y cémo
ocurre esto?. Hasta ahora, la correlacion neural (22) mas clara del componente de la memoria de
trabajo de esta tarea se ha encontrado en la corteza prefrontal (CPF), un area asociada en varios
paradigmas con la memoria de trabajo (54, 55, 56, 57, 58). La convexidad inferior de la CPF
contiene neuronas que aumentan su actividad segun la frecuencia del primer estimulo durante el
lapso de tiempo entre el estimulo base (f1) y el estimulo de comparacion (f2). Al igual que en S2
(30, 31), la dependencia del indice de disparo en la frecuencia base es monétona; poco menos
de la mitad de las neuronas tienen gradientes negativos (disparan con mayor intensidad con
frecuencias bajas de estimulacion), mientras que el resto tiene gradientes positivos (disparan
mas fuertemente con frecuencias altas de estimulacion (22); Fig. 5¢). La Figura 4e muestra un
ejemplo en forma de una grafica que representa la media del indice de disparo de una neurona
que prefiere frecuencias altas como una funcién de tiempo para varias frecuencias base.

Esta representacion mnemodnica no es estatica, ya que la intensidad de la actividad
persistente varia durante el lapso de tiempo entre f1 y f2 (22). Esto se observa de dos maneras.
Primero, no todas las neuronas son activadas al mismo tiempo; algunas simplemente prolongan
las respuestas evocadas durante el estimulo base hacia el inicio del lapso de tiempo entre f1 y
f2, para luego quedar inactivas antes de la comparacion (neuronas tempranas); otras hacen lo
contrario: estan inactivas al inicio, pero aumentan su actividad hacia el final del lapso de tiempo
entre f1 y f2 (neuronas tardias); aunque algunas otras —como la de la Figura 4e— abarcan todo
el intervalo entre los estimulos (neuronas persistentes).

Como resultado de esta diversidad, el numero total de neuronas activadas cambia con el
tiempo, como lo muestra la Figura 4f. En todos estos casos, el indice de disparo depende de la
frecuencia base, como lo indica la separaciéon entre las huellas en la Figura 4e. Desde la
perspectiva de una sola neurona, la representacion de frecuencia es claramente dinamica,
porque el grado de separacion —la fuerza de la sefial, cuantificada por la magnitud del
coeficiente a1— cambia con el tiempo. El segundo fendmeno que enfatiza la flexibilidad de la
actividad de la CPF es su capacidad de adaptarse a cambios en la duracién del lapso de tiempo
entre f1 y f2. Cuando se incrementa el intervalo entre los estimulos de 3 a 6 s, los perfiles de
activacion de las neuronas tardias cambian en forma proporcional a ese lapso. Por lo tanto,
estas unidades siempre empiezan a disparar hacia el final del lapso de tiempo entre f1 y f2,
independientemente de su duracién. Esto es consistente con observaciones anteriores basadas
en la utilizacion de estimulos visuales (59).

Una pregunta clave aqui —especialmente para aquellas unidades que se activan
tardiamente durante el lapso de tiempo entre f1 y f2— es si la actividad persistente codifica, en
efecto, f1 o si mas bien refleja la actividad preparatoria relacionada con la inminente conducta
motora. Esta cuestidén entra en escena siempre que existe una actividad sostenida que esta
desacoplada hasta cierto punto de los eventos sensoriales o motores; a menudo la actividad
registrada durante las tareas con respuestas motoras diferidas puede ser interpretada como
sensorial-dependiente o motor-dependiente; es decir, como mnemonica o preparaciéon para el
movimiento (54, 60, 61, 62, 58). En la tarea de discriminacion vibrotactil se puede pensar que la
actividad graduada esta relacionada con la probabilidad de la ejecucion de un movimiento
especifico, digamos hacia el botén izquierdo. Por ejemplo, con el estimulo establecido en la
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Figura 1c, izq., esta probabilidad varia mondétonamente segun f1. Esta interpretacion parece
poco probable (22), sin embargo, porque se observa el mismo repertorio de respuestas
graduadas incluso al tratarse de conjuntos de estimulos en los cuales, para cada frecuencia
base, la probabilidad de ejecutar un movimiento particular se mantiene constante en 0.5, como
en la Figura 1c (centro). Asi, la actividad presente entre estimulos en la CPF luce basicamente
como una copia, o extension, de la actividad desencadenada sensorialmente en S2 durante la
estimulacién; y parece mantener ‘en linea’ la informacién de 1.

Aunque la CPF muestra la correlacion neural mas clara de la memoria de trabajo durante
la tarea de discriminacion vibratoria, casi estamos seguros que no es la Unica region cortical
implicada en esta funcién; ya que se ha detectado actividad durante el lapso de tiempo entre 1
y f2 tanto en areas mas cercanas a la periferia como en otras mas cercas de la salida motora. En
S2, aproximadamente un tercio de las neuronas que son moduladas significativamente por la
frecuencia del estimulo prolongan sus respuestas al menos unos cuantos cientos de
milisegundos mas alla del final del primer periodo de estimulacién (30, 31). La neurona ilustrada
en la Figura 4c es un ejemplo. Su respuesta se deteriora a lo largo de una escala de tiempo
relativamente larga; lo cual se hace evidente al compararla con la neurona S1 en la Figura 4a.
Las Figuras 4b y 4d muestran el mismo contraste al nivel de la poblacion. La mayoria de las
neuronas de S2 con actividad sostenida se vuelven inactivas en el primer segundo del lapso de
tiempo entre f1 y f2. Estas unidades se parecen a las neuronas tempranas encontradas en la
CPF, que también tienen respuestas de relativamente corta duracion. Al otro extremo del lapso
de tiempo entre f1 y f2, se encontraron respuestas parecidas a las de las neuronas tardias de la
CPF, en la corteza premotora medial (CPM), también conocida como las areas motoras
suplementarias y pre-suplementarias (63, 64). Estas unidades también empiezan a disparar
hacia el final del lapso de tiempo entre f1 y f2 e incrementan su intensidad paulatinamente. Sus
indices de disparo son funciones monétonas de f1, con gradientes positivas y negativas (Fig. 5d),
y su entrada cambia como una funcién de la duracién del lapso de tiempo entre f1 y f2, al igual
que en CPF (35). La Figura 4g muestra las respuestas de una neurona CPM que prefiere
frecuencias bajas y que mostré actividad en el lapso de tiempo entre f1 y f2. Como se puede
observar en la Figura 4h, algunas neuronas de la CPM estan activas durante todo el lapso de
tiempo entre f1 y f2, pero la actividad de la poblacién aumenta mas bien hacia el final. La
comparacion de diferentes areas (Fig. 5) muestra que, aun cuando cada una parece contar con
su propia identidad funcional, hay un traslape importante en los tipos de respuestas encontradas,
lo cual posiblemente refleje una cercana interconectividad dinamica entre ellas (65, 66, 67, 68,
69, 70).

Respecto de la organizacion de las redes de memoria, hay evidencia de la participacion
de areas sensoriales primarias (71, 72), tanto en la modalidad visual como en la somatosensorial
(73, 74). En particular, un estudio de Harris y colegas (75), es muy relevante para nuestro trabajo
porque usaron un paradigma de discriminacién vibrotacti muy parecido al nuestro. Su
experimento es sencillo e ingenioso: en diferentes momentos durante el lapso de tiempo entre 1
y f2, aplicaron un pulso de estimulacion magnética transcranial (TMS) en S1 de sujetos humanos
que realizaban la tarea. Estos pulsos interfirieron con la actividad neuronal de S1 durante unos
200 ms. Encontraron que la TMS redujo el desempefio conductual significativamente al aplicarse
a S1 en forma contralateral al estimulo y al principio del lapso de tiempo entre f1 y f2 (300 o 600
ms después de f1), pero no tuvo efecto alguno cuando se aplicé mas tarde o en S1 ipsilateral. La
interpretacion es que algo sucede que contribuye a la retencién del estimulo en S1 contralateral
al inicio del lapso de tiempo entre f1 y f2. Esto ocurre porque S1 es estrictamente contralateral,
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mientras que todas las areas mas centrales a S1 tienen campos receptores bilaterales. Por eso,
todo efecto lateral se debe a la actividad de S1. Pero, al parecer esto no concuerda con nuestros
registros de S1 (30), los cuales no muestran actividad mnemonica significativa (Fig. 5a). Como
Harris et al. (75) han sugerido, esto podria resultar del sobreentrenamiento de los monos en esta
tarea, comparado con los humanos (75). Sin embargo, también contemplamos otra posibilidad:
después del estimulo base, es posible que las unidades AR en S1 aumenten o disminuyan sus
niveles basales de disparo, o su responsividad, como resultado de la adaptacién o de cambios
semejantes de excitabilidad. En general, este efecto podria ser muy fuerte, ya que una gran
poblacién de neuronas de S1 responde durante la estimulacién con aproximadamente la misma
intensidad para todos los valores f1. Este cambio pequefio y no selectivo en los disparos de
muchas neuronas no transmitiria informacion sobre f1, pero podria tener un fuerte impacto
funcional sobre las redes de neuronas centrales a S1 (76). Experimentos son necesarios para
probar esta hipoétesis.

LA EVOLUCION TEMPORAL DEL PROCESO DE COMPARACION

La componente central de las tareas de discriminacion es la comparacion de f2 contra
f1. Las respuestas observadas durante el periodo de comparacion suelen ser complejas, pero en
general, reflejan un proceso activo en el cual la actividad neural evocada termina codificando la
diferencia f2-f1. Observe que la tarea discriminatoria puede concebirse como un proceso
mediante el cual se calcula el signo de esta cantidad. No se observa evidencia de este calculo en
S1, donde las neuronas simplemente responden como funciones de f2 durante la comparacion
(Fig. 5a, der.), aunque ya existe en S2 una version completa del proceso de comparacion (30;
31). Para cuantificar la dependencia simultanea de los indices de disparo en f1 y 2, se usé la
siguiente ecuacion:

indice de disparo =a1xf1 + a2xf2 + b

Donde b es una constante arbitraria, en tanto que a1 y a2 son los coeficientes que miden
la fuerza con que f1 y f2 modulan la respuesta de las neuronas para un periodo determinado. Al
transcurrir el periodo de comparacién, a1 y a2 pueden cambiar. Por ejemplo, si se calculan los
coeficientes de a1 y a2 para una sola neurona de S2 en diferentes intervalos, se observa lo
siguiente (31). Inicialmente, durante los primeros 100 ms aproximadamente, la neurona responde
como una funcion de f2; es decir, en esta ventana sélo el coeficiente a2 es significativamente
diferente a cero. En los siguientes 100 ms, la respuesta desarrolla una dependencia de f1, de tal
manera que a1l se vuelve significativo. A los 200-300 ms después del inicio de la estimulacion, a1
y a2 tienen aproximadamente la misma magnitud, pero signos opuestos, lo cual significa que la
neurona esta respondiendo como una funcién de f2-f1. Este ejemplo es relativamente comun,
pero hay multiples variantes. Por ejemplo, podria ser que inicialmente sdlo el coeficiente a1 es
significativo —Ila neurona recuerda la frecuencia aplicada tres segundos antes— y la
dependencia en f2 se desarrolla mas tarde. Ademas, algunas neuronas terminan disparando
mas fuertemente cuando f2-f1 es mayor, mientras que otras lo hacen cuando f1-f2 es mayor.
Ademas, las neuronas muestran diferentes trayectorias en el espacio de los valores (a1, a2), y
algunas sélo responden a f2 durante todo el periodo (31).
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Figura 5. Las dinamicas de poblacién en diferentes areas corticales durante la tarea de discriminacion
vibrotactil. Cada punto representa una sola neurona. Para cada una de ellas, las respuestas fueron
adaptadas a la ecuacion: indice de disparo = ailxfl + a2xf2 + b. Los coeficientes a1 y a2 fueron
calculados a partir de las respuestas en diferentes momentos de la tarea. Los puntos que caen en el eje a1
= 0, representan respuestas que dependen soélo de f2 (puntos azules); los puntos que caen en el eje a2 =0
representan respuestas que dependen sélo de f1 (puntos verdes); los puntos que caen en la linea a2 = -a1
(linea diagonal) representan respuestas que son funciones de f2-f1 (puntos rojos). Los datos mostrados
fueron significativamente diferentes de (0,0) en al menos uno de los periodos analizados. a, Las respuestas
en S1 durante el primer periodo de estimulacion (f1; izquierda), durante el periodo entre los estimulos
(centro), y durante el segundo periodo de estimulacién (f2; derecha). Estas neuronas estuvieron activas
sélo durante la estimulacién, y la mayoria aumenté sus indices al incrementar la frecuencia (a1 y a2
positivos). b, Las neuronas S2 responden a f1 (izquierda) y exhiben una actividad modesta pero
significativa durante el lapso de tiempo entre 1 y f2 (centro). Los coeficientes positivos y negativos indican
indices que aumentan y decrecen como funciones de la frecuencia, respectivamente. Durante la primera
parte de f2 (derecha), las neuronas pueden tener coeficientes a1 significativos (puntos verdes) o pueden
responder exclusivamente a f2 (puntos azules), de acuerdo al analisis sobre los primeros 200 ms después
del inicio del estimulo. Mas tarde, las coeficientes se agrupan alrededor de la linea a2 = -af (puntos rojos),
de acuerdo con el analisis sobre los ultimos 300 ms antes del final del estimulo. El diagrama del cerebro
muestra la regidon de aproximacion a S2, que esta oculta en el sulcus lateral. ¢, Datos de CPF. Los
coeficientes son calculados como en b. d, Datos de la CPM. Los coeficientes son calculados como en b.
(Reproducido de 22, 30, 31, 35, 42).
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La Figura 5b (recuadro de la derecha) resume estos resultados aplicando el analisis
sobre dos ventanas de tiempo. Los puntos azules y verdes muestran los valores de a1 y a2
calculados a partir de las respuestas durante los primeros 200 ms del periodo de comparacion
(f2). Los puntos azules corresponden a neuronas que sélo tuvieron una dependencia significativa
en f2, mientras que los puntos verdes representan las que dependian significativamente de f1
(independientemente de la sensibilidad a f2). Esta claro que al principio las neuronas S2
respondieron como funciones de f2, o que combinaron f1 y f2 de varias maneras. Los puntos
rojos, en contraste, muestran los valores para a1 y a2 calculados a partir de las mismas
neuronas, pero utilizando las respuestas de los ultimos 300 ms del periodo de comparacion;
puntos que se agrupan sobre el diagonal a2 = -al. Esto significa que en ese momento las
neuronas responden como funciones de f2-f1. Asi, el repertorio de respuestas en S2 es muy
extenso, pero la tendencia general consiste en pasar de codificar f1 o f2 hacia la codificacion de
f2-f1 (31).

Este patron de actividad sugiere que se esta combinando las representaciones neurales
de f1 y f2 con el fin de generar una sefal de comparacion —la actividad que codifica f2-f1— en
que se basa la accién motora usada para indicar el resultado de la discriminacion. Si esta
interpretacion es correcta, las neuronas que codifican la diferencia entre las frecuencias deben
ejercer un impacto notable sobre la capacidad de los monos para tomar decisiones (40, 77, 78).
Esto fue probado mediante el analisis de los ensayos correctos contra incorrectos y el célculo,
para cada neurona, de un indice que media la probabilidad de predecir la eleccién del mono en
cualquier ensayo con base en la respuesta de la neurona (31). Estas probabilidades de eleccion
aumentaron a lo largo del periodo de comparacion, y los valores mas altos fueron generados por
las neuronas cuyas respuestas dependieron mas fuertemente de f2-f1. Asi, consistente con
analisis anteriores (30), hubo una asociacion cuantificable entre los disparos de una sola
neurona y la conducta psicofisica. La fuerza de esta asociaciéon era comparable a la que se
reportd en las cortezas prefrontal (79, 80) y en el coliculo superior (81), en un paradigma de
discriminacion de movimiento visual.

Una pregunta central respecto de esta actividad que depende de f2-f1 es si esta
actividad es producida en las areas motoras para generar el movimiento que muestra la eleccion
del mono, o si solo refleja una copia eferente del comando motor asociado. Esto se investigo al
medir las latencias de las respuestas de las neuronas de S2 que durante el lapso de tiempo
entre f1 y f2 dependieron de f2-f1, y su comparaciéon con las latencias de las neuronas de la
corteza motora primaria (M1) que respondieron de manera distinta durante la tarea (31). Se
registraron y analizaron estas neuronas de M1 usando los mismos monos y mediante métodos
idénticos. Sus respuestas también pudieron ser entendidas como funciones de f2-f1, porque el
signo de esta diferencia determina el movimiento hacia uno u otro de los dos botones, y ambos
movimientos generan actividad motora diferenciada. El analisis mostré (82, 83, 84) que las
neuronas en S2 disparan significativamente antes que las de M1 (236 + 21 y 295 £ 20 ms,
respectivamente; media + DE), con relativamente poco traslape entre las distribuciones de
latencia (31).

Por lo tanto, la sefal observada en S2 hacia el final del periodo de comparacion es

consistente con la generacién de un proceso que compara f2 y f1 mediante el cémputo de la
diferencia entre ellas. qué sucede en las otras areas?
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LAS CORRELACIONES NEURALES DE UNA DECISION Y SU EXPRESION MOTORA

S2 no es la unica parte de la corteza que muestra los cambios dinamicos que acabamos
de comentar. Al igual que el componente de la memoria de trabajo de la tarea, existe un
considerable traslape funcional entre las areas. Esto se puede apreciar al comparar las Figuras
5b-5d (recuadros a la derecha). Unas pocas neuronas en la CPF también responden como
funciones de f2 durante la parte inicial del periodo de comparacién (Fig. 5¢, puntos azules) v,
como comentamos arriba, muchas neuronas de CPF muestran actividad dependiente de f1 tanto
antes del segundo estimulo como a su inicio. La Figura 5c, derecha, muestra que se combina
esta informacién rapidamente con datos de f2 (recuerda que los puntos azules y verdes fueron
computados con base en los primeros 200 ms del periodo de comparacion). Al igual que en S2,
en la ultima parte de la comparacion las respuestas de las neuronas de CPF llegaron a alinearse
con el diagonal a2 = -a1, consistente con la codificacion de f2-f1. Como lo muestra la figura 5d
(derecha), se observa una tendencia similar en la CPM, salvo que aqui las respuestas tempranas
parecen acercarse mas a la linea a2 = -a1, que es el caso de S2. La actividad de las neuronas
de la CPM durante la tarea ha sido analizada detalladamente, revelando algunas diferencias y
similitudes con respecto de las demas estructuras.

Debido a sus proyecciones hacia M1 y a la médula espinal, la CPM ha sido considerada
tradicionalmente como una area motora, aunque estudios recientes han demostrado una
estrecha participacion en procesos que requieren no sélo conducta motora sino que incluyen
complejos componentes cognoscitivos, tales como las asociaciones sensorio-motoras, la practica
de memorias motoras y el tiempo de acciones motoras secuenciales (85, 86, 87). Durante la
discriminacion vibrotactil, un nimero significativo de neuronas de la CPM responde al estimulo
base (Fig. 5d, izquierda), asi que esta claro que alli se recibe alguna informacién sensorial. Al
igual que en otras areas, la dependencia en f1 es aproximadamente lineal, con gradientes
positivas y negativas. Como comentamos arriba, también existe actividad dependiente de f1
durante el lapso de tiempo entre f1 y f2 (Fig. 5d, centro), la mayor parte de la cual aumenta de
intensidad hacia su parte final (Fig. 4h). Como en S2 y la CPF, las respuestas durante el periodo
de comparacion llegan a alinearse con el diagonal a2 = -a1, lo cual indica una dependencia de
f2-f1 (Fig. 5d, derecha).

La evolucion de la actividad de la CPM que codifica f2-f1 se muestra en un formato
distinto en la Figura 6. Los trazos verde y azul corresponden a los nimeros de neuronas con
coeficientes a1 significativos o coeficientes a2 significativos, respectivamente, como funciones
del tiempo. Los trazos rojos (d) indican el nimero de neuronas con a1l significativo y/o a2
significativo, cuyos coeficientes son de magnitud similar pero con signos opuestos. Entonces, si
las tres curvas se enciman, quiere decir que todas las neuronas respondian como funciones de
f2-f1. La Figura 6a presenta estas cantidades para las neuronas que tuvieron una actividad
significativa durante el lapso de tiempo entre f1 y f2, y la Figura 6b las presenta para las
neuronas sin actividad en el mismo periodo, que respondieron mas fuertemente durante la
comparacion. La Figura 6¢ corresponde a las neuronas sin actividad durante el lapso de tiempo
entre f1 y f2, y que respondieron mas fuertemente después de la comparacion; es decir, durante
el tiempo de reaccion. Las sefiales diferenciales de las neuronas con, y sin, actividad durante el
lapso de tiempo entre f1 y 2 (Figs. 5a y 5b, respectivamente) difirieron en su inicio por unos 40
ms; las neuronas con actividad durante el lapso de tiempo entre f1 y f2 dispararon primero. Las
neuronas que llegaron a su punto maximo después del inicio del periodo de comparacién
mostraron latencias mayores (Fig. 5c). Mientras que las neuronas con actividad durante el lapso
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de tiempo entre f1 y f2 parecian combinar activamente la informacion de f1 y f2, ninguna de las
neuronas sin actividad en el lapso de tiempo entre f1 y f2 fueron sensibles sélo a f1 o a f2, de
manera que sus respuestas podrian relacionarse con el resultado final del proceso de
comparacion o bien con el comando motor asociado con los movimientos del brazo (35).
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Figura 6. Temporalidad de la actividad diferencial en la CPM. a, El nimero de neuronas con
coeficientes a1 (verde) y a2 (azul), como funciones del tiempo; d (azul) indica casos en que a1
y a2 tuvieron magnitudes similares pero signos opuestos (los puntos cerca del diagonal en la
Fig. 5d). a, Los datos son de neuronas que mantuvieron una cantidad de informacion
significativa acerca de f1 durante el lapso de tiempo entre f1 y f2. b, Igual que en a, pero para
las neuronas sin actividad significativa durante el lapso de tiempo entre f1 y f2 y que
dispararon mas fuertemente en el periodo de comparacion. La respuesta diferencial (d) esta
ligeramente retrasada con respecto a a. ¢, Igual que en b, pero para las neuronas que
dispararon mas fuertemente después de la comparacion, en el periodo de reaccién. La
respuesta diferencial (d) esta retrasada con respecto a b. (Reproducido de 35).
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Es dificil distinguir entre estas dos posibilidades, y podria ser que en no existe distincion
real entre ellas. Esto lo sugiere un reciente estudio con microestimulacion que usa un paradigma
de discriminacion de estimulos visuales, lo cual revela que en el campo visual, la acumulacién de
la evidencia sensorial equivale al proceso de preparar una respuesta motora (88). En este
experimento los monos determinaron la direccidon de estimulos dinamicos de puntos al azar e
indicaron sus decisiones al mover sus ojos hacia uno u otro de dos blancos. La percepcion del
movimiento fue interrumpida por pulsos de microestimulacién eléctrica que, sin un estimulo
sensorial, desencadenaron movimientos de los ojos hacia un sitio determinado. Durante la
discriminacion, estos movimientos evocados eléctricamente se desviaron hacia un sitio diferente.
La magnitud de la desviacion dependi6 de la fuerza del movimiento y del tiempo de percepcién, y
reflejé la acumulacién de informacion del movimiento visual. Ya que las desviaciones iban hacia
un sitio particular, el grado de acumulacién equivalié al grado de actividad motora preparatoria de
una poblacion de neuronas que generaba un desplazamiento rapido de la mirada hacia ese sitio
(88).

Esta equivalencia es consistente con dos analisis complementarios de la actividad de la
CPM en la tarea vibratoria (35). Por una parte, como mencionamos arriba, las unidades con
actividad en el lapso de tiempo entre f1 y f2 parecen transportar una sefial sensorial. Mas
importantes aun, parecen reflejar el proceso de comparacion en si, ya que la fuerza de su
actividad diferencial varia de manera graduada con f2-f1. En otras palabras, estas células
codifican no sélo el signo de f2-f1 —que equivale a la respuesta motora hacia uno u otro de los
dos botones— sino la magnitud de la diferencia entre f2-f1. Esto puede apreciarse en la Figura 7.
La cantidad en el eje Y representa el indice promedio ROC, que es una medida de la diferencia
entre dos conjuntos de respuestas neuronales bajo dos condiciones de interés [f2-f1]; por
ejemplo, las respuestas a los pares (f1, f2) de (28, 20) y de (12, 20) Hz. Este valor no depende
de que una neurona prefiera f2 > f1 o f2 < f1, y su escala es tal que 0.5 representa una nula
diferencia estadistica entre las respuestas. Uno significa respuestas totalmente no traslapadas.
Los diferentes trazos en la Figura 7 corresponden a [f2-f1] igual a 0 (amarillo), 2, 4 y 8 Hz (rojo).
La Figura 7a muestra datos de las neuronas de la CPM con una actividad significativa en el lapso
de tiempo entre f1 y f2 (como en la Fig. 6a). La separacion de las curvas significa que los indices
de disparo son afectados por la magnitud de f2-f1, y no por su signo. En otras palabras, la
diferencia en la actividad entre las pruebas que resultdé en un movimiento del brazo u otro
depende de la informaciéon sensorial. También es interesante notar que el indice ROC se
incrementa mucho antes para grandes diferencias entre f1 y f2. La Figura 6b muestra datos de
las neuronas de la CPM sin actividad durante el lapso de tiempo entre f2 y f2 (como en la Fig.
6b). Su indice ROC tiene una latencia mucho mas larga, y son mucho menos sensibles a la
magnitud de f2-f1; respondiendo esencialmente a su signo. Estos resultados sugieren una
verdadera comparacion de f2 y f1 en las neuronas con actividad durante el lapso de tiempo entre
f1yf2, asi como una sefial motora o preparatoria en las neuronas sin esta actividad.

Por otra parte, el analisis de los ensayos que el sujeto discrimind erroneamente sugiere
una respuesta predominantemente motora (41, 35). La Figura 8 muestra evidencia que apoya
esta afirmacion (35). Sus respuestas se parecen a las de la Figura 7, para neuronas que tienen
—Fig. 8a— y que no tienen —Fig. 8b— una actividad significativa durante el lapso de tiempo
entre f1 y f2. Se muestran indices de disparo promedio normalizado como funciones del tiempo.
Las curvas continuas y punteadas corresponden a discriminaciones correctas e incorrectas, y los
trazos naranjas y de color azul cian indican respuestas preferidas y no-preferidas,
respectivamente (f2 > f1 o f2 < f1, segun la neurona). Todos los resultados reflejan diferencias de
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14 Hz entre f1 y f2. Lo que estas graficas ensefian es que las respuestas en los ensayos
erréneos para la condicion correcta son muy parecidas a las respuestas de las pruebas correctas
para la condicion no-preferida, y viceversa. Asi, las respuestas asociadas con un determinado
movimiento del brazo —digamos, hacia el botén lateral— fueron aproximadamente iguales
independientemente de si la discriminacién fuera, o no, atinada (35). Esto pareceria indicar que
la actividad de las neuronas de la CPM codific la respuesta motora.
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Figura 7. La capacidad discriminatoria de las neuronas de la CPM. Los ejes verticales
muestran el indice ROC promedio, para medir la actividad promedio de la respuesta
diferencial (es decir, un movimiento del brazo en una direccion o la otra), independientemente
de si corresponde a f2 > f1 o f2 < f1. Esta cantidad se muestra como una funcién de tiempo.
Las diferencias entre f1 y f2 son indicadas por los niveles rojo-a-amarillo, desde 0 Hz (linea
amarilla) hasta 2, 4 y 8 Hz (linea roja). Los trazos fueron computados a partir de ensayos con
diferentes f1 pero con un 2 fijo (Fig. 1c, izq.). a, Los indices ROC calculados con base en las
neuronas que mantuvieron una sefial significativa respecto de f1 durante el lapso de tiempo
entre f1 y f2. Note que la actividad diferencial aumenta durante el periodo de comparacion (f2),
y que aumenta con mayor anticipacion conforme incrementa la diferencia entre f1 y f2. b, Los
indices ROC para las neuronas MPC que no mantuvieron una sefial significativa respecto de
f1 durante el lapos de tiempo entre f1 y f2. Estas neuronas no muestran indices ROC
significativos en el lapso de tiempo entre f1 y f2. La actividad diferencial se desarrolla durante
la comparacion, pero mas tarde que en a, y con una magnitud comparable para varias
diferencias de frecuencia. (Reproducido de 35).
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Figura 8. El analisis de ensayos erréneos para las neuronas de la CPM. Las curvas muestran
respuestas promedio normalizadas como funciones de tiempo para neuronas con (a) y sin (b)
actividad significativa en los lapos de tiempo entre f1 y f2. Se muestran trazos separados para
los ensayos que culminaron en acierto en la condicién preferida (linea naranja continua) y no-
preferida (linea azul cian continua). Las lineas punteadas corresponden a los ensayos
erroneos. La condicién preferida es f2 > f1 o bien f2 < f1, cualquier de las dos que produce
una respuesta mas fuerte para una determinada neurona. Los trazos fueron calculados a
partir de ensayos con diferencias de 4 Hz entre f1 y f2. La actividad fue normalizada con
respecto al indice de disparo mas alto. (Reproducido de 35).

Sin embargo, esta interpretacion contiene un matiz interesante. Varias neuronas de la
CPM fueron examinadas también en un experimento de control en que se usaron los mismos
estimulos tactiles —con la misma secuencia de eventos, y pares idénticos de frecuencias— pero
se agrego un estimulo visual que indicaba a los monos cual de los botones era el correcto (35).
En esta situacion los animales tuvieron que ignorar el estimulo tactil y simplemente seguir el
indicador visual. La clave aqui es que el estimulo vibratorio y los movimientos de brazo fueron
los mismos que en las pruebas de discriminacién normales, pero los procesos cognoscitivos, de
la memoria de trabajo y de la comparacion de estimulos fueron distintos. Bajo estas condiciones
de control, la actividad diferencial desaparecid casi por completo. Entonces, la actividad
diferencial evocada durante la discriminacién no se relaciona so6lo con una accién motora, sino
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que refleja el resultado final de la comparacién de las frecuencias (f2 > f1 o f2 < f1), o bien
representa un plan motor plenamente canalizado por el contexto conductual de la tarea
discriminatoria.

LA UBICUIDAD DE LAS RESPUESTAS SENSORIO-MOTORAS

Shalden y Newsome (41) han presentado una analogia llamativa entre las deliberaciones
del jurado en un juicio y la toma de decisiones motoras basada en informacién sensorial: la
evidencia es presentada por testigos, los integrantes del jurado la examinan para llegar a una
decisién, que un juez luego ejecuta. Aunque la metafora llama nuestra atenciéon, nos
preguntamos si en realidad las fronteras entre las etapas: sensorial, decisién y motora estan
trazadas con esta claridad en el cerebro del primate. En la tarea discriminatoria la distincion esta
mas bien borrosa, como muestra el alto grado de traslape entre los tres tipos de actividad:
sensorial, decision y motora (Figura 5). Se ha observado respuestas en el periodo de
estimulacién base —posiblemente la mas sensorial— en todas las areas examinadas hasta la
fecha, incluida M1 (observaciones aun no publicadas; 31). Ademas, las respuestas
correlacionadas con los movimientos del brazo después del final del estimulo de comparacion —
probablemente relacionados con la ejecucion motora— han sido observadas en todas las areas
salvo S1. Esto no quiere decir que todas las areas sean iguales; las respuestas a f1 no abundan
en M1, de la misma manera que la actividad aparentemente motora después del final de f2 no es
tan fuerte en S2. Empero, existe un traslape claro y extenso entre las caracteristicas de las
respuestas, especialmente para las areas de la corteza centrales a S1 y M1. Estas diferencias
pueden caracterizarse mejor como cambios en las distribuciones de los tipos de respuesta.

A este respecto, es interesante notar que las técnicas de generaciéon de imagenes (89,
90, 91) — tan comunes hoy en dia y potencialmente capaces de producir ‘fotografias’ completas
de la activacion de la corteza— probablemente subestimarian este traslape funcional, debido a
su baja resolucion temporal y a los procedimientos de umbral usados para determinar patrones
de activacion estadisticamente significativos. También es probable que estas técnicas
subestimarian o0, incluso, perderian de Vvista totalmente, las respuestas diferenciales
mencionadas aqui, porque las neuronas diferenciales con gradientes o preferencias de
respuesta opuestas son encontradas tipicamente al azar a lo largo de alguna penetracion, de tal
manera que no parecen estar segregadas espacialmente (35). Entonces, es probable que la
actividad media de un circuito local, que es mas o menos lo que reporta un elemento de imagen,
sera igual en todas las condiciones de estimulacion (f2 > f1 o f2 < f1, en nuestra tarea), ya que es
probable que incluyen ambos tipos de respuestas.

También hemos observado un alto traslape funcional en una tarea mas simple en la cual
se tenia que clasificar como ‘rapido’ o ‘lento’ ciertos estimulos tactiles de movimiento. En este
caso, encontramos dos tipos de respuestas monétonas que variaban —con gradientes positivas
0 negativas— como funciones de la velocidad del estimulo. Estas respuestas diferenciales
podrian interpretarse como especificas para la categoria del estimulo o especificas para la
direccion del movimiento del brazo, pero no era posible trazar una distincion clara en ninguna de
las areas donde se encontraron, incluidas la CPM (92, 93, 83), el putamen (94) y M1 (83, 95).
Los patrones de respuestas correctas e incorrectas (83, 84) sugieren una participacion a la vez
sensorial y motora. La actividad diferencial desaparecié casi totalmente en los experimentos de
control en los cuales los mismos movimientos de brazo, ejecutados durante la clasificacion,
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fueron guiados por indicadores visuales. Asi, o la actividad diferencial reflejaba el resultado del
proceso de clasificacion, o correspondia a los comandos motores canalizados por el contexto
conductual; es decir, se presenta la misma ambigiiedad encontrada en la tarea discriminatoria.

Parece, entonces, que no hay una sola estructura propia que corresponde al estrado del
jurado de la analogia juridica mencionada arriba. Ademas, las respuestas que mejor se
correlacionan con lo que pudiera considerarse una decision son dificiles de desacoplar de las
caracteristicas sensoriales o0 motoras. Durante la discriminacion de vibracion, los elementos que
tienen mayores probabilidades de servir en las respuestas relacionadas a la toma de decisiones
son las que representan una versiéon procesada de f1 y f2, pero que no covarian totalmente con
las acciones motoras. Las neuronas que transportan informacién de f1 justo antes del inicio del
estimulo de comparacién y que luego responden como funciones de f2-f1 (Fig. 6a) parecen
reflejar la evolucion de un proceso comparativo, ya que prefieren uno de los resultados motores
al otro (f2 > f1 vs. f2 < 1), aunque de una manera que es sensible a la fuerza de la evidencia
sensorial (Figs. 7a, 8a). Se aplican interpretaciones parecidas a la discriminaciéon en su
modalidad visual, salvo que en este caso las decisiones conductuales tipicamente son indicadas
por movimientos oculares. Al igual que en la tarea vibratoria, la actividad que predice hasta cierto
punto la decision del mono, pero que al mismo tiempo refleja la informacion sensorial, ha sido
notada en areas sensoriales (40, 78) en regiones oculomotoras de la CPF (79), y en estructuras
tradicionalmente asociadas con el control oculomotor, tales como la corteza intraparietal lateral
(96), en los campos oculo-motores frontales (88) y en el coliculo superior (81). jAl parecer, el
jurado esta en todas partes!

¢UN PLAN MOTOR MODULADO POR LA INFORMACION SENSORIAL?

Muchos estudios del control motor han utilizado circuitos relativamente pequefios pero
capaces de generar conductas completas, tales como caminar, volar, respirar y masticar (97,
98). Muchos de estos generadores de patrones centrales (CPGs) han sido descritos para los
invertebrados, pero algunos circuitos de ese tipo en vertebrados también han sido investigados a
detalle. En este contexto, el estimulo sensorial tipicamente sirve para cambiar las conductas,
para iniciarlas o terminarlas, o bien para acelerarlas o frenarlas; es decir, para modularlas. Esto
sugiere que el problema con la anterior analogia del jurado es que presupone implicitamente que
cuando la evidencia es ambigua —o que por alguna otra razén el jurado no puede llegar a una
decision— no se hace accién alguna. Entonces, la generacién de una accion se entiende como
un proceso secuencial, en el cual la evaluacién de la evidencia sensorial constituye un paso
esencial intermedio.

Desde la perspectiva de la literatura sobre los CPGs, la generacion de una conducta
motora ha sido ilustrada detalladamente en trabajos recientes llevados a cabo en sanguijuelas.
En el laboratorio de Bill Kristan, Esch y colegas (99) identificaron una interneurona de la
sanguijuela que, al estimularse, desencadena una de dos conductas locomotoras: arrastrar o
nadar. La conducta producida depende del nivel de agua alrededor del animal y, por ende, de las
neuronas sensoriales que transportan esta informacién. Aunque la interneurona da el comando
“‘moverse”, el tipo de movimiento en si se determina mas adelante. Estos autores sugieren que
estas decisiones quiza procedan de manera jerarquica, en que primero se fija una meta general
(por ejemplo, ir de vacaciones) y luego se determinan en forma secuencial los aspectos
complementarios (por ejemplo, jadonde?, ;en qué transporte?, ¢ por cuanto tiempo?, etcétera).
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En el contexto de la tarea de discriminacion vibratoria, esta idea significa que en primer
lugar se establece un plan para hacer un movimiento del brazo, pero que posteriormente este
plan se modifica segun la informacién sensorial y de la memoria. Quiza la actividad neural
subyacente se parezca a la de un tren que se encamina hacia una interseccion Y’. En esta
analogia, las vias corresponden a las neuronas y la palanca es controlada por la actividad
sensorial y mnemonica. Si la informacion sensorial no existe o es insuficiente para accionar la
palanca —i.e. cuando f1 = f2— el tren procede segun lo planeado, de un sitio al siguiente,
etcétera, y una de las dos vias es seleccionada al azar. Ya que el tren es largo y los caminos se
separan solo paulatinamente, se da un enorme traslape temporal y funcional en la actividad
neural observada.

Esta caricatura corresponde en cierto grado a los experimentos de discriminacion y a dos
importantes resultados. Por una parte, un estudio de lesiones indago en los efectos de extirpar
S1 a monos entrenados para categorizar la velocidad de estimulos tactiles aplicados en la mano
(100). Después de sufrir la lesion, los animales realizaron la tarea y se mostraron capaces
todavia de detectar los estimulos. Presionaron los botones después de terminado el estimulo y
sus tiempos de reaccion fueron notablemente normales, como antes de la cirugia. Sin embargo,
su capacidad de clasificar cayd casi a niveles del azar. Parecia que el plan motor
(desencadenado, se supone, por los mecanismos de deteccién que retenian) seguia de acuerdo
con el programa, pero que la palanca en la interseccién ‘Y’ no funcionaba. El segundo resultado
que surge de esta analogia proviene de la tarea de discriminacién visual basada en el
movimiento de puntos aleatorios. Seidemann y colegas (101) aplicaron una microestimulacién
intracortical mientras los monos observaban la pantalla. Cuando la microestimulacién coincidia
con los estimulos visuales, sesgaba las respuestas de los monos, como se habia observado
anteriormente (44). Sin embargo, cuando fue aplicada un poco tarde o temprano relativo al
estimulo visual, no surgié efecto alguno (101). Parecia que la tarea procedié segun un programa
interno y que la informacion sensorial fuera de una cierta ventana temporal era bloqueada o
ignorada. Retomando la analogia del tren, este resultado equivale a accionar la palanca sin que
el tren esté en movimiento.

Las tareas de tiempo de reaccién nos dan un acercamiento complementario al problema
de como caracterizar una poblaciéon neural en el espectro sensorio-motor (102). Hace poco,
Cook y Maunsell (103) realizaron registros de actividad neural en monos mientras realizaban una
tarea de deteccion en que la aplicacion de un estimulo visual desencadenaba una reaccion
motora. Midieron el grado en que las respuestas neuronales covariaron con el tiempo de
reaccion de los monos. Esta medida quiza pueda usarse como un indicador de que tan ‘motora’
es una cierta area del cerebro. Encontraron que la covariacion fue significativamente mas fuerte
en el area de la corteza intraparietal ventral (VIP), que en la corteza medio temporal (MT),
consistente con sus caracterizaciones convencionales de lo motor y lo sensorial,
respectivamente. Estos resultados sugieren otra extension de la analogia del tren: puede haber
ciertos mecanismos motoras que aceleran o desaceleran al tren, independientemente de la
posicion de la palanca. Aunque dichos mecanismos afectarian los tiempos de reaccién
directamente, soélo afectarian la ejecucién indirectamente, quiza al limitar el tiempo de integracion
sensorial. En contraste, los mecanismos preceptuales deben ejercer un fuerte impacto sobre el
desempefio (es decir, sobre cual de las dos vias sea escogida), pero sélo un efecto menor sobre
el tiempo de reaccion. Esto es consistente con estudios que sugieren que los procesos motores
—y no los preceptuales— constituyen la principal fuente de variacion del tiempo de reaccion
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(104, 105). La analogia del tren tiene algunas caracteristicas en comun con los modelos de la
reaccién motora en que la actividad aumenta linealmente hasta alcanzar un umbral, donde ya no
es posible detener la accion motora. Este aumento lineal se parece a la marcha del tren por las
vias (106, 107, 108). Manipular la relacion entre exactitud y tiempo de respuesta, o introducir un
indicador adicional de tipo ‘siga/detente’ en diferentes momentos, quiza representaran intentos
fructiferos en estudios futuros de los mecanismos neurales subyacentes a la discriminacion
somatosensorial y a la toma de decisiones.

Vale la pena enfatizar este punto. La dificultad para desenredar los mecanismos
biofisicos que subyacen a la discriminacion sensorial —por ejemplo, ;cdémo se realiza la
comparacion exactamente?— no consiste tanto en disefiar un circuito capaz de comparar dos
sefales, por que la conducta del tipo “el ganador se lo lleva todo” esta ya bien documentada en
varios modelos (109, 110, 111). Un estudio reciente (112) ha llevado esta aproximaciéon a un muy
alto nivel de realismo: dos poblaciones neurales, cada una caracterizada por una excitacion lenta
y recurrente e informaciéon sensorial independiente, se inhiben mutuamente y generan una
eleccion binaria que se desarrolla paulatinamente. Cuando se aplica este modelo a los datos de
las tareas visuales de discriminaciéon de movimiento, explica bien las curvas psicométricas, las
distribuciones de reaccion-tiempo y algunas diferencias entre los ensayos acertados y fallidos.
Un problema mayor, sin embargo, es como captar la flexibilidad de las asociaciones sensorio-
motoras en un sistema altamente distribuido (113). ; Como cambia el circuito que subyace a la
discriminacion de vibracién cuando la informacién sensorial debe ignorarse, como en el caso de
la tarea del control de la instruccion visual (76, 35, 31)?. ¢Por qué la actividad de la CPM
evocada en el periodo de estimulacién base no genera movimientos del brazo (35)? ;Cémo se
demora o acelera la respuesta (108)? ;Qué ocurre al invertir — o de alguna otra manera
desasociar— la relacion entre los productos de la discriminacion y la accion motora de presionar
los interruptores (114, 115, 113)? Es probable que para responder estas interrogantes requeriran
no solo experimentos adicionales, sino también trabajos tedricos y de computacion neural.

COMENTARIOS FINALES

Los registros obtenidos en varias areas han proporcionado un panorama bastante
completo de la actividad neural que subyace a la discriminacion en la discriminacion vibrotactil.
Parece que la comparacion entre la informacion sensorial almacenada y la actual es un proceso
ampliamente distribuido en el cerebro; ninguna area por si sola puede ser considerada como el
sitio ‘Unico’ donde se toman las decisiones. De manera similar, parece haber un continuum entre
la actividad sensorial y la motora. Puede ser que el plan motor establecido para indicar la
respuesta durante la discriminacion ya tiene dos posibles resultados, y que la informacién
sensorial ayuda a seleccionar uno de ellos. Estudios futuros desarrollaran y probaran esta idea
mas rigurosamente.
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Introduccioén

Las mitocondrias son organelos que se encuentran presentes en la gran mayoria de las
células eucariontes y que tienen una participacién fundamental en el metabolismo celular. Ademas
de producir ATP mediante la fosforilacién oxidativa, se relacionan con procesos de muerte celular,
de envejecimiento, y con diversos procesos patolégicos. En general las mitocondrias presentan una
forma ovalada cuyo tamafio, estructura interna, y nimero por célula varia en los diferentes tipos

ABREVIATURAS: <H> hidrofobicidad local (local hydrophobicity); mesoH mesohidrofobicidad
(mesohydrophobicity); ADNmt ADN mitocondrial (mtDNA: mitochondrial DNA); ARNt ARN de
transferencia; FOS-OX fosforilacion oxidativa
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celulares. Estan compuestas por dos membranas, una interna y una externa, que engloban una
matriz densa que incluye a mudltiples enzimas del metabolismo intermediario. Las mitocondrias
también contienen varias copias de un genoma que codifica proteinas de la membrana interna, y
algunos elementos necesarios para su traduccién como RNAs ribosomales y de transferencia. Los
otros cientos de proteinas que requiere la mitocondria para su funcionamiento se encuentran
codificadas en el genoma nuclear y son sintetizadas en el citosol.

¢Cual es la explicacion de que las mitocondrias tengan su genoma propio? ;Qué ha
favorecido que en el interior de las mitocondrias se conserve un complejo mecanismo de replicacion
y transcripcion para la produccién de unas cuantas proteinas? En esta revision, se discuten algunas
de las teorias que se han propuesto para explicar la presencia y conservacion de los genomas
mitocondriales, asi como las tendencias evolutivas que se han observado en estas moléculas.

EL ORIGEN ENDOSIMBIONTICO DE LAS MITOCONDRIAS

La explicacion mas aceptada del origen de las mitocondrias se conoce como la teoria de
la endosimbiosis. Sin embargo, no existe aun total acuerdo sobre quienes fueron los protagonistas
involucrados en este proceso de endosimbiosis, por lo que se han planteado varias alternativas.
Una de las mas aceptadas, propone que estos organelos son descendientes de un endosimbionte
bacteriano (una [I-proteobacteria) que se establecid en el citosol de un protoeucariote en una
etapa temprana de la evoluciéon (1). Las secuencias de genes mitocondriales han permitido
rastrear los origenes de las mitocondrias hacia un ancestro de los miembros de la subdivision de
los rikettsiales, a la cual pertenecen parasitos intracelulares obligados de los géneros Rickettsia,
Anaplasma y Ehrlichia (2,3). Una hipétesis alternativa, la hipotesis del hidrogeno, sugiere que los
eucariontes se originaron por la asociacion metabdlica entre una o-proteobacteria anaerébica
facultativa que generaba hidrégeno y bioxido de carbono como productos de desecho, y una
archaea metandgena anaerdbica estricta y autotréfica cuyo metabolismo dependia del
hidrégeno. Esta propuesta explica las posibles presiones evolutivas que favorecieron el
establecimiento de la endosimbiosis (4, 5). Esta hipdtesis también sugiere que el origen de las
mitocondrias y de las células eucariontes ocurrié de manera simultanea. Una tercera hipétesis, la
hipotesis de la sintrofia, sugiere que la fusion inicial entre una archea y una [1-proteobacteria di6
lugar al primer protoeucariote. Este proceso fue seguido por la endosimbiosis de una (-
proteobacteria, la cual dié origen a las mitocondrias (6). Sea cuales fueren los protagonistas
involucrados, se piensa que la endosimbiosis que dio origen a las mitocondrias ocurrié en una
sola ocasion (7), por lo que se dice que estos organelos tienen un origen monofilético (es decir,
derivan de un ancestro comun).

La endosimbiosis no es un fendmeno raro en la naturaleza. Existen varias especies de
bacterias que coexisten con un hospedero eucarionte (8) o bacterias que habitan en el interior de
otras bacterias (9). Incluso, el fendmeno de simbiosis intracelular ha sido reproducido en el
laboratorio, al introducir ciertas cepas bacterianas en algunas amibas y formar endosimbiontes
estables (10).

Actualmente, las mitocondrias conservan varias caracteristicas similares a células
procariontes: se dividen mediante un mecanismo similar a la fision binaria; los procesos
respiratorios que suceden en su interior son muy similares a los que ocurren en las bacterias
aerdbicas actuales; y en la matriz mitocondrial es posible encontrar varias copias de un genoma
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mitocondrial (11) asi como ARNs y ribosomas de tipo bacteriano que participan en la sintesis de
proteinas.

Recientemente, Karlberg y col. (12) realizaron un andlisis de las mas de 400 proteinas
que se predice son funcionales en la mitocondria de la levadura Saccharomyces cerevisiae, y
encontraron que la mayoria de los genes provenientes de la a-proteobacteria que dié origen a la
mitocondria se han perdido en el transcurso de la evolucion del organelo. Asi mismo, resulta
interesante que no todas las proteinas mitocondriales tienen su origen en el endosimbionte
bacteriano, muchas de ellas provienen del hospedero, tal es el caso del translocador de adenin
nucleétidos, por lo tanto el proteoma mitocondrial actual es un mosaico de proteinas de origen
eubacteriano y arqueobacteriano. De tal suerte que sélo un grupo pequefio de proteinas se
codifica en el genoma mitocondrial y se sintetiza utilizando la maquinaria traduccional del
organelo. Sin embargo, la mayor parte de los componentes del proteoma mitocondrial (mas del
97%) son sintetizados en el citosol, ya sea en ribosomas que se encuentran libres o en
polisomas que se encuentran adyacentes a la membrana externa mitocondrial. Se ha planteado
que el reclutamiento de ribosomas por la membrana externa sucede exclusivamente para la
sintesis de las proteinas codificadas por los genes provenientes del ancestro premitocondrial
(13).

LA DIVERSIDAD DE LOS GENOMAS MITOCONDRIALES

Los genomas mitocondriales actuales son el resultado de una reduccion del genoma
bacteriano del endosimbionte original, y a pesar de que en principio todos los genomas
mitocondriales son derivados de un mismo ancestro comun,_cada grupo particular de organismos
ha evolucionado de manera distinta. Actualmente los genomas mitocondriales presentan una
gran diversidad en tamafo, organizacion, y complejidad génica. Existen genomas mitocondriales
circulares o lineales; el tamafio puede variar desde un poco menos de 6 kb en Plasmodium
falciparum (14) hasta mas de 2000 kb en algunas plantas cucurbitaceas (15) (Figura 1). Las
diferencias tan notables en los tamafios de las moléculas obedecen fundamentalmente a
diferencias en el contenido de regiones intergénicas no codificantes. Por ejemplo, en plantas,
sélo entre el 10 y el 20 % del ADN mitocondrial (ADNmt) contiene genes estructurales (2), el
resto son regiones intergénicas no codificantes. En contraste, algunos genomas mitocondriales
en protozoarios, mas del 90% de su ADNmt corresponde a genes estructurales.

A pesar de la enorme diversidad de los genomas mitocondriales, en general todos ellos
presentan genes que codifican para ARNs ribosomales (ARNr), ARNs de transferencia (ARNt), un
conjunto variable de proteinas involucradas en la sintesis de proteinas, y un conjunto limitado de
subunidades polipeptidicas de los complejos membranales translocadores de protones de la
fosforilacion oxidativa (FOS-OX) (7). Algunos genomas mitocondriales presentan incluso
variaciones en el cédigo genético universal. Por ejemplo, las mitocondrias de mamiferos
reconocen el codon UGA como codificador del triptofano en lugar de codon de término, y a los
codones AGA y AGG como sefales de terminacion en lugar de codificar una arginina. En las
mitocondrias de algunos hongos, de mamiferos, y de Drosophila, el codon AUU es reconocido
como codificador de metionina en lugar de isoleucina, como sucede en el cddigo genético
universal.
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Cuando pensamos en la complejidad génica y no en el tamafio (es decir, cuando pensamos
en el genoma mitocondrial que contiene el mayor nimero de genes funcionales), nos encontramos
con el ADNmt de 69 kb del protista Reclinomonas americana (16). La mitocondria de este flagelado
se conoce como “la mitocondria que el tiempo olvidd”, ya que la estructura y organizacién de su
genoma se asemeja mucho al de un genoma bacteriano reducido. EI genoma mitocondrial de R.
americana es el que contiene el mayor nimero de genes, los cuales codifican 24 proteinas que
participan en la FOS-OX, y 38 proteinas involucradas en la transcripcién, la traduccion, la
importacién, y la maduracién de proteinas. La comparacién del genoma mitocondrial de R.
americana con el genoma completo de Rickettsia prowazekii (el genoma bacteriano mas
parecido a un genoma mitocondrial) (3) muestran semejanzas tanto en las secuencias como en
la organizacién y disposicién de sus genes.

Vd N
Reclinomonas N\
69.0 Kb [98] ) ]
Arabidopsis
Tetrahymena 366.9 Kb [48]
47.3 Kb [58] T
3
Q
8 B
@
8| Acanthamoeba . Chlamydomonas
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1,111.5 Kb (871) fo) Schizosaccharomyces )
19.4 Kb [34]
Plasmodium a-proteobacteria
\ 5.9 Kb [19] -
Saccharomyces
85.8 Kb [34] J
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Drosophila o Homo
19.5 Kb [37] Caenorhabditis 16.5 Kb [37]
13.7 Kb [36
k [36] -
Animales

Figura 1. Tamario relativo de diversos genomas mitocondriales, comparado al de la bacteria
Rickettsia prowasekii. El tamafio de cada genoma mitocondrial se indica en kilobases (kb), y el
numero de genes codificados entre paréntesis cuadrados. La linea o el circulo, indican si se
trata de un genoma lineal o circular, respectivamente.
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En el otro extremo del espectro de complejidad génica se encuentran los genomas
mitocondriales extremadamente reducidos de los parasitos apicomplejos Plasmodium falciparum y
Theileria parva; el primero corresponde al agente responsable de la malaria, y el segundo, es el
causante de la enfermedad conocida como “fiebre de la Costa del Este” en el ganado vacuno. Estos
ADNmt contienen Unicamente tres genes que codifican para componentes de la cadena respiratoria
cob, cox1, y cox3 (14), que codifican al citocromo b y a las subunidades | y lll de la citocromo ¢
oxidasa respectivamente.

Entre los genomas mitocondriales de tamafio medio, encontramos los ADNmt de
vertebrados y hongos. En mamiferos encontramos un conjunto casi invariable de 13 genes que
codifican para componentes clasicos de la FOS-OX (probablemente los componentes ancestrales,
es decir, aquellas subunidades que se encontraban presentes en los complejos de la bacteria
endosimbionte): nad1, nad2, nad3, nad4, nad4l, nadb, nad6 (subunidades del complejo | o
NADH:ubiquinona oxidorreductasa), cob (el citocromo b del complejo Il o ubiquinol:citocromo ¢
oxidorreductasa), cox1, cox2, cox3 (subunidades del complejo IV o citocromo ¢ oxidasa), atp6, atp8
y atp9 (subunidades de la F{Fo-ATP sintetasa) (17).

INTERNALIZACION EN LA MITOCONDRIA DE LAS PROTEINAS SINTETIZADAS EN EL
CITOPLASMA

Aunque la contribucién del ADNmt es esencial, la mayor parte de la informacion para la
funcién y biogénesis mitocondrial se encuentra en el genoma nuclear. Estos genes, que en el
caso de la levadura se estima en poco mas de 400 (18), son transcritos y eventualmente traducidos
en el citosol. Las proteinas resultantes son posteriormente transportadas al compartimento
mitocondrial. Uno de los requerimientos para la importacion exitosa de la mayoria de proteinas, es la
presencia de un péptido sefal o presecuencia mitocondrial, es decir, una extension polipeptidica en
el extremo amino terminal de la proteina que dirige a la proteina recién sintetizada hacia la
mitocondria. Esta presecuencia es generalmente pequefia (de 20 a 60 residuos de aminoacidos),
capaz de formar una alfa-hélice anfifilica, que puede ser reconocida por la maquinaria de
importacién mitocondrial.

El transito de las proteinas desde el citoplasma hasta su destino final en alguno de los
compartimentos mitocondriales requiere, ademas de las presecuencias mitocondriales,_a
chaperonas citosdlicas y de la matriz mitocondrial, receptores localizados en la superficie
mitocondrial, proteinas que rodean los canales de paso y proteinas de maduracion (19) (Figura
2). La insercidn de las presecuencias en la membrana interna requiere ademas, en la mayoria de
los casos, que la mitocondria esté energizada, es decir, que exista un potencial electroquimico
(AW), probablemente para promover el movimiento electroforético de cargas positivas a través
del aparato importador. Finalmente, una proteasa de la matriz mitocondrial cataliza (MPP) la
remocioén proteolitica de la presecuencia mitocondrial, obteniéndose asi, una proteina madura.
Las proteinas cuya localizacién funcional se restringe a la membrana externa mitocondrial,
suelen no presentar presecuencia. Al ser reconocidas por los receptores mitocondriales de la
membrana externa, son transportadas a su destino final en la membrana externa o en el espacio
intermembranal (20).
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Figura 2. Importacion de proteinas al interior de la mitocondria. En el esquema se muestran
los diferentes compartimentos mitocondriales: ME, membrana externa (arriba); Ml, membrana
interna (abajo); C, citosol; El, espacio intermembranal; M, matriz mitocondrial. Las proteinas
que poseen presecuencia o sefales, interaccionan con la superficie externa mitocondrial a
través de receptores (R). Aquellas proteinas que se localizan en la matriz o membrana interna
se translocan a través de complejos en la membrana interna. En la matriz mitocondrial, estas
porteinas interaccionan con la chaperona mitocondrial (heat shock protein mHSP70) y la
proteasa (MPP). Esta Ultima corta especificamente a las presecuencias o péptido sefal, para
generar a las proteinas maduras; que posteriormente entran en contacto con las proteinas
involucradas en la insercion de proteinas para su correcta localizacién en la membrana
interna. Aquellas proteinas que carecen de presecuencia, pero que putativamente contienen
una secuencia sefal interna (una secuencia de la propia proteina madura), ingresan a través
de un camino distinto sin llegar a la matriz mitocondrial. La importacién de proteinas requiere
la presencia de un gradiente electroquimico (AW) en la membrana interna mitocondrial.

LA MIGRACION DE GENES Y LA EVOLUCION DE LOS GENOMAS MITOCONDRIALES

A partir del conjunto de 1000 genes o mas que debieron encontrarse en el genoma del
ancestro premitocondrial, la tendencia general de la naturaleza ha sido la de reducir el contenido
génico de las mitocondrias. De esta manera, los genomas mitocondriales actuales representan
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solo una fraccién de aquellos genes que estaban presentes en el endosimbionte. La mayor parte
de esta pérdida de material genético debe haber sucedido durante el establecimiento de la
endosimbiosis, y en principio puede ser el resultado de dos fendmenos distintos: i) la eliminacion
de genes no esenciales o redundantes, cuya funcion pudo ser substituida por los genes
nucleares del hospedero, y ii) la exportacion de material genético desde la protomitocondria
hacia el nucleo celular (3,21).

En los ultimos anos el estudio de genes que han cambiado su localizacién del genoma
mitocondrial al nuclear ha permitido identificar pasos intermedios del fenémeno de migracion de
genes. Entre ellos, destacan los resultados obtenidos con los genes: i) cox2, ii) rps12, y iii) rpl2:

i) En el grupo de las plantas leguminosas es posible observar la coexistencia de dos copias
diferentes del gen cox2 (el gen que codifica para la subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa). Se
determind que al menos en cinco géneros de leguminosas el gen cox2 se encuentra presente
tanto en el genoma mitocondrial como en el nuclear, y que ambas copias son transcritas y
editadas (22). También en este grupo de plantas es posible observar pasos intermedios en la
evolucién de la migracién del gen cox2 al nucleo: en el chicharo, una copia del gen se encuentra
en la mitocondria y otra en el nudcleo, sin embargo la copia nuclear no es funcional (ya hubo
migracion, pero no una activacion exitosa). En el caso de la soya, la copia mitocondrial se
encuentra intacta, sin embargo no es posible detectar ningun transcrito en la mitocondria, por lo
que no se trata de un gen activo. En cambio, el gen nuclear si se expresa (migracion,
integracion, y activacion exitosas, seguidas del silenciamiento del gen mitocondrial original). En
el género Dumasia, se observan transcritos tanto del gen cox2 mitocondrial como de su copia
nuclear (coexistencia de dos genes activos provenientes de diferentes compartimentos
celulares). Finalmente, en el caso del frijol mungo, la copia mitocondrial ha sido alterada por
mutaciones y pérdida de algunos de sus fragmentos, de manera que es inactivo y apenas
reconocible, mientras que solo la copia nuclear es activa (migracién exitosa hacia el nucleo con
el gen mitocondrial original en vias de extincion).

ii) El gen rps12 de Oenothera (que codifica a la proteina ribosomal mitocondrial S12) migré al
genoma nuclear y dos terceras partes del gen mitocondrial original han sido eliminadas (23).

iif) En el grupo de las plantas angiospermas se ha identificado que el gen rp/2 (que codifica a la
proteina ribosomal L12) ha sufrido diversas modificaciones, y actualmente se puede encontrar en
cuatro diferentes versiones: a) el gen funcional esta en el ADNmt; b) el gen funcional esta en el
genoma nuclear; c¢) el gen se encuentra fragmentado en dos, la regiéon 5° se encuentra en la
mitocondria y la region 3’ se encuentra en el nucleo; o bien d) el gen se encuentra fragmentado
en dos y ambas regiones se encuentran en el nicleo (24). Estas observaciones indican que la
fragmentacion de genes en dos genes funcionales, es un factor que contribuye a la migracion
geénica.

La migracion de genes desde la mitocondria al nucleo es un proceso que puede dividirse
en varios pasos: en primer lugar, el material genético debe atravesar las membranas
mitocondriales e ingresar al nucleo a través de los poros de la membrana nuclear.
Posteriormente, debe integrarse en el genoma y adquirir elementos de regulaciéon y expresion
nucleares. Después de un cierto periodo durante el cual tanto el gen mitocondrial como la copia
nuclear son funcionales, cualquiera de las dos copias puede ser silenciada y eventualmente
eliminada (Figura 3). Se han estudiado diversos modelos en los que se observan etapas
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intermedias de la relocalizacién, o que nos permite conocer algunos de los patrones que rigen

este fendmeno.
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Figura 3. Migracion de genes mitocondriales al nucleo. La mitocondria (M) y el nucleo (N) se
esquematizan. A) Un gen mitocondrial activo. Todavia no existe una copia del mismo en el
genoma nuclear. B) Una copia del gen mitocondrial migra al nucleo. Si se integra
exitosamente y se activa (adquiriendo una secuencia que codifique una presecuencia
mitocondrial), coexistiran por un tiempo ambos genes expresados. C) Si la expresion del gen
que migro al nucleo fué exitosa, la copia mitocondrial se inactiva, y puede eventualmente
desaparecer (D). E) La integracion del gen migrante en el nicleo no es exitosa y permanece
como un pseudogen, o eventualmente desaparece (F). En este caso el gen original

mitocondrial permanece activo.

a) Salida del material genético mitocondrial

En primer lugar, debe existir una amplia disponibilidad del material genético, ya que en
principio los segmentos de ADN ftransferibles pueden incluir cualquier regiéon del genoma
mitocondrial. Esto se resuelve de manera muy sencilla gracias a la redundancia de organelos: en
general se localizan varias mitocondrias en cada célula y cada mitocondria a su vez, contiene un
namero variable de genomas. Estas dos caracteristicas permiten que exista una fuente continua
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de moléculas de ADN disponibles para migrar. Se ha encontrado que el tamafo de los
fragmentos mitocondriales transferidos al nucleo en varias especies van desde 31 pares de
bases (25) hasta 270 kb (26). Este ultimo valor representa un caso unico, en el cual el 75% del
genoma mitocondrial en Arabidopsis thailana migré y se integré en el nucleo. La relocalizacion
del material genético también puede suceder a partir de transcritos mitocondriales (ARNm) los
cuales deben encontrarse en abundancia. En la migracién mediada por ARNm solo se transfiere
la informacién madura, ya que se eliminan los intrones (27). La migracién de informacién
genética en forma de ARN requerira un paso ulterior de transcripcion reversa, de tal manera que
sea finalmente una molécula de ADN la que se integre en el genoma nuclear.

La migracion del material genético implica su salida de la mitocondria, que podria
suceder a través de rompimientos temporales de las membranas mitocondriales. El escape del
ADNmt también puede suceder a través de la formacidon de una vacuola que contenga un
fragmento de ADN. Algunos estudios citolégicos han mostrado que existen asociaciones fisicas
directas entre las membranas nuclear y mitocondrial (28), las cuales podrian favorecer la
migracion de genes. También se ha relacionado la transferencia de material genético con
factores del medio ambiente que rodea a las células, como cambios en la fuente de carbono
disponible o en la temperatura, los cuales pueden modificar la fluidez de las membranas
mitocondriales (29).

En S. cerevisiae se ha observado que la migracion de genes mitocondriales al nucleo
puede ocurrir durante el transcurso de la vida de un solo organismo, lo que ha permitido realizar
observaciones experimentales directas. En esta levadura, la migraciéon génica es un fenémeno
intracelular dependiente del estado del ADNmt y del estado metabdlico de la célula, pero no de
un intermediario de ARNm. La tasa de escape del ADNmt al nucleo en levadura sucede con una
frecuencia de aproximadamente 5 x 10°® fragmentos por célula por generacién; mientras que la
tasa de migracion inversa, del ADN nuclear hacia la mitocondria, es 100,000 veces menor (29,
30).

Otra forma de migracién de fragmentos del ADNmt hacia el nucleo ocurre en el hongo
Podospora anserina. En este organismo, el envejecimiento celular esta relacionado con la
migracién de genes. Se ha observado que fragmentos discretos de ADNmt son cortados del
genoma y permanecen en el interior de las mitocondrias de individuos senescentes formando
plasmidos que se replican a una velocidad mas acelerada que el resto del genoma mitocondrial.
De esta manera, al final de la etapa de envejecimiento estos vectores constituyen la mayor parte
del material genético presente. Una fraccion de los plasmidos formados migran al nucleo y se
integran al genoma nuclear (30).

Otro caso particular de migracion de genes al nucleo lo presentan las algas cloroficeas,
como Chlamydomonas reinhardtii y Polytomella sp. En la mayoria de los organismos eucariotes,
las tres subunidades mas grandes de la citocromo c oxidasa (COXI, COXIl, COXIIl) se
encuentran codificadas en el ADNmt en los genes correspondientes cox1, cox2, y cox3, y son
sintetizadas en la matriz mitocondrial. En las algas cloroficeas, las subunidades COXIl y COXIII
se encuentran codificadas en el genoma nuclear. Ademas, el gen cox2 de las algas cloroficeas
se escindié en dos genes independientes, denominados cox2a y cox2b (31). El gen cox2a
codifica para la subunidad COXIIA, que corresponde al extremo amino terminal y a la region
hidrofébica (transmembranal) de una subunidad COXII ortodoxa. Por su parte, el gen cox2b
codifica para la proteina COXIIB, equivalente a la porcién soluble, que une al centro diatdmico de
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cobre Cus en una subunidad COXIl tradicional. Se piensa que ambas subunidades son
importadas al interior de la mitocondria y se ensamblan de manera no covalente para formar un
heterodimero estructural y funcionalmente equivalente a la subunidad COXII tradicional (31).
Este es el primer ejemplo en la literatura de un gen mitocondrial que codifica para un
componente de la FOS-OX que fue escindido en dos fragmentos funcionales, los cuales
migraron independientemente y se relocalizaron en diferentes sitios del genoma nuclear.

b) Insercion del material genético mitocondrial en el genoma nuclear

Una vez que un fragmento de ADN ha salido de la mitocondria puede entrar al nucleo
facilmente. Los genes migrantes pueden integrarse en el genoma nuclear a través de varios
mecanismos, que incluyen fusién en los extremos (25), recombinacion homdloga (32) y
recombinacion no homéloga (33). En estos tres mecanismos se ha propuesto que la integracion
de los genes migrantes se lleva a cabo en regiones que no interfieren con la actividad de los
genes nucleares, como en intrones, en regiones adyacentes, o en regiones teloméricas (25). Sin
embargo, como se describe mas adelante, hay excepciones: existen genes mitocondriales que
migraron y se insertaron en los marcos de lectura abiertos de los genes nucleares,
interrumpiéndolos e inactivandolos.

¢) Activacion del gen relocalizado en el nucleo

Una vez que el gen mitocondrial se ha insertado en el genoma nuclear, debe sufrir
ciertas modificaciones para poder expresarse. Estos cambios consisten en la adquisicion de
secuencias que codifiquen para presecuencias mitocondriales, cambios en el uso de codones,
adquisicion de promotoress y de sefales de poliadenilacién. Algunas de estas modificaciones se
discuten a continuacion:

i) Adquisicién de una presecuencia que codifique para un_péptido sefial que le permita a
la proteina ingresar a la mitocondria. La proteina mitocondrial sintetizada en el citosol debe ser
dirigida hacia el interior de la mitocondria. Se ha planteado que las presecuencias mitocondriales
pueden adquirirse: 1) como resultado de un reordenamiento de ADN que coloca, al azar,
presecuencias mitocondriales potenciales en el extremo 5’ de algunos marcos abiertos de lectura
(34); 2) por la modificacion puntual de los extremos amino terminales de algunas proteinas que
pueden generar una secuencia importadora funcional (35); é 3) por un mecanismo de duplicacién
y recombinacion de presecuencias ya existentes (36). Se ha sugerido que cualquier genoma
nuclear contiene un numero de secuencias latentes que podrian funcionar como presecuencias
mitocondriales (37). En otro tipo de experimentos, se hicieron fusiones génicas entre fragmentos
al azar del genoma de Escherichia coli y genes que codifican a proteinas mitocondriales, y se
estudié la importacion de las proteinas quiméricas correspondientes. Se encontré que
aproximadamente un 2.5% de las clonas de E. coli mostraron la capacidad de codificar una
presecuencia capaz de dirigir a las proteinas correspondientes hacia la mitocondria (34). Esto
denota la extrema versatilidad de las presecuencias mitocondriales, las cuales para poder
funcionar, requieren solamente de una estructura secundaria helicoidal, cargada positivamente
anfifilica, aun cuando la estructura primaria esté poco conservada. La estructura anfifilica es
importante para reconocer y unirse a los receptores localizados en la membrana externa
mitocondrial. La carga neta positiva puede ser necesaria para el proceso de importacién a través
de la membrana interna mitocondrial (38). Un caso extraordinario de adquisiciéon de péptido sefal
es el ilustrado por el gen sdh3 de Arabidopsis (que codifica una subunidad de la succinato
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deshidrogenasa) y que migré de la mitocondria al ndcleo, insertdndose en una de las dos copias
del gen hsp70 (que codifica para una chaperona mitocondrial). La insercion del gen sdh3
interrumpié a uno de los dos genes hsp70, inactivandolo, pero manteniendo intacta a la regién
que codifica para la presecuencia de hsp70. De esta manera, el gen migrante sdh3 adquirié una
region preexistente que codifica un péptido sefal que le permite a la proteina SDH3 ingresar a la
mitocondria (39). Otro ejemplo interesante es el del gen mitocondrial migrante rps74 del arroz, el
cual se insertd en un intréon del gen nuclear sdh2, y adquirid6 una regién codificante para
presecuencia mitocondrial por procesamiento alternativo de los ARNm (40). Asi, la misma
presecuencia mitocondrial de la proteina RPS14 funciona tanto para la propia RPS14 como para
la SDH2.

Las presecuencias identificadas en las proteinas mitocondriales COXIIl, COXIIA, ATP6 y
NAD4L codificadas en el nucleo del alga C. reinhardtii (31, 41, 42) son particularmente largas,
de 107, 133, 119 y 143 residuos de aminoacidos respectivamente, y son ricas en alaninas,
prolinas, y en residuos cargados positivamente, especialmente argininas. En S. cerevisiae se ha
observado que la duplicacion de las presecuencias mitocondriales favorece la importacion in vivo
e in vitro de proteinas hidrofébicas a la mitocondria (43), tal vez porque mejora de alguna manera
la interaccién entre el precursor y la maquinaria de importacion (44). Una presecuencia larga
también podria alterar el plegamiento de la proteina como lo hace una chaperona, aumentando
su capacidad de importacion (45). En general, las presecuencias mitocondriales tienen dos sitios
de edicion, y el fendmeno de importacion al interior de la mitocondria involucra a tres regiones
diferentes de la presecuencia: el primer segmento dirige a la proteina hasta la mitocondria; la
segunda seccidn guia a la proteina hasta la matriz mitocondrial, y el tercer segmento lleva a la
proteina hasta la membrana interna mitocondrial (46).

ii) Modificacién del uso de codones — Los cambios en el uso de codones que sufrieron
los genes migrantes son particularmente evidentes en el caso de C. reinhardtii. Esta alga verde
utiliza el codigo genético universal tanto en la mitocondria como en el nicleo, hecho que facilita
la migracion de genes. Sin embargo, el uso preferencial de codones utilizado en el nucleo es
radicalmente distinto al uso de codones mitocondrial. El genoma nuclear tiene un alto contenido
de G + C y por lo tanto los codones mas utilizados son aquellos que presentan una G o una C en
la tercera posicion. Todos los genes que migraron de la mitocondria al nucleo de esta alga verde
(los genes cox3, cox2a, cox2b, atp6 y nad4L), presentan un uso de codones claramente nuclear,
lo que sugiere que una vez integrados en el nucleo, su secuencia original sufri®6 numerosas
modificaciones (31, 41, 42).

Para que una migracién sea exitosa, el gen mitocondrial relocalizado en el genoma
nuclear debe activarse y convertirse en un gen funcional. Si por alguna razén no se llevan a cabo
las modificaciones necesarias para activarlo, el gen puede desaparecer, o bien permanecer en el
genoma nuclear como un pseudogene. En algunos grupos de organismos la migracion de genes
al nucleo y su activacién funcional parece haber cesado en algin momento de la evolucién. Tal
es el caso de los vertebrados, los cuales muestran un contenido génico practicamente constante
(47). Una de las razones por las cuales la migracion de genes mitocondriales al nucleo se ha
detenido en los animales y no en las plantas, podria relacionarse con la diferencia que existe
entre el codigo genético de las mitocondrias animales y el cddigo genético universal que se
emplea en el nucleo celular, ya que en las plantas no existe tal diferencia (48).
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Es interesante hacer notar que existen copias de genes mitocondriales que se localizan
actualmente en los genomas nucleares de los vertebrados en la forma de pseudogenes, y que
podrian sugerir que han existido migraciones no exitosas, en las cuales los genes se integraron,
pero nunca se activaron (o bien se activaron pero sus productos proteicos nunca pudieron
importarse correctamente al interior de la mitocondria, por lo que eventualmente se inactivaron)
(49). En el genoma nuclear de los primates se localizan pseudogenes de cob y en los seres
humanos, se han identificado numerosos pseudogenes de cox? y cox2. Dichas secuencias se
consideran “fésiles moleculares” que representan migraciones al nucleo que no fueron exitosas
(50). La presencia de estos pseudogenes mitocondriales en el genoma nuclear ilustra una vez
mas la tendencia de la mitocondria a exportar su material genético hacia el nucleo.

d) Pérdida del gen original

Durante un periodo probablemente corto, el gen mitocondrial y el gen migrante
establecido en el nucleo deben expresarse simultaneamente. Dependiendo del azar y de la tasa
de mutacién de cada genoma, eventualmente algunas de las dos copias del gen se silenciara y
se eliminara. La eliminacion de un gen es un fendmeno paulatino durante el cual se van
perdiendo y editando fragmentos, hasta que llega un momento en que su transcripcion
desaparece. La inactivacion de los genes también puede suceder por la introducciéon de un
codoén de término en la secuencia nucleotidica (27,36). En cualquier caso, eventualmente el gen
se elimina por completo y desaparece de alguno de los dos genomas (Figura 2).

Como se menciond la tasa de migracion de material genético desde la mitocondria hacia el
nucleo es mucho mayor que en el sentido inverso. Sin embargo, aunque es un fenémeno raro,
existen algunos ejemplos de la adquisicion de genes foraneos por la mitocondria, dos de ellos
son los que se describen a continuacion (51):

i) En el genoma mitocondrial de Arabidopsis thaliana se encuentran 16 secciones que
corresponden a fragmentos de ADN del cloroplasto, fragmentos de genes nucleares,
retrotransposones y secuencias de origen viral. Algunos de los genes contenidos en estos
fragmentos son funcionales, por ejemplo, seis de los genes que codifican a ARNt de origen
cloroplastidico, ahora residen en el genoma mitocondrial.

ii) En el genoma mitocondrial de ciertos corales existe un gen que podria codificar una proteina
involucrada en el proceso de reparacion del ADN (similar a la proteina MutS). Se ha planteado
que este gen es de origen mitocondrial y en algin momento se transfirié al nucleo, donde se
diversifico y origind una familia de seis genes. Finalmente uno de ellos se reintegré al genoma
mitocondrial, donde se localiza actualmente.

Es evidente que la migracién de genes desde la mitocondria hasta el nucleo es un
proceso complejo que requiere de cambios importantes en los genes migrantes. El proceso nos
lleva a postular dos preguntas: i) ;Qué presiones evolutivas favorecen la migracion de genes
mitocondriales al nudcleo? i) ¢Qué ha ocasionado que en los genomas mitocondriales
permanezcan ciertos genes? Actualmente, estas dos preguntas no pueden ser contestadas con
precision, pero algunas ideas nos permiten acercarnos a posibles respuestas.
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¢ QUE FAVORECE LA MIGRACION DE GENES MITOCONDRIALES AL NUCLEO?

Una de las hipotesis planteadas parte del hecho de que en los organelos suceden
reacciones de oxido reduccién que pueden incrementar la tasa de mutacion génica inducida por
la presencia de radicales libres y especies reactivas de oxigeno, por lo que la informacién
genética podria conservarse de mejor manera estando en un ambiente como el nuclear (52). Sin
embargo, esto no es necesariamente cierto para los hongos y las plantas, cuyos genes
nucleares tienen tasas de mutacion mas altas que los mitocondriales (53).

Otra explicacion toma como base el que las mitocondrias se reproducen exclusivamente
de manera asexual. Cuando no existe reproduccion sexual en un grupo de organismos (en este
caso de organelos), no existe recombinacién genética y por lo tanto, la produccion de
mutaciones letales o de pérdidas en el genoma suceden de manera irreversible. Eventualmente
la acumulacién de mutaciones llevaria a la extincion de los organelos. Cuando un gen migra al
nacleo, se mueve de un ambiente predominantemente asexual hacia un genoma con
recombinaciéon sexual. Sin embargo, en organismos como la levadura S. cerevisiae el ADNmt
presenta una alta tasa de recombinacion que puede ser usada como mecanismo de reparacion
de lesiones del genoma mitocondrial (54).

¢QUE FAVORECE QUE CIERTOS GENES PERMANEZCAN EN EL GENOMA
MITOCONDRIAL?

La migracion de genes de los organelos al nucleo es el resultado de un proceso
indispensable para el establecimiento de simbiosis metabdlicas estables. Este fenomeno esta
ampliamente documentado tanto en mitocondrias como en cloroplastos (55). En principio, los
mismos procesos que han hecho que la mayor parte de los genes mitocondriales hayan migrado
al nuacleo deberian estar actuando sobre los genes que aun permanecen en las mitocondrias.
Esto nos puede llevar a concluir que todos los genes mitocondriales deberian eventualmente
migrar hacia el nucleo. Un ejemplo de esta posible migracion total lo representan los
hidrogenosomas (56). Se piensa que estos organelos, presentes en algunos protistas
amitocondriados, se originaron a partir de las mitocondrias. La mayoria de los hidrogenosomas
reportados hasta ahora carecen de material genético, representando un caso extremo de
migracion total; tal vez porque el proceso de fosforilacién oxidativa no existe en estos organelos
y por lo tanto los genes que participan en esta via, y que se encontraban en la mitocondria se
perdieron sin ninguna dificultad. Sin embargo, todas las mitocondrias estudiadas a la fecha
poseen un genoma, y como se menciond, el contenido minimo de genes es mas o menos
conservado entre las diferentes especies.

Existen varias hipétesis acerca de por qué en los genomas mitocondriales se conserva
todavia un conjunto limitado de genes. Una posible explicaciéon ha sido que en las mitocondrias
de algunos organismos se utiliza un cddigo genético diferente al codigo genético que se emplea
en el genoma nuclear. Esta heterogeneidad de lenguajes, podria evitar la expresion de los genes
mitocondriales relocalizados en el nucleo. Sin embargo, esto no explica por qué cierto grupo de
genes permanecio en los genomas mitocondriales durante la migracion masiva de genes hacia el
nucleo, cuando el fendmeno de endosimbiosis apenas comenzaba y no existian diferencias en
los codigos genéticos.
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Otro proceso que también podria detener la migracién de genes mitocondriales al
nacleo, es que algunos genes mitocondriales, especialmente en plantas y en tripanosomatidos,
se han establecido patrones complejos de procesamiento, como la edicion del ARNm, que haria
imposible el procesamiento del gen en un ambiente nuclear. Sin embargo, este problema se
solucionaria si el vehiculo intermediario entre el genoma mitocondrial y el genoma nuclear fuera
la molécula ya editada de ARNm (57).

También se ha planteado que en la mitocondria permanecen aquellos genes cuya
expresion se regula por el estado redox de sus productos o de los acarreadores de electrones
con los cuales interactuan. Esto permitiria que la célula disponga de una localizacién adecuada
del gen que codifica proteinas cuya funcién demanda un control regulatorio rapido, directo e
independiente de otros compartimentos y procesos celulares (52). En esta hipétesis, se asume
que los genomas mitocondriales ya exportaron todos los genes potencialmente exportables.

Otra hipotesis que explica la permanencia de ciertos genes en el ADNmt toma en
consideracion la hidrofobicidad de los productos proteicos correspondientes. Las proteinas
codificadas en los ADNmt son generalmente aquellas que se localizan en la membrana interna
mitocondrial y que se caracterizan por ser altamente hidrofébicas. Se ha propuesto que la
sintesis en el citosol de este tipo de proteinas podria ocasionar que no se dirigieran al
compartimento celular adecuado (por ejemplo, que se insertaran en las membranas del reticulo
endoplasmico en lugar de hacerlo en las mitocondrias). Ademas, al tratarse de polipéptidos
hidrofébicos podria ocurrir que el transporte a través del sistema de membranas mitocondrial
resultara imposible, o bien que los productos proteicos se agregaran irreversiblemente (58). Se
ha propuesto que las proteinas altamente hidrofébicas, no pueden ser importadas correctamente
a la mitocondria (45); por lo que deben ser sintetizadas en el interior del organelo para ser
insertadas a la membrana interna mitocondrial y adquirir la conformacién topolégica necesaria
para su acoplamiento correcto en el complejo respiratorio al que pertenecen. Hay dos ejemplos
de proteinas que se han conservado en los genomas mitocondriales de todos los organismos
caracterizados hasta la fecha: el gen cob que codifica un citocromo tipo b de ocho cruces
transmembranales y el gen cox1 que codifica la subunidad | de la citocromo ¢ oxidasa que tiene
doce cruces transmembranales. Aquellos organismos que poseen complejo | (NADH-ubiquinona
oxidorreductasa), también contienen varios de los genes nad en su genoma mitocondrial (los
genes nad1, nad2, nad3, nad4, na4l y nadb), que codifican para proteinas altamente
hidrofébicas con 3 a 16 cruces transmembranales.

En S. cerevisiae se han realizado estudios in vivo intentando dirigir hacia la mitocondria
construcciones citoplasmicas de longitudes variables del citocromo b; mostrando que la
importabilidad de los polipéptidos no se encuentra forzosamente relacionada al nimero de
cruces transmembranales que posea (45). Estos estudios sugirieron que los parametros criticos
son el promedio maximo de hidrofobicidad de una cadena de entre 60 y 80 residuos de
aminodacidos (mesoH) y la hidrofobicidad maxima de las regiones transmembranales. Estos
valores son indicadores de la facilidad o dificultad con la que una proteina puede ser importada a
la mitocondria. De acuerdo a estos parametros, las proteinas de origen nuclear ATP6, NADA4L,
COXIIl, COXIIA y COXIIB del alga C. reinhardtii tienen una hidrofobicidad reducida que permite
su importaciéon a la mitocondria. Los analisis de hidropatia realizados para las subunidades
COXIll y ATP6 mostraron que la reduccion de la hidrofobicidad sucede preferentemente en
aquellos segmentos transmembranales que no estan involucrados en la funcion de la subunidad
ni en interacciones importantes subunidad-subunidad (31, 42).
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La gran importancia de la disminucién de la hidrofobicidad lo ilustra el caso de la
subunidad COXIl de leguminosas. Todas las leguminosas que exhiben genes cox2 tanto
nucleares como mitocondriales, muestran una hidrofobicidad disminuida en el primer segmento
transmembranal de la proteina COXII codificada en el nucleo con respecto a la codificada en la
mitocondria (es decir, la proteina mitocondrial es siempre mas hidrofébica que la nuclear). Con
técnicas de ingenieria genética, Daley y col. (59) expresaron la COXII mitocondrial con la
presecuencia de la COXII nuclear, y observaron que la proteina mitocondrial no ingresaba a la
mitocondria. Al mutar dos residuos de la primera region transmembranal de la COXII mitocondrial
madura, y substituirla por los aminoacidos (menos hidrofdbicos) de la COXII nuclear, la proteina
ingreso a la mitocondria sin problemas. Por lo tanto, la disminucién de la hidrofobicidad en unos
cuantos residuos criticos, son suficientes para permitir la importacion de una proteina
mitocondrial expresada en el ndcleo que cuente con una presecuencia.

EXPRESION ALOTOPICA DE GENES MITOCONDRIALES Y SU POSIBLE APLICACION EN
TERAPIAS GENICAS MITOCONDRIALES HUMANAS

El genoma mitocondrial humano es una molécula pequeia, circular, de doble cadena
que contiene 37 genes. Veinticuatro de estos genes son parte de la maquinaria de traduccion
mitocondrial (2 ARNr y 22 ARNt) y 13 codifican subunidades de la cadena respiratoria (siete
subunidades del complejo |, una subunidad del complejo lll, tres subunidades del complejo IV y
dos subunidades del complejo V) (17). Las primeras mutaciones patogénicas del genoma
mitocondrial humano, fueron descritas en los trabajos de Holt y col. (60) y de Wallace y col. (61).
Desde entonces, se han descrito mas de cien mutaciones en el genoma humano (62). Desde el
punto de vista genético, estas mutaciones del ADNmt pueden caer en tres categorias: i)
mutaciones en genes que codifican proteinas; i) mutaciones en genes de ARN estructurales
como ARNt y ARNr y que por lo tanto afectan todo el proceso de sintesis de proteinas en el
organelo; y iij) rearreglos del genoma a gran escala como deleciones o duplicaciones. Estas
modificaciones pueden producir diversas condiciones patolégicas (63). Es importante mencionar
que también se han descrito numerosas enfermedades que se producen por el mal
funcionamiento de las mitocondrias pero que involucran genes que se encuentran codificados en
el genoma nuclear (64).

Hasta el momento no existe ningun tipo de terapia para los sindromes mitocondriales,
solamente existen tratamientos paliativos, como mejoras en la dieta, algunas correcciones
quirdrgicas y tratamientos con substituciones de los productos de las vias metabdlicas alteradas,
que pueden a lo mas disminuir los problemas y mejorar la calidad de vida de los pacientes. Una
de las razones que dificultan aun mas este problema médico ha sido la heterogeneidad de cada
uno de los sindromes (64). Se han planteado varias estrategias para desarrollar terapias génicas
que puedan corregir las enfermedades mitocondriales (65). Estas estrategias incluyen el
introducir genes modificados o productos génicos a la mitocondria a través de la maquinaria de
importacion proteica (66); o bien por la inhibicion del ADNmt alterado por complejos de &cidos
nucleicos y proteinas antigenémicas dirigidos a secuencias especificas (67). Otro tipo de terapia
génica consiste en colocar en el nicleo una copia “normal” del gen o genes alterados y dirigir los
productos que se sintetizan en el citoplasma hacia la mitocondria. Esta activacion funcional de
un gen en un compartimento celular diferente a su lugar de origen se conoce como expresion
alotopica. La expresion alotopica de genes mitocondriales ha sido desarrollada con éxito en S.
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cerevisiae para reparar defectos en la madurasa de ARN de la matriz mitocondrial bl4 (68); para
estudiar las funciones de la subunidad ribosomal mitocondrial VARI (69); y para expresar desde
el citosol una subunidad ATP8 funcional (70).

En una aproximacion hacia una posible terapia génica, Manfredi y col. (71) desarrollaron
un modelo de células humanas con mutaciones en el gen mitocondrial atp6 incapaz de sintetizar
ATP. Para poder reparar esta alteracion, se redisefi¢ el gen mitocondrial humano para que
utilizara el cédigo genético universal, se le anadieron dos presecuencias mitocondriales
diferentes (una de 25 residuos de la subunidad 8 de la citocromo ¢ oxidasa y otra de 61 residuos
de una isoforma humana de la subunidad ¢ de la ATPasa) y se insertd la construccién en el
genoma nuclear. En este modelo celular se rescatd la deficiencia en al sintesis de ATP, sin
embargo la eficiencia de importaciéon de la subunidad fué muy baja con cualquiera de las dos
MTSs utilizadas. De igual manera, la expresion heteréloga del gen nuclear atp6 de C. reinhardltii
ha rescatado la deficiencia en la sintesis de ATP en estas células (72). La expresion alotopica de
genes mitocondriales en el ndcleo para propoésitos de terapia génica debe considerar los
cambios apropiados en el uso de codones debido a las diferencias en el cédigo genético entre
ambos genomas, asi como la adicion de una presecuencia mitocondrial capaz de dirigir el
producto peptidico sintetizado hacia la mitocondria. Sin embargo, estos dos elementos mostraron
no ser suficientes para una expresion alotépica eficiente. Tal vez se facilitaria la importacion de
proteinas con la disminucion en la hidrofobicidad promedio de la proteina sintetizada,
principalmente en las regiones transmembranales que no son fundamentales para la funcién de
la proteina. Tomar el ejemplo de C. reinhardtii como base para decidir en qué regiones deberian
hacerse las modificaciones podria facilitar el trabajo, ya que en este organismo la disminucion de
hidrofobicidad se ha hecho de manera natural, manteniendo inalterada la funcién de las
proteinas, a pesar de que los genes que las codifican hayan migrado de un compartimento
celular a otro. Como puede verse, las expectativas de alcanzar el éxito, parecen cada vez mas
cercanas. Asi, la posibilidad de aplicar terapia génica para el tratamiento de los desordenes
mitocondriales podria ser realidad en un futuro cercano.
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RESUMEN

La enzima holocarboxilasa sintetasa (HCS) cataliza la activaciéon, mediante biotinilacion,
de cinco carboxilasas en células humanas. La deficiencia de HCS produce el sindrome
deficiencia multiple de carboxilasas (DMC). Esta enfermedad es potencialmente mortal y se
caracteriza por la deficiencia de la actividad de todas las carboxilasas. La deficiencia de biotina
no solo disminuye la actividad de estas enzimas sino que parece modificar la expresion
genética. EIl objetivo de este trabajo es el describir el mecanismo que utiliza biotina para
modificar la transcripcion de varios genes en células humanas. Los niveles de ARNm de genes
que codifican HCS y carboxilasas fueron cuantificados mediante densitometria de productos de
rtPCR (polimerizacion en cadena por transcripcion reversa) en células humanas estimuladas con
biotina. Se describe la participacion obligatoria de la HCS en la estimulacién transcripcional
dependiente de la vitamina en hepatocitos y fibroblastos humanos. Este resultado es apoyado
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por el hecho que células de pacientes con deficiencia de HCS son incapaces de estimular la
transcripcion al ser expuestas a biotina. Se presenta evidencia que sugiere que el compuesto
biotinil-5"-AMP, la forma activa de la biotina, funciona como un segundo mensajero que activa
una cascada de transduccién de sefiales en la que participan la forma soluble de la enzima
guanilato ciclasa y la proteina cinasa dependiente de GMPc (GMP ciclico). Este sistema de
activacion transcripcional pudiera estar involucrado en el desarrollo de enfermedades
neurolégicas y en malformaciones congénita.

En este trabajo se presenta evidencia de que la cascada de transduccion de sefiales
formada por las enzimas HCS-GCs-PKG regula la expresién de una red de genes en células
humanas. Este sistema de regulacion de la expresién genética esta afectado en pacientes con
deficiencia multiple de carboxilasas o en organismos sujetos a una dieta pobre en biotina.
Nuestras investigaciones sugieren que la regulacion transcripcional mediada por biotina es
diferente en higado y musculo con respecto al cerebro. Es posible que estas diferencias tejido
especificas se deriven de un sistema disefiado para proteger al metabolismo cerebral mediante
la reduccién en el transporte y utilizacion de esta vitamina en higado y masculo durante el ayuno.
La clonacion de promotores de genes activados por biotina permitié identificar dos posibles sitios
involucrados en mediar el efecto de biotina sobre la transcripcion. Estos sitios son reconocidos
por los factores CREB y C/EBP por lo que se especula que la activacion transcripcional por
biotina sea el resultado de una remodelacion de la cromatina en la regién promotora mediante el
reclutamiento de acetilasas de histonas.

Los resultados de este proyecto presentan evidencia que sugiere que errores en el
sistema de regulacién transcripcional dependiente de biotina puede estar relacionado con varias
enfermedades humanas, desde el cancer hasta destruccion de ciertas areas del cerebro. El
descubrimiento de que la biotina actua como un inductor transcripcional en seres humanos abre
un nuevo campo de estudio que permitira entender el porque ciertas enfermedades neuroldgicas
pueden ser tratadas con dosis farmacolégicas de la vitamina o porque la deficiencia de biotina
resulta en una incremento en malformaciones congénitas.

INTRODUCCION

La vitamina hidrosoluble biotina es esencial para el mantenimiento de la homeostasis
metabdlica de todos los organismos. La funcién de esta vitamina es la de ser cofactor de
enzimas conocidas como carboxilasas dependientes de biotina (1). En células humanas existen
cinco carboxilasas; piruvato carboxilasa (PC), propionil-CoA carboxilasa (PCC), metilcrotonil-CoA
carboxilasa y dos formas de acetil-CoA carboxilasa (ACC-1 y ACC-2). Estas enzimas catalizan
reacciones clave en gluconeogénesis, sintesis de acidos grasos y catabolismo de amino 4cidos.

La biotinilacion de carboxilasas es catalizada por la proteina BirA (2,3 en procariontes y
por la holocarboxilasa sintetasa (HCS) (1) en eucariontes. Esta modificacién postraduccional se
lleva a acabo en dos etapas; en la primera, la biotina es activada mediante la hidrdlisis de ATP
prediciéndose el compuesto biotinil-5-AMP (B-AMP) (4,5). En la segunda etapa de la reaccion,
el B-AMP es utilizado para transferir a la biotina, con liberacion de AMP, a un residuo de lisina
especifico, en una regioén altamente conservada en las carboxilasas (6-9).
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La mayor parte de nuestro conocimiento sobre el papel de HCS y biotina en el
metabolismo humano proviene del estudio de la enfermedad deficiencia multiple de carboxilasas
(DMC). La causa de esta enfermedad es la deficiencia en la actividad de la HCS que resulta en
la incapacidad para sintetizar el intermediario de biotinilacion B-AMP y en la disminucién en la
actividad de todas las carboxilasas (10). Los pacientes presentan en las primeras horas de vida
dermatitis periorificial severa, letargia, hipotonia, alopecia cetoacidosis hiperamonemia y
acidemia organica (11). El desequilibrio bioquimico que caracteriza a esta enfermedad conduce
a un estado de coma o incluso la muerte si la enfermedad no es diagnosticada a tiempo.

En todos los casos estudiados la enzima HCS de los pacientes con DMC muestra una
afinidad por biotina 3 a 70 veces menor que los valores de células humanas normales (12,13).
Esta es la razén por la cual todos los sintomas clinicos y la potencialmente mortal interrupcion de
gluconeogénesis, sintesis de acidos grasos y el catabolismo de amino acidos pueden ser
revertidos suministrando a los pacientes dosis farmacoldgicas de biotina.

La clonacion del cDNA (DNA complementario) que codifica a la HCS humano (7)
permitid determinar las bases moleculares de la DMC. Casi todas las mutaciones identificadas
en pacientes afectados estan localizadas en una region de 120 aminoacidos (12,14) y que
muestra una alta homologia con el extremo carboxilo terminal de la proteina BirA (7). El analisis
de las estructuras calculadas para estos dominios revel6 que los cambios observados en la HCS
alteran la conformacion del sitio activo de la HCS lo que resulta en la afinidad diminuida por la
biotina y en la capacidad de los pacientes de recuperarse cuando son tratados con dosis
farmacolégicas de esta vitamina.

Estos resultados parecian haber culminado casi 70 afios de investigacion que
comenzaron con la caracterizacion de la biotina como un factor de crecimiento para levaduras en
1933 (15). Sin embargo, las observaciones publicadas en varios trabajos han puesto a en duda
la profundidad de nuestro conocimiento sobre las funciones de la biotina en células humanas.

A diferencia de la DMC en donde el papel de la biotina ha sido bien caracterizado, en los
ultimos afnos se han publicado una serie de trabajos sobre enfermedades que responden al
tratamiento con biotina y cuya etiologia es desconocida. El origen de estos padecimientos no
esta relacionado a una deficiencia en la actividad de las carboxilasas dependientes de esta
vitamina. La enfermedad de ganglio basal (EGB) se caracteriza por una destruccion de las
cabezas del caudato central y una pérdida parcial del putamen, lo que resulta en encefalopatia
progresiva, vomito, cuadriparesis, cuadriplegia, convulsiones, pérdida del habla y muerte (39).
Los sintomas de EGB, a diferencia de lo que ocurre en la deficiencia de holocarboxilasa
sintetasa, se presentan entre los 3 y los 14 afios de edad y pueden ser revertidos si la
enfermedad se diagnostica a tiempo y los pacientes reciben cantidades farmacoldgicas de la
vitamina por el resto de su vida. En ningun caso estos pacientes han desarrollado una deficiencia
total o parcial de HCS o carboxilasas. La capacidad de la biotina para revertir los sintomas de
pacientes afectados con EGB sin que haya una deficiencia de carboxilasas, sugiere que esta
vitamina pueda estar involucrada en otros procesos celulares al menos en el cerebro.

Esta hipdtesis podria ser fortalecida por el hecho de que animales de laboratorio en
gestacion, a los que se les induce una deficiencia marginal de biotina que no resulta en una
disminucion en la actividad de carboxilasas, muestran una alta incidencia de malformaciones
congénitas como labio y paladar hendido, anencefalia, sindactilia y espina bifida. (16,17). Al igual
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que en el caso de la EGB, no existe hasta el momento un mecanismo molecular que pueda
explicar el origen de la amplia gama de padecimientos que la deficiencia adquirida o genética de
biotina tiene en humanos y animales de laboratorio.

Otras observaciones igualmente interesantes y que podrian conducir a las otras
funciones que tiene la biotina en la célula han sido publicadas recientemente. En estos trabajos
se demuestra que la expresioén o actividad de varias enzimas hepaticas requieren de suministros
adecuados de biotina. La biotina parece aumentar la actividad enzimatica de glucocinasa y la
transcripcion de su gene en ratas in vivo, células beta de pancreas y hepatocitos de rata en
cultivo (18-20). De manera similar, los niveles de ARNm de la enzima 6-fosfofructocinasa se
incrementan en ratas deficientes de biotina después de la administracion peritoneal de la
vitamina (21,22).

Para explicar todas estas observaciones comenzamos una linea de investigacién en la
que proponemos que la biotina actia como un inductor transcripcional en células humanas.
Durante los ultimos tres afos hemos hecho descubrimientos significativos que indican que la
biotina esta involucrada en la regulacion de la expresion genética a través de una cascada de
transduccion de sefiales en la que participan la forma soluble de la enzima guanilato ciclasa
(GCs) y la proteina cinasa dependiente de GMPc (PKG). Una de las contribuciones mas
importantes de este trabajo fué el identificar a la holocarboxilasa sintetasa (HCS) como una
enzima bifuncional que ademas de catalizar la biotinilacion de carboxilasas participa en la
activacion transcripcional dependiente de biotina mediante la sintesis de 5’biotinil-AMP (B-AMP).
En este proyecto se demostré que el B-AMP funciona como un segundo mensajero, que no
habia sido identificado como tal en células humanas, cuya funcion es la de activar a la enzima
GCs. Estos resultados sugieren que el fenotipo que caracteriza a los pacientes con deficiencia
multiple de carboxilasas pueda deberse, al menos en parte, a la modificacion de los patrones de
expresion genética en las células hepaticas de estos individuos.

En este trabajo presentamos también evidencia que indica que la cascada de
transduccion de sefiales no solo es importante en el caso de la enfermedad DMC sino que
también es vital para el correcto funcionamiento del metabolismo cerebral. Al estudiar el efecto
de la deficiencia de biotina en células humanas encontramos una paradoja metabdlica. Al
carecer de esta vitamina las células responden "apagando” los genes que codifican enzimas
involucradas en su transporte y utilizacion en lo que pareceria un suicidio celular. Para
comprender este fendmeno desarrollamos un modelo animal de deficiencia de biotina. Este
modelo nos permitié descubrir que la inhibicion transcripcional de genes involucrados en
gluconeogénesis y sintesis de acidos grasos ocurre en higado, musculo, piel y rifidn. Sin
embargo, en el cerebro de estos animales la transcripcion y la actividad de estas enzimas son
normales. Este descubrimiento nos llevd a proponer que en la deficiencia de biotina los llamados
6rganos periféricos como el higado y masculo muestran un altruismo metabdlico que consiste en
la regulacion negativa de los genes involucrados en el uso de esta vitamina. Este mecanismo
evita que el sistema muscular o el higado, con una masa mucho mayor, se conviertan en
competidores del cerebro por la poca biotina presente en el plasma. La razén de este
complicado sistema de regulacion transcripcional parece estar relacionado con el hecho de que
la enzima piruvato carboxilasa (PC), una enzima dependiente de biotina, suministra a través de
la anaplerosis del ciclo de Krebs un 30% de la energia utilizada por el cerebro.
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En la parte final de este proyecto caracterizamos funcionalmente los promotores de dos
genes activados por biotina. En ensayos de transfeccién se demuestra que el promotor de los
genes de acetil-CoA carboxilasa (ACC-1) y del receptor multivitaminico dependiente de sodio
(SMVT) es activado por cambios en la concentracion de biotina. El analisis de estas regiones
demuestra la presencia de sitios de unién para los factores de transcripcion CREB, C/EBP y AP-
1. Estos factores son responsables del reclutamiento de CBP y p300 proteinas con actividad de
acetilasa de histonas asociadas a zonas transcripcionalmente activas en el DNA. Estos
resultados sugieren que la biotina activa una cascada de transduccién de sefales que al
sefalizar al ndcleo promueve la remodelacion temporal de la cromatina favoreciendo la entrada
de la maquinaria basal de transcripcién.

EFECTO DE LA DEFICIENCIA DE BIOTINA EN LOS NIVELES DE RNAm EN CELULAS
HEPG2

Para establecer un modelo experimental que nos permitiera estudiar el efecto de biotina
sobre la transcripcion genética, utilizamos la linea de hepatoblastoma humano HepG2. En
nuestro estudio, primero determinamos el efecto de desarrollar deficiencia de biotina en los
niveles de RNAm de HCS, PCC, ACC-1 y ACC-2 en células HepG2 cultivadas en un medio libre
de biotina hasta por 15 dias. El RNA total fue aislado en tiempos diferentes y la cantidad de
RNAm fue medido como se describe en la seccibn de Metodologia (Fig. 1a) muestra un
experimento representativo). La deficiencia de biotina resulté en una disminucién gradual en los
de RNAm de HCS, PCC y ACC-1 que alcanzé 17-28% de los niveles iniciales (Fig.1b) a los 15
dias del tratamiento. Los RNAm de ACC-1 y PCC fueron afectados mas rapidamente, mostrando
una disminucion del 60% a los 7 dias mientras que el RNAm de HCS requirié de 11 dias en un
medio libre de biotina para mostrar una reduccién similar (Fig.1b). No se observaron cambios
en los niveles de RNAm de ACC-2 o [3-actina durante la realizacién de este experimento lo que
sugiere que el efecto de la deficiencia de biotina es especifico. Las células HepG2 mostraron
morfologia y crecimiento normal durante los 15 dias de tratamiento en medio sin biotina.
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Figura 1. Efecto de la duracién de la deficiencia de biotina sobre los niveles de ARNm de HCS, ACC-1,
PCC y ACC-2. Panel A muestra un experimento de rtPCR representativo y panel B muestra el resumen
de los experimentos realizados. Los resultados son presentados como la media con error estandar.
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EFECTO DE LA SUPLEMENTACION DE BIOTINA EN LOS NIVELES DE RNAM DE HCS Y
CARBOXILASAS

Para comprobar que la reduccion en los niveles de RNAm es un efecto especifico de la
deficiencia de biotina, incubamos células HepG2 en un medio libre de biotina por 14 dias. Estos
cultivos fueron transferidos a un medio conteniendo biotina 1.0 UM por 2, 6, 12 0 24 h. Aunque
incubaciones cortas con biotina produjeron incrementos importantes en los niveles de ARNm de
HCS (datos no mostrados), fue solo hasta las 24 horas que se observaron niveles de ARNm
comparables a los de células cultivadas en medio de crecimiento normal (Fig.2a y 2b). La
suplementacién de biotina a los medios de crecimiento tuvo un efecto mayor en los RNAm de
ACC-1 y PCC comparado a los niveles iniciales. En el caso de ACC-1, la biotina no solo
restaurd los niveles de su RNAm sino que produjo un aumento del 40% por encima de los
resultados obtenidos en células cultivadas permanentemente en presencia de biotina. De
manera semejante, el RNAm de PCC mostré un incremento de 30% sobre las células control.
Sin embargo, la biotina aumenté los niveles de ARNm solo hasta alcanzar los niveles iniciales.
En contraste con los resultados anteriores, no hubo un cambio significativo en los niveles de
ARNmM de ACC-2 o B-actina después de la estimulacion con biotina (Fig.2a y 2b).
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Figura 2. Efecto de la biotina, GMPc y del inhibidor de la guanilato ciclasa soluble sobre los
niveles de ARNm.

EFECTO DEL GMPc EN LOS NIVELES DE RNAm EN CELULAS DEFICIENTES DE BIOTINA

Para explorar la idea de que la recuperacién en los niveles de ARNm involucra una via
de transduccion de sefales y la participacion de segundos mensajeros, comparamos el efecto de
biotina y GMPc en la recuperacion de los niveles de ARNm de HCS, ACC-1 y PCC. Al estimular
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células HepG2 deficientes de biotina con 8-Br-cGMP (1.0 mM) este tratamiento resulté en el
incremento de los niveles de RNAmM de HCS a los niveles observados en células control. Este
incremento fue comparable al obtenido afadiendo biotina a los cultivos (Fig. 2a y 2b). Los
niveles e ARNm de PCC y ACC-1 aumentaron después de la estimulacion con GMPc 30-35%
por encima de los valores observados en células control (Fig. 2a y 2b). Estos resultados también
fueron idénticos a los observados estimulando a las células HepG2 con biotina. Finalmente, el
tratamiento con 8-Br-cGMP no tuvo efecto alguno sobre el RNAm de ACC-2 o actina (Fig. 2a y
2b). La estimulacion simultanea de células HepG2 con biotina y 8-Br-cGMP no produjo un efecto
aditivo o sinergistico en los niveles de RNAm. El resultado de usar ambos compuestos fueron
idénticos a los obtenidos utilizando cualquiera de ellos por separado (datos no mostrados).

LA FORMA SOLUBLE DE LA ENZIMA GUANILATO CICLASA MEDIA EL EFECTO DE
BIOTINA SOBRE LOS NIVELES DE RNAm

Nuestros resultados sugieren que el segundo mensajero GMPc actua como mediador del
efecto de biotina en los niveles de RNAm de HCS, PCC y ACC-1. Existen dos enzimas que
podrian estar involucradas en el aumento en la concentracion de GMPc en hepatocitos
estimulados con biotina; guanilato ciclasa soluble (GCs) y guanilato ciclasa membranal. Para
distinguir entre estas posibilidades determinamos si la inhibicion de la GCs afecta la
recuperacion dependiente de biotina de los niveles de RNAm. Células HepG2 deficientes de la
vitamina fueron estimuladas con biotina por 24 h en presencia de ODQ un inhibidor especifico de
la GCs como se describe en la seccion de Metodologia (37), y los niveles de ARNm de HCS,
ACC-1 y PCC fueron comparados con los obtenidos en células deficientes de biotina y células
deficientes de biotina estimuladas por 24 h con la vitamina. Como se muestra en el Cuadro 1, la
deficiencia de biotina (Bio Def) redujo los niveles de RNAm de HCS, ACC-1 y PCC a un 34-38%
con respecto a valores de células control. Al anadir biotina al medio (Bio Def + Bio) de nuevo
resulté en la recuperacion de los niveles de ARNm a niveles normales para HCS y por encima de
valores control en el caso de ACC-1 y PCC-1 (Cuadro 1). La incubacion de células HepG2 con
biotina y ODQ (ODQ + Bio) evito la recuperacion dependiente de biotina de los niveles de ARNm
de HCS, ACC-1y PCCA. Los resultados obtenidos cuando la GCs fue inhibida fueron HCS 11%,
ACC-1 36% y PCC 33% (Cuadro 1). Este experimento indica que la GCs esta involucrada
estimular la recuperacion de RNAm por biotina o0 GMPc. Estos datos también confirman que el
RNAmM de ACC-2 parece no ser afectados de una manera significativa por la deficiencia de
biotina o la suplementacion con la vitamina.

LA PROTEINA CINASA DEPENDIENTE DE GMPc ES ESTIMULADA POR LA ACTIVIDAD DE
LA GCs PARTICIPANDO EN EL AUMENTO DE LOS NIVELES DE ARNm DEPENDIENTE DE
BIOTINA

Para determinar si el efecto de biotina ocurre a través de una cinasa dependiente de
GMPc (PKG) (29), se incubaron células HepG2 deficientes de biotina en presencia del inhibidor
de la PKG, Rp-cGMPS (PKGi). Estos experimentos muestran que aunque la estimulacion de
células HepG2 con biotina 1 UM fue suficiente para restaurar los niveles de RNAm a niveles
normales, la incubacion de las células en presencia del inhibidor PKGi limité de manera
importante la recuperacion de los niveles de RNAm (Cuadro, 1).
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LA ACTINOMICINA-D IMPIDE LA RECUPERACION DE LOS NIVELES DE RNAM EN
CELULAS ESTIMULADAS CON BIOTINA.

Para continuar caracterizando el efecto de biotina en los niveles de ARNm investigamos
si este proceso involucra una estimulacién directa de la transcripcion de los genes estudiados.
Células HepG2 deficientes de biotina fueron incubadas durante una hora en presencia de
actinomicina D, inhibidor de la RNA polimerasa Il. Después de este tiempo se afiadié biotina (1
[IM) a la mitad de los cultivos, mientras que los restantes sirvieron como controles de
actinomicina-D. La incubacion de las células continud pro 24 h (Cuadro, 1). Este experimento
muestra que los niveles de RNAm de HCS, ACC-1, ACC-2 y PCC disminuyeron por debajo de
los niveles obtenidos en medio libre de biotina en las células que fueron expuestas a
actinomicina-D. La estimulacion con biotina no aumento los niveles de RNAm en presencia del
inhibidor, siendo estos valores esencialmente idénticos a los controles que solo fueron tratados
con actinomicina-D (Cuadro, 1).

Cuadro.1. Efecto de la inhibicién de la guanilato ciclasa soluble, proteina cinasa dependiente de GMPc y
RNA polimerasa Il en los niveles de ARNm.

Levels Bic Def, % Bic Def + Bio, % 200 + Bio, % FKGi + Bio, % Act D+ bio, %
HCS B +EE0 103 + 987 11+ 0.68 §2 + 251 25+ a0
ACC-1 34 +£1.15 140 = 2.21 36+ 5.0 26 £ 9.53 14 +7.24
PCCA 38 £ 354 120 £ 651 33+ 360 21111 34 +5.03
ACC-2 BE £ B.96 a5 £ 2.31 M MO 19 2.0

EL EFECTO DE BIOTINA SOBRE LOS NIVELES DE RNAm REQUIERE DE LA ACTIVIDAD
DE LA HOLOCARBOXILASAS SINTETASA

Debido a que la biotina es el sustrato de la HCS, investigamos si esta enzima participa
en la recuperacion de los niveles de RNAm en células HepG2 estimuladas con biotina. En este
experimento comparamos el efecto de diferentes concentraciones de biotina en los niveles de
RNAm de HCS, ACC-1 y PCC en fibroblastos normales y fibroblastos de pacientes con
mutaciones en HCS que disminuyen su afinidad por biotina e impiden la formacién del
intermediario B-AMP. Debido a que los resultados obtenidos par los tres RNAm estudiados
fueron similares, decidimos enfocarnos en el estudio del RNAm de la HCS. Dos lineas celulares
mutantes fueron utilizadas, MCD-MK, homocigota para la mutacién R508W, y MCD-VE con las
mutaciones L216R y V363D (16). Experimentos preliminares demostraron que ambas lineas
celulares respondian de manera idéntica a biotina (datos no mostrados). Por esta razén y el
hecho de que las células MCD-MK nos proveian de un trasfondo genético homogéneo,
decidimos utilizar ésta linea celular para estudiar el papel de la HCS en el efecto de biotina sobre
los niveles de RNAm. La Fig. 3 muestra el efecto de diferentes concentraciones de la vitamina
en la recuperacion de los niveles de RNAm de HCS en células MCD-MK deficientes de biotina.
La incubacién de células normales y MCD-MK en un medio libre de biotina por 14 dias redujo los
niveles de RNAm de HCS a un 35% de los valores control en ambos casos. La suplementacién
de los cultivos con biotina 0.01 [JM incrementd los niveles de RNAm a 78% con respecto a los
resultados obtenidos en fibroblastos control. Esta concentracion de biotina no indujo un cambio
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aparente en el RNAm de HCS en células MCD-MK (38%). Al incrementar 10 veces la
concentracién de biotina (0.1 mM) los niveles de RNAm de HCS aumentaron a 87% en
fibroblastos normales y 53% en células MCD-MK. Los niveles de RNAm de HCS en fibroblastos
normales y células MCD-MK mostraron niveles similares solo hasta que la concentracién de
biotina fue incrementada a 1.0 7'M (118% y 93%, respectivamente) (Fig.3).
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Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de biotina sobre los niveles de ARNm de HCS
en células normales y de pacientes con deficiencia multiple de carboxilasas (MCD-MK).

EFECTO DEL GMPc EN LOS NIVELES DEL RNAM DE HCS EN CELULAS NORMALES Y
CELULAS MCD

En esta seccion del estudio investigamos si en la DMC las mutaciones en HCS afectan
también el aumento en los niveles del RNAm en respuesta a GMPc. fibroblastos normales y
celulas MCD-MK fueron estimuladas con diferentes concentraciones de 8-Br-cGMP (0.01 mM,
0.1 mM y 1.0 mM). Ambas lineas celulares no mostraron ningiin cambio en la concentracién de
RNAmM de HCS al ser incubadas con 8-Br-cGMP 0.01mM y 0.1 mM (datos no mostrados). Sin
embargo al estimular las células con 8-Br-cGMP 1.0 mM los niveles de RNAm de HCS se
elevaron a 117% en células normales y 92% en células MCD-MK con respecto a células control.

EL TRANSPORTADOR DE BIOTINA SMVT, ES REGULADO A NIVEL TRANSCRIPCIONAL
POR LA PRESENCIA DE LA VITAMINA

Los resultados anteriores claramente indican que la biotina actiua sobre la expresién
genética en células humanas. Sin embargo, para que la biotina pueda participar como cofactor
de carboxilasas o como inductor transcripcional necesita ser primero internalizada a la célula.
Por resta razoén, y por el hecho de que el transportador de biotina SMVT presenta un punto logico
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de regulacién del metabolismo de la vitamina, determinamos el efecto de su deficiencia sobre los
niveles de ARNm de este gen. Células HepG2 incubadas en un medio deficiente de biotina
mostraron una reduccion del 70% en los niveles de ARNm de SMVT con respecto a células
control (Fig.4.), la especificidad del efecto de la deficiencia de biotina quedd de manifiesto al
estimular a las células con biotina 1.0 M. Este tratamiento fué suficiente para restablecer los
niveles del ARNm de SMVT a valores normales. La expresion de SMVT parece estar bajo el
mismo control transcripcional que los genes de HCS, ACC-1 y PCC ya que el GMPc puede
sustituir a la biotina y el compuesto ODQ, inhibidor de la guanilato ciclasa soluble, previno la
recuperacion de los niveles de ARNm cuando las células fueron estimuladas con biotina en
presencia de este veneno metabdlico (Fig.4.).
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Figura 4. Efecto de biotina, GMPc y GCs, sobre los niveles de ARNm del SMVT en células
humanas.

EN PACIENTES CON DEFICIENCIA MULTIPLE DE CARBOXILASAS HAY UNA
DISMINUCION EN LOS NIVELES DE ARNm DE SMVT

Para determinar si los niveles de ARNm de SMVT estan bajo el control de la actividad de
la HCS estudiamos el efecto de la deficiencia de biotina en células normales y células de
pacientes con DMC. Al incubar estas lineas celulares en un medio deficiente de biotina
registramos una reduccién del 70% en los niveles de ARNm de SMVT en ambos casos. Sin
embargo, al estimular las células con diferentes concentraciones de biotina la respuesta fué muy
diferente. Mientras que biotina 1nM fué suficiente para que células normales incrementaran los
niveles de ARNm a 78% con respecto al control, las células DMC mostraron un incremento
mucho menor (20%). A pesar que la concentracion de la biotina incrementé mil veces, los niveles
de ARNm de SMVT, en células DMC no alcanzé los niveles normales (Fig. 5).
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Figura 5. Efecto de la biotina en los niveles de ARNm de SMVT en células normales y de
pacientes con deficiencia multiple de carboxilasas.

LA DEFICIENCIA DE BIOTINA NO AFECTA LOS NIVELES DE ARNm DE BIOTINIDASA
ENZIMA RESPONSABLE DEL RECICLAMIENTO DE BIOTINA

Los resultados anteriores son dificiles de explicar ya que se esperaria que la célula
respondiera a la deficiencia de biotina sintetizando mas transportador SMVT para maximizar las
oportunidades de satisfacer sus requerimientos en cuanto a esta vitamina. Para tratar de
entender este comportamiento decidimos determinar el efecto de la deficiencia de biotina sobre
los niveles de ARNm de enzimas involucradas en el transporte (SMVT), utilizacion (HCS vy
propionil-CoA carboxilasa, PC) y reciclamiento (biotinidasa) de biotina. Nuevamente, como habia
ocurrido en experimentos anteriores, la deficiencia de biotina resulté en una disminucién de los
niveles de ARNm de HCS, PC y SMVT en fibroblastos normales y en fibroblastos de pacientes
con DMC. Sin embargo, los niveles del ARNm de biotinidasa no fueron afectados (Cuadro 2).
Estos resultados sugieren que la deficiencia de biotina reduce la capacidad de las células para
utilizar la biotina exégena mientras que la capacidad de reciclamiento intracelular permanece
intacta. El hecho de que la biotinidasa no sea afectada transcripcionalmente también indica que
el efecto de biotina es especifico y no el resultado del deterioro metabdlico de la célula que
pudiera afectar la transcripcién genética en general.
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Cuadro 2. Efecto de la biotina sobre niveles de ARNm de enzimas involucradas en el
transporte, utilizacion y reciclamiento de esta vitamina en diferentes lineas celulares humanas.

HepG2 Fibroblastos MCD-MK
normales (HCS deficiente)
Deficientes Deficientes | +Biotina | Deficientes | +Biotina
+Biotina
SMVT 29% 115% 18% 88% 18% 47.2%
HCS 36% 100% 34% 117% 38% 92%
PC 57% 100% 26% 100% 51% 100%
Biotinidasa | 84% 91% 108% 100% 118% 113%
LA REGULACION TRASNCRIPCIONAL MEDIADA POR LA CASCADA HCS-GCS-PKG

MUESTRA ESPECIFICIDAD TISULAR

Para tratar de comprender el papel fisiolégico de la regulacién transcripcional por biotina
desarrollamos un modelo animal de deficiencia de esta vitamina. En esta parte del proyecto
utilizamos ratas tipo Whistar macho adultos alimentados con una dieta deficiente de biotina
durante 8 semanas. Este tiempo es el requerido para que las carboxilasas en el plasma de los
animales disminuyan su actividad a 1%-5% del valor normal. Estos valores enzimaticos son los
que presentan los pacientes con deficiencia multiple de carboxilasas. ElI RNA total se extrajo a
partir de cerebro, musculo, rifidn e higado de estos animales para amplificar mediante rtPCR los
ARNm de HCS, SMVT, PC y bitinidasa. Estos experimentos fueron disenados para explorar la
posibilidad de que la inhibicién en la transcripcién de estos genes por deficiencia de biotina sea
un fendmeno general y no producto del uso de células hepaticas como modelo experimental, en
el caso del modelo animal, la deficiencia de biotina resulté en una marcada disminucién en el
ARNm de SMVT, HCS y la carboxilasa piruvato carboxilasa (PC) en higado y rifién (Cuadro 3).
De manera analoga a los resultados obtenidos en hepatocitos y fibroblastos humanos los niveles
de ARNm de biotinidasa no fueron afectados por la deficiencia de biotina. De manera notable el
cerebro mostro ser un érgano protegido ya que la deficiencia de biotina no afecto los niveles de
ARNmM de ninguno de los genes estudiados (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de biotina sobre niveles de ARNm de enzimas involucradas en la
utilizacién de biotina en 6rganos de rata deficiente de biotina.

Higado Cerebro Rifon
SMVTr 42% 90% 43%
HCSr 55% 94% n.d.
PCr 16.7% 95.6% 41%
Biotinidasa 91% 104% 93%
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LOS PROMOTORES DE ACC-1 Y SMVT CONTIENEN SECUENCIAS QUE SON ACTIVADAS
DURANTE LA ESTIMULACION CELULAR CON BIOTINA

En los experimentos anteriores se demostré que la biotina al ser transformada por la
HCS en B-AMP actia como un inductor transcripcional a través de la estimulacion de una
cascada de transduccion de sefiales localizada en el citoplasma. Sin embargo, desconocemos
como se transmite esa sefial al nucleo celular para activar la transcripcion de genes blanco.
Para caracterizar la parte nuclear de la estimulacién transcripcional por biotina clonamos
fragmentos de DNA genomico en los que presumiblemente se encuentran los promotores de los
genes ACC-1y SMVT. Estos fragmentos fueron subclonados en el vector pGI3 basic (promega)
que contine el gen reportero de luciferasa. Un aumento en la actividad de luciferasa es el
indicador de que los fragmentos gendmicos contienen un promotor funcional. En el caso de la
region promotora de SMVT esta se dividid en tres fragmentos menores a los que se denominé
P1, P2 y P3. Estos experimentos mostraron que uUnicamente el fragmento P2 presenta la
capacidad para dirigir la expresion de luciferasa (Fig.6.). Cuando las células transfectadas con
estos fragmentos fueron estimuladas con biotina la actividad de luciferasa se incrementé en un
100%. EIl promotor de ACC-1 mostré un comportamiento similar pero en este caso la biotina
estimulo casi 200% la actividad de luciferazas con respecto al control (datos no mostrados).
Esto resultados sugieren que el efecto transcripcional de biotina observado en células en cultivo
se reproduce a nivel de promotores. Con el objeto de identificar las regiones en el promotor que
pudieran estar involucradas en el efecto de biotina se analizaron las secuencias gendmicas con
el programa MacVector para identificar todos los posibles sitios de union de factores de
transcripcion presentes en los promotores de ACC-1 y SMVT. Aunque estas regiones son
completamente diferentes en cuanto a su secuencia, en ambas encontramos secuencias
consenso para la union de los factores de transcripcion C/EBP y CREB. La funcionalidad de
estos sitios y su papel en la regulacion transcripcional por biotina sera determinada mediante
ensayos de inmuno-precipitacion de cromatina, mismos que seran descritos al final de esta
seccion.

DISCUSION

Varios estudios han demostrado que la biotina, ademas de actuar como cofactor de
carboxilasas, también modifica la expresion genética a nivel transcripcional y traduccional. La
mayor parte de estos trabajos han sido realizados utilizando proteinas hepaticas de rata.
Estudios recientes han mostrado también que la biotina regula de manera positiva los niveles del
RNAmM de HCS y mantiene el nivel de la menos dos carboxilasas en higado de rata. En este
estudio, hemos examinado el papel de la HCS en la regulacién genética mediada por biotina.
Los resultados demuestran el papel de HCS, cuya funcion es la activacion de biotina a B-AMP y
su transferencia a las carboxilasas, como intermediario en la estimulacion mediada por biotina
de los niveles de RNAm de HCS y carboxilasas en fibroblastos humanos. Este trabajo
demuestra que en fibroblastos y hepatocitos humanos que la estimulaciéon por biotina de los
niveles de RNAm requiere GMPc vy la participacion de la enzima guanilato ciclasa soluble, y la
proteina cinasa dependiente de GMPc.
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Figura 6. Efecto de biotina sobre la actividad del promotor del gen SMVT humano.

El impacto de la deficiencia de biotina en células HepG2 fue una reduccién gradual de los
niveles de RNAm de HCS, ACC-1 y PCC hasta alcanzar un 30% de los niveles iniciales mientras
que el ARNm de la ACC-2 no fue afectado. Las células tuvieron que ser incubadas dos semanas
en un medio libre de biotina para observar los cambios antes mencionados en los niveles de
RNAm. Esto probablemente refleja una lenta excrecion y metabolismo de biotina. La
suplementacion o adicién de biotina resultdé en una recuperacién dramatica de los niveles de
RNAm en 24 horas lo que demuestra que el efecto de biotina es especifico.

La incubacion de células HepG2 in presencia del inhibidor de la RNA polimerasa I,
actinomicina-D por 24 horas redujo los niveles de RNAm por debajo de los niveles observados
en células deficientes de biotina y la vitamina no pudo contrarrestar los efectos de la droga.
Estos resultados sugieren que el efecto de botina es estimular la transcripcién genética, sin
embargo, confirmacion de esta afirmacion requiere del examen directo de la velocidad de
transcripcion para descartar la posibilidad de que la biotina influya en el procesamiento o
estabilidad del RNAm.

Los experimentos realizados en este trabajo presentan evidencias que indican que la
biotina regula los niveles de RNAm a través de una cascada de transduccion de sefales que
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involucra cGMP y PKG (Fig 7). En primer lugar, el GMPc puede reproducir el efecto de biotina
en los niveles de RNAm. En segundo lugar, el uso de ODQ, un inhibidor de la GCs, impide el
efecto de biotina. Tercero, el inhibidor e la PKG (rp-cGMPS), permitié solo una recuperacion
minima de los niveles de RNAm de HCS y carboxilasas.
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Figura 7. Modelo en el que se representa la funcién “clasica” de biotina como cofactor de
carboxilasas y su papel como activador transcripcional.

En nuestra investigaciéon el uso de células de pacientes con DMC fue esencial para
distinguir entre un efecto directo de biotina y uno en el cual la biotina tiene que ser metabolizada
para producir un efecto transcripcional. Las células MCD-MK son homocigotas para la mutacién
R508W, una de las mas frecuentemente encontradas en pacientes con DMC (16, 31, 32).
Células humanas que llevan esta mutacion presentan una baja actividad de todas las
carboxilasas pero han demostrado responder estupendamente a dosis farmacoldgicas biotina
(16). Al incubar células normales y DMC deficientes de biotina con concentraciones diferentes
de la vitamina se demostré que las células mutantes requieren 100 veces mas biotina para
elevar la cantidad de ARNm de HCS a niveles mostrados por células normales. Al comparar la
capacidad de biotina vs GMPc para estimular los niveles de RNAm de HCS en estas lineas
celulares, demostramos la contribucion esencial de HCS en este proceso y el hecho de que el
GMPc se encuentra debajo de la HCS en la cascada de transduccion de senales. El producto
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inmediato de la interaccién de HCS con biotina es la sintesis de B-AMP. Este compuesto es el
sustrato real para la transferencia de biotina a las carboxilasas. En este trabajo sugerimos que el
B-AMP es un buen candidato para ser un segundo mensajero involucrado en los procesos
celulares regulados por biotina.

Un estudio previo a esta investigacion demostré que la deficiencia de biotina en ratas
resulta en la reduccién en los niveles de ARNm de HCS mientras que los ARNm de PC y PCC
no fueron afectados (27). En este estudio mostramos que la deficiencia de biotina en células
humanas HepG2 reduce los niveles de ARNm de HCS, PCC y ACC-1. El comportamiento
diferente del ARNm de PCC en células humanas y ratas deficientes de biotina puede explicarse
por diferencias en las técnicas 6 los modelos utilizados en ambos estudios. Es también posible
que el efecto de biotina sobre las carboxilasas sea especifico de células humanas. Sin embargo,
nuestros resultados parecen ser confirmados por la observacion hecha en pacientes con cancer
de colon. Las células de adenocarcinoma mostraron tener concentraciones mas bajas de biotina
en comparacién con células normales y una reduccion en los niveles de ARNm de PCCA y
PCCB (34). Es posible que en células de cancer de colon el patron de expresion genética ha
sido alterado de manera adicional por la poca disponibilidad de biotina y por la disminucién en la
activacion de la cascada de sefalizacion HCS-GCs-PKG descrita en este estudio.

Uno de los descubrimientos mas interesantes de este estudio es la represion de la
transcripcion del transportador de biotina SMVT en células deficientes. La singularidad de este
resultado es que uno esperaria que ante la deficiencia de biotina la célula respondiera
sintetizando mas SMVT para optimizar las probabilidades de utilizar la poca biotina disponible en
el medio. Esto en principio parece ser contrario al mantenimiento de la homeostasis metabdlica
por lo que decidimos utilizar un modelo animal para descartar que este resultado fuera producto
del modelo utilizado mas que una caracteristica de la regulacion in vivo del SMVT. El modelo
animal mostré también que la deficiencia de biotina resulta en una reduccién de los niveles de
ARNmM de las enzimas involucradas en el transporte y utilizacién de biotina en higado, rifidn y
musculo. Sin embargo los niveles de ARNm no fueron afectados en el cerebro de estos
animales. Para explicar estas observaciones proponemos el siguiente modelo; En la deficiencia
de biotina, debido a una mala alimentacién o al ayuno, hay una reducciéon en la
transcripcion de los genes HCS, SMVT y de las carboxilasas en érganos periféricos. Esto
provocaria una reduccion en el consumo de biotina en musculo, higado, piel y rifién. Estos
6érganos, en el escenario propuesto, tendrian un papel altruista en el metabolismo ya que al
sacrificar su consumo de biotina favorecen que la vitamina remanente en el plasma sea utilizada
por el cerebro. Este mecanismo probablemente este asociado con la imperiosa necesidad de
este 6rgano para mantener activas a las enzimas propionil-CoA carboxilasa y piruvato
carboxilasa ya que en conjunto aportan el 30% de la energia que consume este 6rgano en
forma de intermediarios del ciclo de Krebs. Esta hipotesis es fortalecida por el hecho de que la
PC también participa en la sintesis de neurotransmisores por lo que su papel en el cerebro es
aun mas importante. Es interesante recordar que tanto en células humanas en cultivo como en
el modelo animal los niveles de ARNm de biotinidasa no fueron afectados por la deficiencia o
suplementacion de biotina. Debido a que el papel de la biotinidasa es el reciclar biotina
intracelular durante la degradacién de carboxilasas podemos especular que esta enzima tiene un
papel fundamental en el modelo de proteccion del metabolismo cerebral. Ya que esta enzima no
es afectada por los niveles de biotina es posible que durante la deficiencia de esta vitamina, y al
disminuir el consumo de la vitamina en érganos como el musculo o el higado, la biotinidasa
contribuya a la supervivencia de estos tejidos mediante el reciclamiento de la vitamina
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intracelular (Fig.7), la importancia de la biotinidasa en el mantenimiento metabdlico queda de
manifiesto en pacientes que muestran una deficiente actividad en la actividad de esta enzima.
Los sintomas de esta enfermedad son virtualmente idénticos a los de pacientes con deficiencia
de HCS. Sin embargo, a diferencia de la DMC, la deficiencia de biotinidasa implica dafo
neurolégico y pérdida de la audiciéon por lo que es posible que la actividad de esta enzima sea
particularmente importante para satisfacer los requerimientos de biotina del sistema nervioso. Es
interesante considerar la posibilidad de que la cascada HCS-Gcs-PKG y la biotinidasa estén
detras de los sintomas de pacientes afectados con la enfermedad de ganglio basal en particular
con la destruccion del putamen.

La clonacion de los promotores de ACC-1 y SMVT permitié estudiar los mecanismos de
activaciéon transcripcional a nivel del DNA. Nuestros resultados indican que la respuesta de
estos promotores es idéntica a la observada en células humanas cultivadas en presencia de
biotina. La adicién de biotina en concentraciones fisiolégicas es suficiente para aumentar en un
2100-200% la actividad de estos promotores en células HepG2. Estos resultados validan los
experimentos realizados en células en cultivo y de manera igualmente importante nos proveen
de un modelo experimental con el cual esperamos disecar en detalle cada uno de los
componentes de la maquinaria nuclear responsable de la activacion transcripcional de biotina. El
analisis de las secuencias de los promotores de ACC-1 y SMVT revela una sola caracteristica en
comun, la presencia de varios sitios de union para CREB y C/EBP. Aunque estos sitios aun
deben ser validados experimentalmente, es interesante considerar su posible importancia en los
procesos descritos en este proyecto.

La cascada de transduccién de senales activada por biotina involucra a la enzima PKG.
Esta es una cinasa que al ser activada por GMPc es translocada a nucleo en donde se le ha
asociado a la activacion transcripcional mediante la fosforilacion de factores de transcripcion
como c-Jun. Es interesante considerar que en la activacion transcripcional por biotina PKG
tenga como sustratos a CREB y C/EBP ya que es sabido que estos factores son activados por
fosforilacion catalizada por diversas cinasas. Si este modelo es correcto, la union de CREB vy
C/EBP al promotor de ACC-1 o SMVT resultaria en el reclutamiento de CBP y p300. Estos
factores celulares poseen actividad de acetilasas de histonas misma que se ha asociado a
regiones transcripcionalmente activas del DNA. En este trabajo proponemos que el ultimo paso
en la activacion transcripcional mediada por biotina es la acetilacion de histonas lo que resulta en
una remodelacién transitoria de la estructura de la cromatina en la region promotora permitiendo
el acceso a la maquinaria basal de la transcripcion.

El descubrimiento de que la biotina actia como un inductor transcripcional sugiere que
esta vitamina pudiera ser importante en la regulacion de la expresion de otros genes no
involucrados en el metabolismo de la biotina. Durante afios, varios investigadores y veterinarios
han mostrado que la deficiencia marginal de biotina en animales en gestacion resulta en una
alta incidencia de malformaciones congénitas como labio y paladar hendido, sindactilia,
anencefalia y espina bifida, entre otras (41). En estos animales la actividad de carboxilasas esta
dentro de los limites normales, por lo que es posible que la activacion transcripcional por biotina
podria ser importante en la organogénesis durante el desarrollo embrionario. El efecto
teratogénico de la deficiencia de biotina podria estar relacionado con la capacidad de la enzima
PKG para activar los factores de transcripcion c-Jun y c-Fos (42). Es posible que cuando la
cascada HCS-GCs-PKG no es disparada por deprivacion de la vitamina esto resulte en cambios
en la expresion de genes que dependen de c-Jun y c-Fos para ello.
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En resumen, en este trabajo hemos propuesto que la biotina actia regulando los niveles
de ARNm de varios genes a través de una cascada de transduccién de sefales que esta
formada por la HCS, la forma soluble de la guanilato ciclasa y la proteina cinasa dependiente de
GMPc (GMP ciclico). EIl papel de la HCS en el control de la expresion de los genes que
codifican carboxilasas tiene implicaciones en el tratamiento de la deficiencia mudltiple de
carboxilasas. Es posible que las manifestaciones clinicas y bioquimicas de estos pacientes
reflejan el efecto combinado de una baja afinidad por biotina de la HCS mutante y la
consecuente reduccion en los niveles de ARNm de HCS y carboxilasas. jUn efecto que
resultaria en el deterioro de la salud de estos pacientes. De manera similar, nuestros
experimentos sugieren que la rapida recuperacién de pacientes con DMC 6 de sus células en
cultivo, representa el efecto simultaneo de compensar la baja afinidad de la HCS por la vitamina,
asi como, la elevacién en la concentracién de estas enzimas a través del incremento en los
niveles de sus respectivos ARNm. Los resultados obtenidos en cuanto a la represién
transcripcional en higado y cerebro sugieren que la posibilidad de algunas enfermedades de
etiologia desconocida como la enfermedad de ganglio basal, pudiera estar relacionada a una
falla en el sistema de proteccion del metabolismo cerebral propuesto en este trabajo.

Si este modelo es correcto, la deficiencia de biotina podria tener implicaciones importantes
en el estudio de la nutricién y desarrollo humanos. En estudios recientes realizados en Estados
Unidos, se ha demostrado que casi el 100% de las mujeres embarazadas desarrollan diversos
grados de deficiencia de biotina. La evidencia que presentamos en este trabajo, en cuanto al
papel de biotina como un inductor transcripcional y su posible relacién con malformaciones
congénitas, hacen prioritario el estudio del estatus nutricional de biotina en mujeres
embarazadas en nuestro pais. Es necesario comprender a fondo las diferentes funciones
de la biotina en el metabolismo humano para poder determinar el verdadero riesgo que
representa una dieta pobre en biotina, sobre todo si se toma en cuenta los niveles tan
elevados de desnutricion presentes en México.

MATERIALES Y METODOS

Materiales. Biotina 8-bromoguanosina monofosfato ciclico (8-Br-GMPc), 1-H [1,2,4]oxadazolo-[4,3-a]
quinaxolina-1 uno (ODQ) y actinomicina-D fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO. Rp-8(4-
clorotiofenil)-guanosina-3’, 5’-monofosforotioato ciclico (Rp-8-pCPT-cGMPS) fue obtenido de Biolog, San
Diego, CA. La linea celular humana de hepatoblastoma, HepG2, fue obtenida de la American Type Cell
Collection. Fibroblastos humanos normales y fibroblastos de pacientes con DMC (DMC-MK) y DMC-VE)
fueron donados por el Dr. R. Gravel de la Universidad de Calgary, Alberta, Canada.

Transcripcion reversa-PCR. El ARN total fue aislado a partir de cultivos celulares utilizando el producto
Trizol (Gibco-BRL Life Technology, Heidelberg, Alemania). ElI RNA obtenido fue tratado por 1h a 37°C con
6 U de deoxirribonucleasa libre de ribonucleasa en 100 mM de Tris-HCI, pH 7.5 y 50 mM de MgCl, en
presencia de 2U/ul de inhibidor de RNAsa de placenta. La concentracion de ARN fue determinada por
absorbancia a 260 nm, y la integridad de las muestras de ARN fue confirmada por electroforesis en un gel
de agarosa al 1%. Enseguida, 5 ug de ARN total fueron transformados a ADN complementario (ADNc)
utilizando la enzima transcriptasa reversa Superscript Il (Gibco-BRL) y 0.8 uM de oligonucleétidos,
especificos para cada uno de los genes utilizados. Una reaccion de control sin transcriptasa reversa fue
realizada para cada muestra de ARN para verificar que el producto del PCR subsecuente no fuera resultado
de contaminacion por DNA gendémico. Para la amplificacion por PCR de ADNc, se utilizaron
oligonucledtidos sentido y antisentido para amplificar fragmentos de 200-500pb a partir de RNA. Esto fue
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realizado incubando 1 ul del ADNc obtenido, en un volumen de reaccion de 30 ul (50 mM MgCl, y 10 mM
Tris-HCI, pH 9.0) conteniendo 100 pmol de oligonucleétidos sentido y antisentido y 0.3ul de la enzima taq
Polimerasa (Perkin Elmer). Los oligonucleétidos utilizados fueron los siguientes: HCS:5-CCC GAG CTC
CGT CTC CTG GAT CGG- 3 y 5™~ CCC AAG CCT TTT ACC GCC GTT TGG GGA-3' (Tm=58°C); ACC-1:
5’-GAT GTA CAT CGG CTG AGT GA-3" y 5°-ATC CAT TCA TTA CAT TGA CC-3" (Tm=58°C), ACC-2: 5'-
CCT AAA GGT GAC CCG GAG T-3" Y 5'-AAA AAG CCA CTC ATG ACG TT-3" (Tm=60°C), PCCA: 5'-CCC
CGA TGC CCG GAG GTG GT-3' y 5-TAT TTC CAG CTC CAG AGC AG-3 (Tm=60°C), B-actina: 5-GGG
TCAGAATTC CTATG-3'Y 5 —-GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG-3’ (Tm=58°C).

Densitometria de fluorescencia: Los productos de PCR obtenidos fueron separados en geles de agarosa
al 1% y tefidos con bromuro de etidio. La cantidad de producto de PCR fue determinado por densitometria,
utilizando un analizador de imagenes (Fluor-S-imager, BIORAD, Hercules CA.) El procedimiento fue
validado en estudios previos con productos amplificados por PCR utilizando diferentes concentraciones de
fragmentos de ADNc de HCS, PCCA y B-actina (Dato no mostrado). El nimero de ciclos utilizados por PCR
fue variable para cada uno de los genes. Para asegurar que los experimentos fueran realizados en la fase
exponencial de amplificacion, el numero de ciclos utilizados fueron graficados contra la intensidad de
fluorescencia de la banda obtenida. Para cada experimento, se utilizo6 ARNm del gen constitutivo de (-
actina, como referencia de transcrito celular. Este fue presente a niveles equivalentes en todas las muestras
de ARN (Figs. 1y 2).

Efecto de la deficiencia de biotina en niveles de ARNm. La linea celular HepG2 humana fue mantenida
a 37°C en presencia de 5% de CO2 en 5 ml. de medio alpha-MEM, el cual contiene altos niveles de
glucosa (GIBCO/BRL) suplementado con SFB 10% inactivado por calor, ademas de la presencia de 2 mM
de L-glutamina, 100 unidades/ml de penicilina, y 100 ug/ml de estreptomicina. Para los experimentos
realizados en deficiencia de biotina, las células fueron mantenidas en medio MEM libre de biotina,
suplementado con SFB 10% dializado (Gibco/BRL) con el fin de reducir al maximo los niveles de biotina.
Las células HepG2 fueron cultivadas en este medio aproximadamente por 20 dias. EI RNA total fue extraido
a diferentes tiempos y los niveles de ARNm para HCS, ACC-1, ACC-2, PCCA y B-actina fueron
determinados por densitometria de fluorescencia como se describié anteriormente. Después de 15 dias
mantenidas en medio libre de biotina, los cultivos celulares alcanzaron un 70-80% de confluencia y un
analisis por microscopia mostré morfologia normal en las células.

Efecto de biotina y GMPc sobre los niveles de ARNm en células mantenidas en deficiencia de
biotina. Células HepG2 mantenidas en medio libre de biotina por 15 dias, fueron estimuladas con 1M de
biotina 6 1mM de 8-Br-GMPc, un analogo no hidrolizable de GMPc. Las células fueron cosechadas
después de 2, 6, 12 y 24h y los niveles de ARNm de los diferentes genes fue analizado como se mencion6
anteriormente. Para determinar la participacion de la forma soluble de la guanilato ciclasa (GCs) en los
niveles de ARNm, las células deficientes de biotina fueron tratadas por 3 h con 50 (1M de ODQ, un inhibidor
especifico de la GCs. Después de este tiempo, 1 uM de biotina fue afiadido al medio por 24 h y el efecto
sobre los niveles de ARNm fueron comparados con células deficientes de biotina estimuladas con biotina
en ausencia de ODQ y células mantenidas en medio normal (células control).

Estimulo de biotina sobre los niveles de ARNm después de la inhibicion de la ARN polimerasa Il. Las
células HepG2 deficientes de biotina fueron tratadas con 10 uM de actinomicina-D por 1 h (30). Después de
este tiempo, se afiadio biotina al medio a una concentracion final de 1 uM y el RNA total fue aislado 24 h
después. Los niveles de ARNm fueron comparados con los datos obtenidos de células tratadas con
actinomicina-D en ausencia de biotina y células no tratadas con el inhibidor de la RNA polimerasa |l

Efecto de la inhibicion de la proteina cinasa dependiente de GMPc. Células HepG2 fueron mantenidas
en medio libre de biotina por 15 dias, estas fueron tratadas con 10 uM de Rp-8-pCPT-cGMPS, un inhibidor
especifico de la proteina cinasa dependiente de GMPc (29) por 1 hora. Después de este periodo, 1uM de
biotina (concentracion final) fue afiadido al medio y su crecimiento continud por un total de 24h. ElI ARN total
fue aislado y los niveles de ARNm fue determinado como se describié anteriormente.
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Efecto de biotina y GMPc sobre los niveles de ARNm de HCS en cultivos de fibroblastos. Fibroblastos
normales vy fibroblastos de pacientes con DMC fueron incubados en medio deficiente de biotina por 15 dias.
Las células fueron tratadas con 0.,0.01, 0.1 6 1.0 uM de biotina por 24 hr. El ARN total fue aislado y el nivel
de ARNm de la HCS fue determinado por densitometria de fluorescencia a partir de los productos de rtPCR.
Experimentos similares fueron realizados en estas lineas celulares utilizando 0.01, 0.1 6 1.0 mM 8-Br-
GMPc.

Efecto de la biotina sobre la expresion del transportador multivitaminico dependiente de sodio
(SMVT). Para que la biotina pueda actuar como cofactor de carboxilasas o como inductor transcripcional
debe primero ser transportada al interior de las células. En organismos eucariontes el transportador
multivitaminico dependiente de sodio es el encargado de transportar biotina, acido lipdico y pantotenato.
Para estudiar si la biotina puede regular la expresion se su propio transportador medimos la cantidad de
RNAmM del SMVT en células normales y deficientes de biotina mediante rtPCR como se describid
anteriormente.

Modelo animal de deficiencia de biotina.

Para estudiar el efecto de la deficiencia de botina en diferentes érganos se alimento a ratas Whistar adultas
con una dieta libre de biotina (Harlan U.S.A). Para determinar el grado de deficiencia de biotina se midio la
actividad de piruvato carboxilasa en el plasma cada tercer dia. Cuando la actividad de esta enzima mostré
valores de entre 1% y 5% de los valores normales los animales fueron sacrificados y los 6rganos fueron
colectados y congelados en nitrégeno liquido hasta su procesamiento. ElI RNA de los tejidos fué aislado
mediante homogenizacién con trizol de acuerdo al protocolo sugerido por el fabricante.

Clonacién y caracterizacion funcional de los promotores de ACC-1y SMVT.

Utilizando como referencia la secuencia publicada de ACC-1 y SMVT realizamos una busqueda en los
bancos de datos del genoma humano para localizar la region gendémica que contiene el sitio de inicio de la
transcripcion de estos genes. Fragmentos de 1.0, 3.0 y 5.0 kb de longitud por arriba del sitio de inicio de la
transcripcion fueron amplificados mediante PCR utilizando DNA gendmico como templado. de los genes de
ACC-1 y SMVT. Los fragmentos fueron clonados en el plasmido pG13 (Promega) que contiene el gen
reportero luciferasa. Los vectores fueron transfectados en células HepG2 y la actividad promotora fué
determinada, después de estimular con biotina a estas células, en base a la actividad de luciferasa en
extractos celulares.

Analisis estadistico. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y por lo menos en tres
diferentes ocasiones, utilizando diferentes muestras de ARN para los ensayos de rtPCR. Los resultados
obtenidos de ARNm de células en deficiencia de biotina fueron normalizados con ARNm de B-actina y
expresados como porcentaje de niveles de ARNm observados en células mantenidas en medio deficiente
de biotina. Los datos son presentados como el promedio de tres experimentos diferentes +/- E. S.
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RESUMEN

Se desarrolla el concepto de hipertexto y se analizan algunas de sus posibilidades de
uso y puesta en practica en el contexto de la educacioén superior. Se propone de manera
particular el uso de Atlas T/ como una herramienta que permite construir, alrededor de un
conjunto de documentos, una estructura hipertextual organizada por conceptos o cédigos claves
y notas que conllevan a la reflexion de los estudiantes. Se propone un esquema general para
introducir el Atlas TI como herramienta para apoyar las actividades de aprendizaje y organizacion
de ideas de los alumnos.
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DEFINICIONES DE HIPERTEXTO

El hipertexto existe necesariamente en el espacio informatico, es decir, su soporte o
medio es la computadora. Un ejemplo inmediato son las paginas de Internet que estan
compuestas por informacion en texto e imagenes que pueden a su vez, ser o contener, vinculos
o ligas que conducen a otras paginas con la misma estructura y/o funcionamiento y que pueden
también, remitir a otras paginas, formando asi una estructura sin limites precisos, como las
raices del los arboles, sin un limite fijo de crecimiento. Un elemento fundamental para el
“funcionamiento” de tales paginas es la accion del lector, personaje que mediante “clic’s” del
mouse o raton acciona las ligas y decide el camino a seguir, o lo que es lo mismo, lee el
hipertexto. (Ver Figura 1)
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Figura 1. Internet y sus “paginas” tienen una estructura hipertextual en cuanto recuperan elementos de
“vinculo” o “hipervinculo” y unidades de informacién o lexias representadas por las paginas. El lector define
el camino de la lectura de acuerdo a las posibilidades presentes en las paginas. Se marcan algunos de los
posibles hipervinculos. Las flechas ejemplifican algunas de las posibles rutas que puede construir el lector,

en un hipertexto no todos los vinculos son bidireccionales por lo que en ocasiones no es posible “regresar”
a la pagina de origen.
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Sin embargo, Internet y sus paginas no son en si hipertexto, atendiendo a sus
caracteristicas generales puede considerarse que poseen una estructura hipertextual, -aquella
relacién de vinculos entre paginas, existencia electrénica e informética- sin embargo, el concepto
de hipertexto refiere a caracteristicas mas profundas y complejas que el simplemente hacer
referencias a otros contenidos e informaciones.

La definicion y concepto de hipertexto ha cambiado en el transcurso de los afos, porque
sus posibilidades han dependido del desarrollo tecnoldgico del hardware y del software, sin
embargo sus componentes basicos como lexias y vinculos siguen siendo necesarios para
explicar cualquier hipertexto en cualquier tiempo.

Precisamente con el transcurso del tiempo y los desarrollos tecnoldgicos la explicacion
se ha facilitado al mismo tiempo que se ha complicado, por un lado, existe mayor experiencia
social y cultural con respecto al hipertexto. Un ejemplo de lo anterior se observa en las ya
mencionadas paginas de Internet o los programas multimedia, estos medios de informacion y
comunicacién ofrecen un referente comun a gran cantidad de usuarios y lectores acerca del
hipertexto, pero por otro lado, estas mismas experiencias complican el entendimiento del
concepto ya que, se trasladan las experiencias de navegaciéon y busqueda de informacion de
manera directa a la idea de hipertexto.

A modo de iniciar una conceptualizacion mas profunda del hipertexto, podemos decir que
el hipertexto, se compone de unidades de informacién que se encuentran relacionadas mediante
vinculos, los cuales son activados por el lector en el proceso de consulta o lectura.

EJEMPLOS ANALOGICOS DEL HIPERTEXTO

Es posible encontrar la idea del hipertexto en ejemplos fuera del ambito informatico, un
caso seria el periédico o prensa y las revistas, ambos medios impresos guardan estructuras
similares al hipertexto, se encuentran compuestas por unidades de informacién y es posible
realizar una lectura mediante “saltos” o siguiendo los vinculos que interesen al lector, es decir, no
requieren de una lectura lineal como lo exigen por ejemplo, un libro.

El libro exige una lectura consecutiva en la medida que se reconoce un inicio y un final,
la explicacion por tanto avanza progresivamente y acumulativamente, su desarrollo es lineal, de
ahi la necesidad de respetar el orden del libro. El periédico o la revista tienen una estructura que
hace posible leer de manera fragmentada y/o de manera no lineal, es posible también leer en
profundidad o en amplitud si es que se decide seguir el vinculo que conduce al desarrollo de la
nota 6, si se prefiere el vinculo que conduzca a una nota completamente distinta. (Ver Figura 2)

Otras analogias con respecto al hipertexto las encontramos en la literatura, como
ejemplo la novela de Milorad Pavic, Diccionario jazaro (1), el mismo autor la define como novela
léxico. En esta novela Pavic ofrece la historia de un mismo pueblo de acuerdo a tres distintas
fuentes narrativas: El “Libro Rojo”, proveniente de las fuentes cristianas a cerca de “la cuestion
jazara”, el “Libro Verde” narrativa cuyas fuentes son islamicas, y el “Libro Amarillo” cuyo origen
es judio. Cada uno de los libros contiene en un orden alfabético unidades de informacién o
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lexias, a manera de “diccionario”, de tal forma que es posible comenzar la lectura de la novela en
cualquier libro y en cualquier apartado, no existe un relato lineal de los acontecimientos.

¢

Figura 2. Representacion de una revista o periodico, ambas formas de estructura y acceso a
la informacién tienen elementos comunes como son: no-linealidad, unidades de informacion y
vinculos. La lectura en ambos medios puede hacerse por “partes” —de manera fragmentada-,
la portada presenta vinculos o referencias que de seguirse implica “saltar” a una pagina no
consecutiva, en la mayoria de las ocasiones en este tipo de publicaciones la lectura no se
realiza secuencialmente ya que la informacion se encuentra segmentada.

De manera similar al caso anterior, ocurre con la novela de Julio Cortazar, Rayuela (2),
en este caso, la novela ofrece capitulos cuyos titulos son numeros, y la lectura de la novela se
puede iniciar y terminar en cualquiera de los capitulos; es posible también hacer una lectura
tradicional, es decir de capitulos consecutivos o bien, el mismo autor ofrece distintas
posibilidades de lectura recomendando al final de algunos capitulos el orden de lectura siguiente.

Un aspecto a destacar en los ejemplos literarios anteriores es que, ambos rompen con la
linealidad del libro y con la idea del principio y el final de la narrativa, las historias comienzan al
momento que da comienzo la lectura, y terminan en el momento que el lector abandona la
lectura. Adicionalmente, cada lector construird de acuerdo a su interés un trayecto particular,
distinto al de los otros, por lo que de manera estricta no habria lector que lea la misma novela
pues los capitulos leidos seran distintos; el orden de los mismos y por tanto, también el relato
serian distintos.

Como un dultimo ejemplo podria mencionarse La Biblia cuyas caracteristicas de
organizacion y estructura han sido utilizadas para ejemplificar a la estructura de informacion del
hipertexto. La forma en que se dividen los parrafos se acerca al concepto de lexias, que a este
momento podriamos definirlas como unidades minimas de informacion, y los parrafos o lexias
son a su vez organizados en capitulos, de manera progresiva y general los capitulos son
ordenados en libros, de manera tal que es posible acceder a una informacién especifica de
manera directa.
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Figura 3. Las “secciones” de la Biblia (Libros, Capitulos y versiculos) a manera de
“coordenadas” es posible localizar un fragmento de manera directa.

Los ejemplos mencionados permiten entender que el concepto de hipertexto no carece
de antecedentes socioculturales, es decir, ciertas caracteristicas del hipertexto pueden
encontrarse en obras cuyo medio o soporte no es ni informatico ni hipertextual, sino lineal, tal es
el caso del texto escrito e impreso bajo el formato de libro. Sin embargo, el hipertexto como tal,
requiere de un soporte informatico cuyo funcionamiento sea hipertextual, es decir, el medio de
soporte es parte mismo del hipertexto y éste parte del medio. El hipertexto desde una
perspectiva tedrica puede construirse y analizarse “sin la tecnologia”, sin embargo un hipertexto
en concreto necesariamente implica de manera conjunta, informacién y estructura asi como las
posibilidades de acceso e interaccion del usuario y/o lector.

EL CONCEPTO DE HIPERTEXTO

El término de hipertexto, de acuerdo a Rada (3) esta relacionado al término de
“hyperbolick space” (espacio hiperbdlico), dicho termino habria sido introducido en el afio de
1704 y habria adquirido popularidad hasta el siglo XIX gracias a los trabajos del matematico F.
Klein. Rada menciona que Klein utilizd el término hyperspace (hiperespacio) para describir una
geometria de muchas dimensiones.
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Continuando con el analisis de Rada, el autor vincula la idea de multidimensionalidad
con el concepto de T. Nelson de hipertexto, de esta manera se reconoce que, los procesos
mentales humanos ocurren en espacios multidimencionales y que por tanto, la representacion de
conocimientos se puede dar en la multimensionalidad del texto, es decir en el hipertexto. Debe
decirse que fue T. Nelson quien aplicara el término de hipertexto en 1967.

Si bien el término de hipertexto puede adjudicarse a Nelson, el concepto o idea explicita
de un sistema y estructura de informacion hipertextual surge de Vannevar Bush (4), la formacién
del concepto de Bush se habria dado en el afio de 1935, y en el afio de 1945 que publicado en
un articulo del propio Bush titulado “As We May Think”, en él, se proponia un “dispositivo” o
sistema que permitiera administrar de manera “mecanizada” libros, notas, registros,
comunicaciones, de tal forma que se facilitara el acceso inmediato a toda la informacién
relacionada, de tal manera que este sistema potenciaria y complementaria la memoria humana.

El desarrollo posterior del concepto de hipertexto se encuentra ligado al desarrollo de
sistemas para auforia hipertextual y sistemas que permitieran la interconectividad entre
computadoras, es decir, las redes y, de manera simultanea el soporte para la colaboracion entre
los usuarios. Por una cuestion de espacio y propésito de este documento no seran abordados
cada una de estas experiencias, y se presentara un concepto mas general de hipertexto de
acuerdo a las tendencias dominantes de los actuales sistemas de autoria de hipertextos.

Parece entonces adecuada la definicién de hipertexto propuesta por Horn (4):

“Hipertexto: La existencia de una liga o lugar en cualquier parte de un texto
almacenado en la computadora que vincule dicho documento con otro lugar en el
mismo o diferente texto, el acceso sera rapido y facilitado por botones o cualquier
otra herramienta para una navegacion no-lineal. Sugerido por primera vez por
Vannevar

Bush en 1945 y término’ acufiado por Theodor Nelson en 1965. Primera vez
puesto en practica entre 1962 y 1965 por Douglas Engelbart”.

Actualmente los sistemas incluyen tanto texto como otros tipos de informacién, por lo que
la definiciébn de hipermedia ayudaria a complementar el concepto de hipertexto, nuevamente
Horn (4) propone lo siguiente:

“Hipermedia. una extensién de la idea de hipertexto que incorpora otros
componentes tales como: video, ilustraciones, diagramas, voz y animacion, asi
como imagenes generadas por computadora. Generalmente un autor crea las ligas
o links entre los distintos medios; texto, graficos, diagramas, fotografias, video,
musica, peliculas u otros medios. El autor podria ser el usuario o el aprendiz”.

' La traduccion de la definicién de Horn es abierta y se han hecho notar términos que hoy son parte del
debate a cerca del hipertexto y se han incluido algunos términos mas cercanos a dichos debates, que en la
época de Horn no cobraban popularidad.
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La definicion de hipermedia ofrece al final un elemento de especial interés para el diseno
de hipertextos educativos, en donde se puede jugar el papel del lector, a la vez usuario, pero
sobre todo aprendiz y con la posibilidad adicional de ser también autor de esta herramienta.

Desde una perspectiva mas preocupada por el lector del hipertexto Garcia Aretio (5)
ofrece la siguiente definicién (se han hecho notar con cursivas algunos conceptos fundamentales
sobre las caracteristicas del hipertexto):

“(...)El hipertexto consiste en una red de informaciéon textual con tecnologia
informatica y de naturaleza no secuencial (propia esta de los textos impresos),
obligando al destinatario a desarrollar un pensamiento, también, no lineal. El
hipertexto se basa fundamentalmente en nodos (unidades de informacién y nexos,
enlaces o hipervinculos, unién entre nodos), que al relacionarse, forman una red
que posibilita la navegacion a través de diferentes itinerarios”.

En el mismo sentido Burbule y Callister (6) comentan lo siguiente:

“(...) en la medida en que los sistemas hipertextuales incorporan la posibilidad de
imponer modelos organizadores para la informacion existente, asi como la de
fomentar la capacidad del usuario para imaginar y crear nuevos modelos, el
hipertexto pone en tela de juicio las distinciones absolutas entre acceder al
conocimiento y generarlo”.

Como se observa en la ultima parte de la definicion anterior, se considera que, el lector del
hipertexto tiene la posibilidad de escribir o participar en la construcciéon del mismo, esto
dependera del modelo de hipertexto del que se trate. En algunos casos, el hipertexto podra ser
abierto por lo que todo usuario podria ser lector/escritor. Un modelo distinto a éste, es decir
cerrado, podria reservar la escritura a un solo autor o grupo de autores, restringiendo en este
caso la particiacion de los demas usuarios como solamente lectores. Es posible pensar también
en la produccion de un hipertexto generado a partir de la colaboracién y la multi-autoria que, una
vez concluida, podria pasar a ser un formato abierto o cerrado como los ya mencionados.

ELEMENTOS DEL HIPERTEXTO
Considerando el hipertexto como un “método para crear o acceder al texto no-lineal” (7)
y para fines de analisis, se pueden reconocer en el hipertexto tres elementos: los nodos o lexias,
los vinculos o ligas y el interfaz de navegacion.
Los nodos o lexias, son “nucleos de contenido” (8) o unidades de informacién que podran
contener informacién a manera de texto, informacion grafica o sonora. De acuerdo a Barthes las

lexias pueden ser consideradas también como unidades de lectura (9):

“La lexia comprendera unas veces unas pocas palabras y otras algunas frases,
sera cuestion de comodidad: bastara con que sea el mejor espacio posible donde
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se puedan observar los sentidos; su dimension, determinada empiricamente a ojo,
dependera de la densidad de las connotaciones (...)" (9).

Por tanto, un nodo o lexia sera una “unidad” en cuanto contenga significados suficientes
para dar un sentido y que sea coherente por si misma, es decir sea una unidad de significado.
Por ello, una lexia podria tener la forma de un enunciado, un parrafo o un conjunto de parrafos
cuya significatividad no requiera de ninguna otra lexia.

Con respecto a los vinculos o ligas estos son las relaciones que se establecen entre los
nodos o lexias y que pueden ser establecidas en distintos momentos y bajo distintas
perspectivas. Es posible que los vinculos sean marcados por el autor del hipertexto, o bien por el
lector del mismo, ambos por un criterio semantico (8) o asociativo (7) o como parte de una
estrategia de lectura (10). Ya que, como se ha mencionado, el hipertexto tiene una existencia
informatica, es decir, debe ser soportado por la computadora, la visualizacién, seleccién y
acceso a las lexias requieren de vinculos que necesitan de una activaciéon por parte del lector, de
ahi la necesidad de un interfaz que ponga a disposicion del usuario “una serie de dispositivos,
tanto fisicos como légicos que permiten interactuar de una manera precisa y concreta con un
sistema” (11), es decir con el hipertexto.

Dadas las formas actuales de presentacion del hipertexto puede considerarse que el
interfaz del hipertexto o hipermedia es grafico y cuya activacion se realiza mediante la seleccion
y accién del mouse o de alguna tecla o botdn. El aspecto visual del interfaz facilita comprender o
representar la estructura o contenidos del hipertexto ayudando al lector/usuario a tener el acceso
a la informacién y la recuperacion de esta. Para algunos autores, como el caso de Michel Joyce
(12) el “hipertexto es, antes que nada, una forma visual”. (Ver Figura 4)

EL HIPERTEXTO EN EL CONTEXTO DE LA EDUCACION SUPERIOR

La estructura hipertextual se encuentra implicita en todo software que contenga,
administre o recupere informacién para ser presentada al usuario, de tal forma que sea
comprensible y util precisamente para el usuario/lector/aprendiz. Sin embargo, en lo que
respecta para fines educativos, el que un software cumpla con un “funcionamiento” hipertextual
no basta para provocar de ciertos aprendizajes sobre todo aquellos aprendizajes deseables
curricularmente.

La idea original del hipertexto pretende facilitar la organizacién y acceso a la informacion,
bajo el supuesto de que es la recuperacién de informacién y su disposicion la caracteristica
principal del pensamiento, a partir de ello ciertas perspectivas psicolégicas han buscado explicar
el aprendizaje humano en términos de memoria y asociacién, y recuperacién de conceptos e
informaciones. En aproximaciones de afios mas recientes, se advierte que no necesariamente es
asi, “aunque podemos afirmar que el funcionamiento del hipertexto trata de asemejarse al
funcionamiento de la mente, ello no implica necesariamente lo contrario” (13). Por ello el
implemento del hipertexto como estrategia de ensefianza y aprendizaje requiere de tomar a
consideracion otros elementos mas que la simple elaboracién de documentos hipertextuales.
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Figura 4. Elementos del hipertexto: Interfaz, lexias o nodos, vinculos, todos ellos en conjunto
“hacen” el hipertexto.

La experiencia general de los aprendices con respecto al hipertexto se ubica en un plano
de consulta y lectura, las formas dominantes de hipertexto bajo el nombre de multimedia
interactivos, que no ofrecen estructuras abiertas, han facilitado la consulta, pero no la
colaboracion (14). De manera similar sucede el fendmeno de Internet que juega un papel, en el
cual se permite la consulta y la busqueda de informacion pero dificiimente conforma espacios de
construccion hipertextual en colaboracién, talvez algunos timidos ejemplos podrian observarse
en algunos foros de discusion. El concepto de hipertexto en la experiencia e idea de los usuarios,
dista de aquella idea de ser escritor y lector de manera simultanea ademas de que otros
participen también como escritores y lectores del texto que se construye.

Los usos del hipertexto en la educaciéon son variados y dependeran de la perspectiva
que se asuma acerca de aquello que es: el aprendizaje, la ensefianza, la evaluacién de lo
aprendido, los tipos de contenidos o conocimientos que se pretenden ensefiar y aprender vy, la
aplicacion o uso que se supongan para tales conocimientos y aprendizajes. Mencionadas
solamente algunas de las variables del ambito de la ensefianza y aprendizaje, podra el lector
formarse una idea de lo complejo y extenso que resultaria elaborar una descripcidén o guia de
metodologias y estrategias para el uso del hipertexto sin considerar ademas los ambitos
tematicos y disciplinarios que podrian plantear particularidades a considerar. Adicionalmente a
esto, existe la gran diversidad de herramientas hipertextuales con sus caracteristicas
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particulares. Por ello, se ha recurrido a una perspectiva que ofrece la posibilidad de ordenar y
ubicar el uso de la tecnologia del hipertexto de acuerdo al tipo de aprendizaje que se pretende
provocar y en las estrategias que deberan utilizarse para alcanzar dicho aprendizaje. El enfoque
que se presenta es el de Jonassen, Peck y Wilson (15).

Estos autores presentan una descripcion de las distintas formas en que puede ser
considerada la tecnologia en la promocion de los aprendizajes, esta perspectiva rechaza de
entrada una concepciéon de la tecnologia como medios para la “entrega” de informacién y se
preocupa por un uso de la tecnologia como facilitadoras y provocadoras de los aprendizajes que
permitan la construccion de conocimiento por parte de los aprendices. Los cinco papeles
propuestos para la tecnologia son:

e “Tecnologia como soporte para la construccién del conocimiento. Para representar las
ideas de los aprendices, sus creencias y conocimientos. Para producir de manera
organizada multimedias y bases de datos por parte de los estudiantes.”

e “Tecnologia como soportes para la informacién para la exploraciéon de conocimientos y
para soportar el aprendizaje por construccién. Para acceso a la informacién necesaria,
para comparar perspectivas, creencias y visiones del mundo”.

e “Tecnologia como un contexto y soporte para aprender haciendo. Para representar y
simular de manera significativa problemas reales, situaciones y contextos, para
representar creencias, perspectivas, argumentos e historias de los otros para generar un
espacio seguro y controlado para la generaciéon de problemas modelo y la reflexion de
los aprendices”.

e “Tecnologia como un medio social para soportar el aprendizaje mediante el didlogo. Para
la colaboracién con oftros, la discusion, argumentacién y la construccion de consensos
con los miembros de la comunidad”.

e “Tecnologia como par intelectual. Como soporte del aprendizaje por reflexion: para
ayudar a los aprendices a representar de manera articulada lo que ellos saben, para
reflejar lo que han aprendido y cémo lo han aprendido. Como soporte de la negociacién
de significados y la construccidon de representaciones significativas, para soportar el
aprendizaje significativo.” (15) (Pags. 13y 14)

Si bien estos autores plantean lo anterior en referencia al uso de la tecnologia en general, los
puntos anteriores son validos en lo que respecta al hipertexto y al hipermedia.

Un concepto aun mas especifico para comprender el papel de las tecnologias en el
aprendizaje es el propuesto por Jonassen: herramientas mentales o herramientas cognitivas
(16); este enfoque supone que existen diversas formas de pensamiento que se expresan o
desarrollan en diversas actividades y en las representaciones elaboradas por los propios
estudiantes. Jonassen define de la siguiente forma las herramientas mentales:

“Las herramientas mentales son herramientas computaciones y/o informaticas y
ambientes de aprendizaje que han sido adaptadas o desarrolladas para funcionar
como pares intelectuales del aprendiz, su funcion es la de promover y facilitar el
pensamiento critico y el aprendizaje de tipo superior (...) las herramientas
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mentales son los instrumentos para la amplificaciéon y reorganizacion de las
capacidades cognitivas”. (16, Pags. 9y 10).

Jonassen continua desarrollando su concepto y explica que, las herramientas mentales
como un concepto, “representan un acercamiento constructivista para el uso de la computadoras
y cualquier otra tecnologia, ambiente, o actividad que promueva en los aprendices representar,
manipular o reflexionar acerca de lo que saben (...)". (16, Pag. 10).

Aprender con herramientas mentales requiere por parte del aprendiz una mayor
conciencia de sus propias maneras de aprender y de su propia responsabilidad en el
aprendizaje, exige también una mayor conciencia sobre el dominio del drea de conocimiento
particular, es decir, de los contenidos que se pretenden aprender.

ATLAS TI, UN POSIBILIDAD PARA APRENDER MEDIANTE LA CONSTRUCCION DE
HIPERTEXTO

La elaboracion de hipertexto puede asumirse de distintas maneras, una de las formas
mas recurridas es la elaboracion de paginas de Internet (17), otra manera de concebir la
construccion de hipertexto es mediante la construccion de un hipermedia o multimedia. La
dificultad de estas propuestas se encuentra en que, para el desarrollo de este tipo de proyectos,
se requieren de elementos de programacion y alguna metodologia que permita llevar a cabo el
sistema como un producto terminado. La atencién queda desviada entonces al desarrollo o
incluso al disefio, dichas actividades corresponden a un especialista y no a un maestro o
aprendiz. La atencion del maestro y aprendiz deberia estar centrada en la construcciéon del
conocimiento soportada por tecnologia y mediante el uso de herramientas mentales o cognitivas.
De ahi que la elaboracién de una pagina o sistema no equivale a la construccion de un
hipertexto.

Existen diferentes propuestas de software de autoria hipertextual, algunos enfocados al
desarrollo de obra literaria, algunos otros mas cercanos al desarrollo de sistemas hipertextuales,
y unos mas que permiten la construccion o elaboracion de un discurso hipertextual y que apoyan
la construccion de conocimiento mediante la representacién en estructuras hipertextuales. Es
dentro de esta ultima modalidad, en la que podemos ubicar la herramienta de Atlas TI, sin olvidar
por supuesto su papel como herramienta mental, lo que implica que la atencién se centre en las
actividades de aprendizaje y en el establecimiento de nodos y vinculos y los procesos
metacognitivos2 (18, 19) asi como en una perspectiva de solucién de problemas que se
encuentra implicita en la lectura y elaboracion de hipertexto (20).

El desarrollo de hipertexto mediante el uso de Atlas Tl, requiere de la organizacion de
ideas e informacién (21) para que éstas puedan ser escritas o representadas como contenidos

2 De manera general se puede definir la metacognicién como un proceso que regula las tareas y estrategias
utilizadas por los aprendices en el proceso de aprendizaje, es el conocimiento sobre el conocer. El
metaconocimiento puede ser, aquél que tiene el aprendiz sobre si mismo, conocimiento acerca de la
actividades y técnicas de aprendizaje y el conocimiento a cerca de las estrategias utilizadas para resolver
problemas.
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de los nodos del hipertexto. La organizacién de las ideas permite procesos mas complejos como
son las inferencias, analogias, resolucién de problemas (16) entre otros; Atlas Tl permite hacer
explicita la asociacién de ideas y su organizacion, tanto por su estructura hipertextual que hace
posible la consulta, lectura o modificacion de los nodos asi como por la visualizacién que se tiene
de las relaciones establecidas.

DESCRIPCION DEL ATLAS TI

El Atlas Tl, es una herramienta que permite desarrollar, alrededor de documentos (en
varios formatos como: fotografia, graficos, imagenes, video, audio o texto), una estructura
interrelacionada de notas y reflexiones sobre el andlisis de los documentos seleccionados. Atlas
Tl permite utilizar las interrelaciones entre notas, reflexiones y los documentos para crear ligas o
vinculos entre ellas, es decir, ayuda a elaborar nodos y a vincularlos, construyendo
progresivamente una estructura hipertextual. (Ver Figura 5)

Cabe aclara que la descripcidon que se ofrece se refiere a los procesos y actividades que
se dan lugar en la utilizacion del Atlas T/ en el ambito educativo y no se abordaran aspectos de
“funcionamiento” del software, esto ultimo implicaria la presentacion de un manual de operacion
del software fuera de lugar para las intenciones de este documento, sin embargo Atlas TI, viene
acompafiado por manuales, tutoriales multimedia, presentaciones y demas documentos para su
uso y aprendizaje, adicionalmente en el sitio de Internet se pueden encontrar méas referencias y
documentos de apoyo (www.atlasti.de), para una idea general consultese la Figura 5 en este
capitulo.

Atlas Tl es un software utilizado originalmente para el analisis cualitativo de datos pero
su uso se ha diversificado y es utilizado en una gran variedad de actividades de investigacion
que no guardan relacion directa con la metodologia del analisis cualitativo. Algunos ejemplos de
su uso en distintas areas son: antropologia, educacioén, adquisicion de conocimiento (usos para
el aprendizaje), literatura, sociologia, teologia, criminologia, etnografia, derecho, administracion,
ciencias sociales, linguistica, economia, historia, psicologia y desarrollo de software por
mencionar algunas; existen aplicaciones documentadas de su uso en: medicina, arquitectura,
psicoterapia, artes y edicion de publicaciones, entre otros. Algunos ejemplos y ligas de interés
pueden encontrase en la sitio de Internet del programa. (www.atlasti.de).

La principal caracteristica de Atlas T/ es su hipertextualidad, dicha caracteristica permite
la construccion de analisis de informacion mediante la relacion de distintos textos, imagenes,
video y audio. La relacién gira alrededor de un tema o problema que busca ser comprendido a
partir del analisis de documentos, en ese sentido el hipertexto que se elabora mediante el Atlas
Tl funciona como una herramienta de comprension y de creacién de representaciones de
conocimiento (13).

Los alcances de una herramienta como Atlas Tl estaran determinados, entre muchos
otros factores, por: el contexto de su uso, es decir la tarea y actividades de aprendizaje y si estas
son significativas para los aprendices. También se requiere de ciertas nociones acerca de lo que
es un hipertexto y como funciona, ya que lo que se construye en el Atlas Tl es precisamente eso,
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un hipertexto. Otro factor a considerar es el conocimiento que se tenga sobre el mismo programa
informatico, la capacitacion que tenga con respecto a su uso facilitara otras actividades
directamente ligadas al aprendizaje de los contenidos propuestos. Se ha demostrado que el
conocimiento que se tenga sobre las herramientas de trabajo es crucial para el desempefio de
actividades que requieren de estas (10 y 19).
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Figura 5. Representacion general del funcionamiento del Atlas TI. (A) Es la ventana principal de
ATLAS TI, es el Interfaz que permite, leer/escribir el hipertexto. (B) Es la ventana de “Documentos
Primarios” permite seleccionar y presentar los documentos a analizar. (C) Ventana de Codigos en ella
se muestran las categorias de analisis o conceptos claves, al seleccionarlos muestra los vinculos que
se han establecido con el texto, los segmentos de texto y los “memos” o notas de analisis realizados
por el alumno/usuario. (D) Ventana de “citas” o segmentos de documentos, al accionarlas muestran
fragmentos de los documentos que se consideraron de importancia para el andlisis. (E) Ventana de
“memos” o notas, muestran todo lo escrito por el alumno/usuario, al activarlos se muestran los
“codigos” aplicados, los segmentos de texto. Todas estas ventanas se encuentra vinculadas y su
activacion permite realizar una lectura hipertextual entre todos los elementos.
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Atlas Tl es una herramienta para construir conocimiento y para expresarlo o
representarlo de manera hipertextual, para hacer esto, debe contarse con claridad en los
objetivos y razones para su uso; esto depende en gran parte de la organizacion de las
actividades para alcanzar los objetivos del aprendizaje, éstos ultimos deben ser claros para el
aprendiz pues sera éste, quien establecera estrategias y seleccionara técnicas que podran ser
apoyadas en mayor o menor grado por el Atlas Tl. Como se ha mencionado, la responsabilidad
de aprender recae en el que aprende. Por otra parte, es fundamental, por parte de los docentes
encontrar métodos de evaluacion que tomen en consideracion los trabajos organizados
alrededor de la herramientas, de otro modo el uso del Atlas T/ pareceria artificial e innecesario.

Las razones para utilizar una herramienta para el desarrollo de hipertexto puede
justificarse a partir de variadas investigaciones que demuestran su efectividad para provocar
determinados aprendizajes, de igual forma, existen investigaciones que pondrian evidencias que
tales efectos no siempre son tan positivos para el aprendizaje, entonces, ¢por qué proponer el
uso del hipertexto en la educacion superior?. La respuesta evidentemente no es simple ni total,
pero si se busca una razén podemos dar la siguiente: las nuevas tendencias en la forma de
trabajo, investigacion y representacion del conocimiento implican cada vez mas el uso de las
nuevas tecnologias, el uso de estas va mas alla de una pericia técnica, implican el conocimiento
de nuevas formas de relacion del investigador con su objeto de estudio, nuevas formas de
colaboracién para la construcciéon de conocimiento, nuevas formas de comunicar el conocimiento
e incluso de validarlo, y por supuesto nuevas formas de aprender y explicar lo que se aprende.
De ahi la relevancia y pertinencia de integrar tecnologias como el hipertexto como parte de la
formacién de los estudiantes.

ESTRATEGIAS PARA EL DESARROLLO DE ACTIVIDADES DE APRENDIZAJE UTILIZANDO
ATLAS TI

Se presupone que cualquier tipo de implementaciéon de Atlas Tl implica tanto para
maestro y alumno, el conocimiento operativo del software, por lo cual, antes de cualquier tipo de
actividad, debe contemplarse el aprendizaje de esta herramienta a un nivel descriptivo,
aprendizajes mas profundos y especificos de manejo de Atlas Tl dependeran de las actividades
0 propésitos de ensefianza y aprendizaje en el contexto de un programa educativo de nivel
superior. Debe distinguirse entonces dos objetivos, uno es el que se refiere al aprendizaje de la
herramienta, y el otro que se refiere a los aprendizajes de contenidos del curso que son
facilitados o apoyados mediante el uso de Atlas TI.

Dificilmente podria establecerse una forma uUnica de utilizar el Atlas Tl, su puesta en
practica depende de una gran cantidad de condiciones que van de aspectos profesionales de los
docentes, la materia que se imparte, el area de conocimiento, y hasta condiciones institucionales
de apoyo o infraestructura, por mencionar las mas generales.

Para cerrar este trabajo, se presenta un esquema general para orientar el uso del Atlas
Tl como herramienta mental de apoyo para las actividades de aprendizaje de los alumnos.
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_____________________________________________________________________________________________________________________|

ESQUEMA GENERAL PARA LA INTRODUCCION O USO DEL ATLAS TI EN LAS
ACTIVIDADES Y TAREA DE APRENDIZAJE

1) Se requieren de una o dos sesiones instructivas acerca del uso de Atlas Tl, esta se puede dar
en dos partes, en la primera se explican el funcionamiento de las herramientas basicas, en una
segunda parte mediante la participacion del grupo, se desarrolla un ejemplo.

2) Debe establecerse un proyecto explicito a desarrollarse en Atlas T, para ello se requiere de:

a. Establecer el tema o problematica.

b. Identificar los documentos fuentes validas a utilizar, estos pueden ser: texto, imagenes,
video, audio, fotografia, graficos, tablas y esquemas entre otros.

c. Integrar una unidad hermenéutica minima de trabajo, es decir, los documentos que
seran utilizados.

d. Discutir y establecer las categorias de analisis de los problemas, es decir, los
conceptos claves a desarrollar, que estan presentes en los documentos seleccionados y
que permiten explicar y resolver el problema.

e. Debe considerarse que el trabajo con Atlas Tl permitira producir un documento
hipermedia, deberan establecerse criterios de entrega, presentacion y evaluacién de dicho
documento.

f. Reglamentar el trabajo en equipo, cada usuario debera ingresar al sistema con su
propia clave para que, en caso necesario sea posible conocer los aportes particulares de
cada uno de los integrantes del equipo.

3) En caso de que se considere el uso de Atlas Tl como una metodologia de trabajo durante
todo el curso, podran establecerse subproyectos, cada uno de ellos debera concluirse y podran
integrar un portafolio (22) al final del curso que podra ser utilizado con fines de evaluacién.

A continuacion se presentan algunas preguntas que permiten reflexionar acerca de ciertas
condiciones que deben considerarse si se desea organizar las tareas y actividades con el apoyo
del Atlas TI. Partimos del supuesto que la herramienta de Atlas Tl estaria disponible para
alumnos y profesores.

o El profesor debe tener claro el porqué y para qué de utilizar el Atlas TI, plantearse algunas
de las siguientes preguntas pueden servir para determinar el uso preciso y la finalidad asi
como las condiciones favorables para el uso del software, en ciertas preguntas que requieran
de una respuesta de si 0 no, la respuesta afirmativa indicara que existen mejores condiciones
o posibilidades para el uso de Atlas TI.

o ¢Qué tipos de aprendizaje se pretenden promover?

o ¢Qué tipo de actividades estimulan los aprendizajes que se desean? (¢ busqueda
bibliografica de informacién? ;desarrollo de un proyecto? ¢ soluciéon de problemas?).

o ¢Cual es la mejor forma de evaluar si se han alcanzado los objetivos de
aprendizaje?

o ¢Conoce el docente el uso de la herramienta y la encuentra realmente util para
provocar u organizar los trabajos y actividades y asi estimular el aprendizaje?
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o ¢ el docente ha propuesto de manera explicita el desarrollo de un proyecto que
requiera del uso del Atlas TI?

o ¢Ha orientado al alumno acerca de las fuentes de informaciéon a utilizar en el
desarrollo del proyecto?

o ¢Se han discutido y establecido las principales categorias de analisis a desarrollar
en el Atlas TI?

e El alumno debe tener claro el porqué y el para qué del uso del Atlas Tl. Las preguntas que
se plantean a continuacién permiten establecer las bases para dar comienzo a trabajar con
Atlas TI, existen preguntas que pueden ser contestadas con un si 0 con no, en este caso,
cuando la respuesta sea si las condiciones son mas favorables para el desarrollo de
actividades con el Atlas TI.

o ¢Qué tipo de trabajos seran desarrollados en el Atlas TI?

o ¢Donde y cémo sera utilizado el Atlas T17?

@)

o ¢ El trabajo que desarrolle en Atlas Tl sera considerado para la evaluacion de la
materia?

o ¢Se considera la capacitacion del alumno para el uso del Atlas Tl de tal forma que
pueda concentrarse en las actividades de aprendizaje de la materia y no en los
aspectos técnicos del software?.

o ¢Ha presentado el alumno un proyecto concreto de indagacion o investigacién que
implique el uso del Atlas TI?

o ¢Tiene el alumno los documentos necesarios para analizarlos mediante el Atlas
TI?

o ¢Conoce el alumno las principales categorias de analisis que le permitan
desarrollar su proyecto en Atlas TI?
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