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EDITORIAL

MAS ALLA DE LA SECUENCIACION

El modelo de la estructura tridimensional del DNA
propuesto por Watson y Crick en 1953, permitio
concebir por un lado como es que se transmite la
informacion de generacién en generacion y por
el otro cdmo es que esta informacion se expresa
en cada individuo. Ambos aspectos dependen di-
rectamente de la secuencia de nucledtidos en los
genomas. Por esta razon, era claro que el poder
determinar la secuencia de los acidos nucleicos era
un objetivo légico. Sin embargo la tecnologia de la
época y durante mas de dos décadas tuvo muchas
limitantes. De hecho, dado que no era factible se-
cuenciar grandes cantidades de DNA, mucha de la
informacion inicial se obtuvo de “segunda mano”
usando los métodos de Fred Sanger para deter-
minar la secuencia de residuos de aminodcidos de
las proteinas. A pesar de esto, a cuentagotas se
fueron obteniendo secuencias de DNA que, aunque
cortas, eran notablemente relevantes. Por ejem-
plo, las secuencias de algunos promotores bacte-
rianos y del operador Lac, permitieron comenzar
a intuir cdmo es que ocurren las interacciones
DNA-proteina, fundamentales en la regulacién de
la expresidn génica. Sin embargo, la busqueda del
grial, obtener la secuencia de nucleétidos de genes
y genomas continuaba.

Finalmente con la llegada de las metodologias
de secuenciacién desarrolladas por Fred Sanger y
su grupo, la meta comenzé a vislumbrarse: Ya era
posible secuenciar segmentos relativamente largos
de DNA de manera confiable. Aunque estos mé-
todos tenian algunas limitaciones, se puede decir
gue con el método de Sanger llegamos no sélo a la
etapa del gen sino a la etapa gendmica, ya que de
hecho a finales de los afios setenta del siglo pasado
se secuencio el primer genoma completo (el de
¢X174 / 5,375 pares de bases). Aunque el avance
fue lento, finalmente en 1995 el grupo de Craig
Venter publicé el primer genoma de una bacteria de
vida libre, Hemophilus influenzae, de 1.8 Mb (mega
pares de bases = un millon de pares de bases).
A este primer genoma se unieron muchos otros
y en 2001 se publicaron los primeros borradores
del genoma humano. Los esfuerzos por alcanzar
este logro habian comenzado muchos anos antes
y fueron largos y tortuosos. Por ejemplo, el grupo
Celera utilizé 200 secuenciadores “automaticos”,
gue trabajaron las 24 horas durante tres anos
y completaron la secuencia de cada uno de los

cromosomas humanos. Esto fue mas del doble
del tiempo de lo que le tomd al consorcio publico
concluir su trabajo.

Los avances continuaron y llegaron los proto-
colos llamados de segunda generacién (NGS, Next
Generation Sequencing), que permitieron obtener
millones de nucleétidos secuenciados en cuestion
de horas y ademas los costos se disminuyeron
de manera muy importante. Por supuesto, estos
métodos aumentaron exponencialmente el nime-
ro de secuencias reportadas, por lo que también
fue necesario que la bioinformatica avanzara en
paralelo. Y surgio la metagendmica, que pretende
identificar organismos no cultivables en el labo-
ratorio que son la mayor parte de la poblacion
presente en cualquier ecosistema. A pesar de esto,
en realidad la cantidad de genomas secuenciados
sigue siendo una pequefia fraccion del nimero de
especies, sobre todo unicelulares, que se estima
gue existen. Para la segunda década de este si-
glo llegd la secuenciacién de tercera generacion,
que permite secuenciar de manera corrida hasta
100, 000 pares de bases. Dicho de otro modo, la
secuenciacion ya no es una limitante.

¢Y ahora qué sigue?

Actualmente hemos progresado de tan solo leer a
comenzar a escribir el DNA. La sintesis de DNA no
es nueva, la sintesis quimica de oligonucledtidos
lleva bastante tiempo en escena. Sin embargo,
en la actualidad ya somos capaces de sintetizar
DNA en escala de genomas. El mismo Venter, cuyo
desarrollo de la secuenciacién por fragmentos
(shotgun) y el consecuente ensamblado gendmico
de fragmentos acelero vertiginosamente la posibi-
lidad de secuenciar genomas, ahora habla de que
el visualiza a los genomas como un software o mas
bien como el sistema operativo de una célula y se
ha lanzado a las primeras incursiones del como
hacer un sistema operativo bioldgico mediante la
sintesis de un genoma minimo. Si bien tomé6 como
base a los ya reducidos genomas bacterianos del
género Mycoplasma, fue capaz de tener una estra-
tegia sistematizada para el disefio, sintesis quimica,
ensamblado y trasplante del genoma.

La idea del genoma minimo es atractiva desde
multiples aristas. Desde la gendmica comparativa,
la idea de un genoma minimo lleva a preguntas
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fundamentales, por ejemplo: éQué genes son los
conservados en un grupo bioldgico? ¢Qué man-
tiene la coherencia de un género, de una especie,
a nivel molecular? Para este tipo de preguntas las
respuestas tentativas provienen de multiples disci-
plinas previas a las dmicas, tales como la genética
clasica, la bioguimica, la biologia molecular y en
eras recientes, la gendmica funcional. Estas nos han
proporcionado las herramientas para comenzar a
entender la funcion de los genes.

Resulta curioso que hemos superado una limi-
tante clasica de nuestro proceso de comprension y
ya es rutinario secuenciar genomas bajo la menor
provocacion y que podemos hacerlo en casi cual-
quier laboratorio. Sin embargo, la velocidad a la que
se hacen los experimentos gen por gen no avanza a
la velocidad de la secuenciacion. Desde que Jacques
Monod, Frangois Jacob y Andre Lwoff, galardona-
dos en 1965 con el premio Nobel por su trabajo de
regulacion genética, descubrieron los operones en
la bacteria Escherichia coli, describieron principios
aplicables a toda la vida; se esperaria que en 2017
ya fuéramos capaces de integrar un modelo donde
a partir del genoma de E. coli pudiéramos predecir
su fisiologia, metabolismo, funcién y regulacién de
sus genes. Intentos hay varios, pero estamos limi-
tados al universo de los genes cuya funcién ya esta
descrita y aun nos falta trayecto por recorrer.

Se calcula que en el genoma de E. coli se codi-
fican alrededor de 4,140 proteinas. De estas, aun
quedan 147 proteinas predichas que no estan bien
caracterizadas. Un segundo modelo bacteriano
bien estudiado es, sin duda, Bacillus subtilis. En
este genoma se ubican alrededor de 4,260 genes
que codifican para proteinas, de las cuales 847
son hipotéticas. Hipotéticas es el eufemismo para
disimular el hecho de que no tenemos mucha idea
de para qué sirven. Otras 231 son hipotéticas
sin ninguna secuencia homdéloga en las bases de
datos. Asi, no tenemos idea de un 19.88% de las
funciones de los genes de uno de los organismos
mejor estudiados en la historia. El panorama no
mejora cuando nos movemos fuera de los orga-
nismos modelo. Con las herramientas de genética
y gendmica disponibles, no es dificil encontrar un
30% de genes sin parecido a nada en las bases de
datos de genes y proteinas por cada genoma bac-
teriano nuevo secuenciado. Inclusive en el genoma
“sintético” del Mycoplasma de Venter, con tan solo
473 genes, se incluyen 79 genes que codifican
proteinas (16.70% del genoma) de los cuales no
se tienen evidencia de sus funciones moleculares
fuera de que son esenciales para la célula y mejor
tenerlos incluidos en el genoma sintético.

La secuenciacién va dejando de ser un proble-
ma y ya hay multiples tecnologias maduras para
secuenciar miles de genomas de cualquier tamafio

de forma casi rutinaria y asequible. El futuro des-
pués de la secuenciacion de proxima generacion
y de tercera generacion sera poner a punto las
estrategias de gendmica funcional automatizadas
y de alto desempefio (high throughput); sinteti-
zar de forma automatica los genes que deseamos
estudiar; lograr generar mutantes de pérdida y
ganancia de funcién mediante sistemas de edicidn
gendmica (i.e. CRISPR-Cas9); evaluar fenotipos
con sistemas de monitoreo automatico; analizar
transcriptomas en multiples condiciones; mejorar
sistemas de expresion de proteinas, interacciones
DNA-proteina, proteina-proteina, etc. Se han hecho
avances significativos en temas de automatizacion,
pero todavia seguimos dependiendo de técnicas y
habilidades clasicas de genética, biologia molecular
y bioquimica para entender las funciones mole-
culares codificadas en los genomas. Quiza de la
mano de la automatizacién de procesos de tareas
del laboratorio se podria pensar en la siguiente
generacion y quiza hablar del next generation
phenotype. La tarea pendiente es enorme, pero
nos permitird aventurarnos a tratar de recorrer el
camino desde el genoma hasta el fenotipo y seguir
intentando modelar de forma global el funciona-
miento de células, poblaciones, comunidades y
ecosistemas. Desde un punto de vista muy general,
un genoma es un conjunto de genes. La gendmica
evolutiva permite relacionar genomas donde el
repertorio es parecido pero no idéntico (ademas
de que el orden puede cambiar entre genomas a
veces muy relacionados). Las pérdidas y ganancias
de regiones gendmicas son sumamente comunes
y seguramente juegan un papel importante en la
diferenciacion filogenética.

Vamos, hay mucha vida y trabajo por delante
del post next generation sequencing. Es una épo-
ca emocionante para trabajar donde la genética,
la biologia molecular y la bioquimica tradicionales
siguen siendo el fundamento y donde no debemos
de perder a las preguntas bioldgicas fundamentales
como los actores principales, auxiliadas por todo
el desarrollo tecnoldgico asociado.

Luis David Alcaraz Peraza

Claudia Segal Kischinevzky

Viviana Escobar Sanchez

Luisa Alba Lois

Victor Valdés Lépez

Laboratorio de Biologia Molecular y Gendmica.
Departamento de Biologia Celular.
Facultad de Ciencias.

Universidad Nacional Autdonoma de México.
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LAS NANOPARTICULAS DE PLATA: MECANISMOS DE
ENTRADA, TOXICIDAD Y ESTRES OXIDATIVO*

Elda Maria del Rocio Coutifio!?, Lucerito Avila Lagunes?, Omar Arroyo Helguera?

Instituto de Salud Publica Universidad Veracruzana, Ave. Luis Castelazo S/N CP 91190; 2Facultad de Biologia,
Lomas del Estadio S/N Universidad Veracruzana; 3SESSVER Unidad Inteligencia Epidemiolégica Calle Ernesto
Medina 3 CP 91120. Xalapa, Veracruz México, Correo E: ecoutino@uv.mx; coutinoe@gmail.com

RESUMEN

En las Ultimas décadas, el estudio y la aplicacién de los coloides y las nanoparticulas
(NPs) se ha extendido notablemente en la industria y particularmente en la medicina,
desarrollando la era de la nanotecnologia, con gran relevancia por su biodisponibi-
lidad y sus efectos microbianos. Sin embargo, las propiedades inherentes de las
NPs, especialmente las hechas a partir de metales como la plata (AgNPs), tienen
implicaciones en la salud de las poblaciones, lo cual se evidencia al analizarlas desde
la perspectiva de sus caracteristicas, entre ellas, el tamafio, vias de exposicién, me-
canismos de entrada y principalmente, sus afectaciones en el transporte de electrones
debido a su afinidad con la ubiquinona, asi como en la induccién del estrés oxidativo
y sus efectos téxicos (necroéticos y apoptéticos) e inmunotdxicos. Especialmente,
analizando por una parte el papel del blanco principal de las AgNPs, la ubiquinona,
en la induccién en los marcadores del estrés oxidativo, como la hemo-oxigenasa 1y
los 8 isoprostanos, moléculas involucradas con casi todas las enfermedades crénico-
degenerativas, y por otra el papel reductor de los iones sobre las uniones disulfuro
y la desestabilizacién de las proteinas.

ABSTRACT

In the last few decades, the study and application of colloids and nanoparticles (NPs)
has spread notably in industry and particularly in medicine, developing the era of
nanotechnology, with great relevance for its bioavailability and microbial effects.
However, the inherent properties of NPs, especially those made from metals such as
silver (AgNPs), have implications for the health of populations, which is evidenced
when analyzing them from the perspective of their characteristics, among them, the
Size, pathways of exposure, mechanisms of entry and, mainly, their effects on elec-
tron transport due to its affinity with ubiquinone, as well as the induction of oxidative
stress, and its toxic effects (necrotic and apoptotic) and immunotoxic. Particularly,
analyzing on the one hand the role of the main target of AgNPs, ubiquinone, in inducing
oxidative stress markers such as hemo-oxygenase 1 and 8 isoprostanes, molecules
involved with almost all chronic-degenerative diseases, And on the other the role of
reducing ions on disulfide bonds and the destabilization of proteins.

INTRODUCCION
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absorcion y disponibilidad, registrandose un apogeo

en sus usos, sobre todo en el caso de las nanopar-

El auge de las nanoparticulas (NPs) se debe a su
tamano, forma, estado de aglomeracion, area y car-
ga superficial, lo que les permite ser mas solubles,
asi como tener una mejor difusion, distribucion,

*Recibido: 18 de enero de 2017 Aceptado: 25 de mayo de 2017

ticulas de plata (AgNPs), a las que se ha atribuido
muchos beneficios en la medicina enfocados, prin-
cipalmente, en las enfermedades infecciosas y en el
diagnostico y tratamiento del cancer (1, 2).
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Las AgNPs son particulas microscépicas suspen-
didas en liquido, a través de un estimulo eléctrico
positivo, o bien, de forma pura la plata se encuentra
suspendida en agua desionizada; su tamafo oscila
entre 1 nm y 100 nm aproximadamente. En este
proceso, la plata (Ag) generalmente queda con
carga positiva idnica (Ag*). Actualmente, se utiliza
numerosos compuestos para estabilizar la carga y
el tamafio de las AgNPs, de los cuales dependera
su actividad y toxicidad (3-7).

Los coloides de plata (Pc) estan comprendidos
dentro de las AgNPs y son particulas pequefias sus-
pendidas en un liquido, sin perder sus propiedades
individuales. Las presentaciones de los Pc abarcan
particulas de 15 atomos o menos de plata pura,
(NPs) extremadamente pequefias, ionizadas con
carga eléctrica positiva y estabilizadas a base de
proteinas como la albumina o la gelatina vegetal
en la Pc comercial utilizada como desinfectante por
su gran actividad antimicrobiana. Sin embargo, en
calidad de coloide se ha propuesto que puede com-
portarse como un antigeno xenobidtico y disruptor
hormonal alterando los mecanismos de defensa y
hormonales; por lo tanto, representa un riesgo para
la salud, ademas de los efectos inmunotodxicos y
genotoxicos que tenga (8). Estos efectos tdxicos
dependen no solo de las propiedades inherentes
de las AgNPs, sino que estan asociados con las
vias de exposicion, asi como con los mecanismos
de absorcion, transporte, distribucion y entrada en
las células.

Efectos antimicrobianos de las AgNPs

El auge en el uso de las AgNPs se debe a su potente
actividad microbicida y a las ventajas conferidas
a ellas tanto por su tamafio como por su facilidad
para entrar a las células, transitar a través de
vasos sanguineos, traspasar la barrera hemato-
encefalica y alcanzar sitios donde los compuestos
convencionales no llegan. Sin embargo, esta par-
ticularidad debe ser manejada con cuidado debido
a los posibles efectos toxicos que conlleva y que
se analizara a lo largo del trabajo.

El uso de la Pc comercial en México se popularizd
a partir de los noventas, por su fuerte actividad
antimicrobiana y desinfectante (5). Existen varias
presentaciones comerciales (Biopur, Mycrodyn,
Silverdin, Cromin, entre otras) no obstante, la
actividad microbicida se limita al grado de con-
taminacion en las muestras. Trabajos anteriores
realizados en 2004 demostraron que el solo la-
vado previo de las lechugas reduce el nimero de
bacterias de igual manera que al emplear Pc en
cualquier presentacién en muestras no lavadas. La
efectividad en la reduccién bacteriana aumenté en

Coutifio R, Avila Lagunes L, Arroyo Helguera O

muestras previamente lavadas (9), por lo tanto, su
uso debe evaluarse en funcion del costo-beneficio
por sus repercusiones en la salud.

Las AgNPs tienen un gran efecto microbicida
en bacterias Gram negativas y positivas, e incluso
inhiben la etapa de fusion del virus de inmunode-
ficiencia humana tipo 1 (VIH-1) en la célula y con
ello evitan la infeccion en los cultivos celulares (5,
10, 11).

Mecanismos antimicrobianos y toxicos de las
AgNPs

La accién microbicida y el resultado toxico de las
nanoparticulas de plata se deben a su actuacion
como metal, ion o NPs (7). Su efecto antimicro-
biano se relaciona con varios procesos bioldgicos,
entre ellos, la generacion de especies de oxigeno
reactivas (EROS) y la induccidn de estrés oxidativo
(EO), por el desacoplamiento del transporte de
electrones y la desactivaciéon de enzimas, parti-
cularmente a causa de la desnaturalizacion de los
enlaces disulfuro de las proteinas bacterianas, que
conduce a la muerte celular (5, 12-16).

En las bacterias, como en las células eucariotas,
el blanco principal para su toxicidad es la altera-
cion de la pared celular y de la membrana celular
bacteriana, inhibiendo los procesos de respiracion
e interactuando con el azufre que contiene la
membrana bacteriana y con los grupos fosfatos
del DNA. Asi, se impide la replicacidon y se inacti-
va la enzima fosfo-manosa isomerasa encargada
de catalizar la conversion de manosa-6-fosfato a
fructuosa-6-fosfato, intermediario de la glucdlisis,
por una via comun en bacterias para llevar a cabo
el catabolismo de azlcar (17-19).

No obstante, el mecanismo detonante de la to-
xicidad en las bacterias se debe a su interferencia
con la ubiquinona o coenzima Q que en la mitocon-
dria participa en el proceso respiratorio (20). La
coenzima Q en las membranas, tiene una funcion
antioxidante, de forma directa, contra la formacién
de lipoperdxidos o de manera indirecta, a través
del reciclado de otros antioxidantes lipidicos como
la vitamina D. La consecuencia del efecto de la
Ag* sobre la ubiquinona es el desacoplamiento del
transporte idnico de sodio y potasio entre otros, de
ahi su gran toxicidad y afectacién, principalmente
en el nivel del sistema nervioso.

No es fortuito que la toxicidad, en la mayoria
de los modelos celulares de las eucariotas, esté
relacionada con los efectos y la toxicidad en la
mitocondria, a causa del posible origen endosim-
bidtico de este organelo a partir de bacterias.

En la mitocondria ocurre el transporte de elec-
trones y es el sitio donde se generan las EROS y
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el EO durante la respiracion oxidativa. Asimismo,
se transfieren cuatro electrones que originan pro-
ductos naturales como oxigeno, agua y ATP. Con
la participacion de las flavoproteinas, se capta dos
electrones y dos protones (H*), los citocromos
transfieren un electrdn, la ubiquinona transfiere
tanto dos electrones como dos protones y una
proteina fierro-azufre transfiere un electrén, even-
to acoplado con la succinato deshidrogenasa del
ciclo de Krebs ligada a la membrana externa de la
mitocondria, capaz de transferir un electrén a la
ubiquinona -aqui se puede desacoplar el transporte
de electrones por parte de la Ag* - y ésta, de trans-
ferir dos electrones al ubiquinol y a la citocromo ¢
reductasa.

Si en la cadena de electrones solo se transfiere
un electrén, se forman EROS como el ion supe-
roxido que, con la superoxido dismutasa, produce
el peréxido de hidrégeno (H,0,) y el ion hidroxilo,
generando el EO asociado con los efectos citotdxicos
acoplados de las AgNPS.

e La plata inhibe la actividad de la ubiquino-
na-10, reguladora del transporte de electro-
nes en la cadena respiratoria mitocondrial
y también de la bomba sodio-potasio en
membranas celulares.

e Particularmente, pertenece al Complejo I la
NADH deshidrogenasa o NADH ubiquinona
oxidorreductasa, que capta dos electrones
del NADH vy los transfiere a un transporta-
dor liposoluble denominado ubiquinona (Q).
El producto reducido, que se conoce con el
nombre de ubiquinol (QH,), se puede difundir
libremente por la membrana. Al mismo tiem-
po, el Complejo I traslada cuatro protones
a través de la membrana, produciendo un
gradiente de protones.

e La toxicidad de las AgNPS se asocia con el
estrés oxidativo (20).

Toxicidad de las AgNPs en los organismos

El efecto toxico de las AgNPs se ha demostrado en
diversos modelos de estudio (in vitro e in vivo),
mas complejos y en organismos completos (1,
21-25). La toxicidad esta vinculada con las vias
de exposicion, absorcion, transporte, distribucion
y acumulacién en los organismos, asi como con los
mecanismos de entrada en el nivel celular.

Vias de exposicion, de absorcion y mecanis-
mos de entrada celulares

A pesar de que se ha estudiado los efectos toxicos
de las AgNPs en los organismos, se desconoce
los mecanismos precisos de su entrada, el lugar

exacto de bioacumulacién, su metabolismo celular
y la manera en que el cuerpo los elimina. En este
sentido, estudios efectuados en ratones y ratas han
demostrado que las AgNPs, independientemente de
la via de exposicidn y absorcion -inhalada, dérmica
u oral-, logran entrar a la circulaciéon sanguinea,
acumularse en macrofagos y distribuirse sistémica-
mente llegando a diversos 6rganos y afectandolos.
Dafian principalmente el higado, rifidn, corazon y
bazo e incluso el cerebro y la piel (25). La afecta-
cion depende de la via de exposicion.

En humanos, la exposicion a las AgNPs tiene
lugar primordialmente por medio de los alimentos,
del aire y del contacto por la piel (Fig. 1). Estas
formas, asociadas con las correspondientes vias de
absorcion, -respiratoria, oral, y dérmica- son las
mas relevantes, aunque otras estan aumentando
en importancia, por ejemplo, a través del tracto
genital femenino, debido a la incorporacion de
AgNPs, en la higiene materna, etcétera (1, 26-28).

Los efectos toxicos causados por las distintas
exposiciones dependen de la via de absorcion.

Via respiratoria

Los efectos mas sobresalientes se dan por la via de
exposicion inhalatoria y la absorcion pulmonar. La
inhalacion de particulas ultrafinas, como las AgNPs,
provenientes de procesos industriales, areosoles en-
tre otros, esta relacionada con efectos pulmonares
y cardiovasculares severos, incremento del pulso
cardiaco, disminucidon en la oxigenacion capilar,
silbidos al respirar, estornudos frecuentes, falta
de aire, flujo nasal, dolor de garganta, presion en
el pecho y hasta procesos inflamatorios cronicos
severos como efisema (29).

Tras la inhalacion, las AgNPs se depositan en
la cavidad nasal, la region alveolar y los ganglios
linfaticos de los pulmones, generando una res-
puesta inflamatoria, de modo que la fagocitosis
de estas particulas conduce a la activacion de
macréfagos alveolares y a la liberacién de quimio-
cinas, citoquinas, EROS entre otros mediadores
de inflamacion (31). La eliminacién de las AgNPs
o de cualquier NP por la via pulmonar se hace,
generalmente, a través del sistema mucociliar y
del sistema linfatico, pero también a partir de la
disolucién de las NPs para incorporarse al torrente
sanguineo y por la via sistémica. Pueden, de igual
modo, terminar en el tracto digestivo y se sigue
los mecanismos de distribucién y eliminacion
propios de la via oral.

Por tanto, después de la inhalacion de AgNPs
ademas de que se acumulan en pulmon pueden
liberarse y pasar a la via sistémica y localizarse en
otros 6rganos como riflones, pancreas, corazon,
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Figura 1. Principales vias de exposiciéon y absorcion de AgNPs. Elaborado a partir de la referencia (1).

bulbo olfatorio y cerebro participando en procesos
inflamatorios y cancer (29-31).

Via oral

La ingestion de NPs, entre ellas las AgNPs, esta
relacionada con dafios severos en el tracto gas-
trointestinal como las Ulceras intestinales, ademas
de argiria y afectacion al higado y al rifidn. Posi-
blemente, el pH del estémago favorezca su incor-
poracién al torrente sanguineo asi, pasan a la via
sistémica y se distribuyen en todos los drganos.

La absorcion en el nivel gastrointestinal genera
dolor abdominal y efectos renales notorios en el
aspecto bioquimico, como disminucion de la creati-
nina y el incremento en la excrecién de la N-acetil-
B-D-glucosaminidasa en orina, en tanto que en la
sangre aumenta la hemoglobina y se reducen las
células rojas. En el nivel ocular, causa granulares en
la conjuntiva y en la cérnea, ademas de argirosis
gue provoca baja en la visién nocturna.

Asimismo, la absorcion por la via oral se aso-
cia con la acumulacion de granos de plata en la
piel que ocasionan argiria y argirosis en rifiones,
cerebro, pulmones y testiculos (20, 25, 32) vy
causan severos dafnos en el higado al acumularse
en macrofagos del sistema reticuloendotelial y en
los queratocitos de la piel, principales responsables
de eliminar las AgNPs.

Via dérmica

La via de exposicidon dérmica es muy controvertida
ya que, a pesar de que el estrato de la capa coérnea
de la epidermis es una barrera muy fuerte que le
confiere una limitada penetracion de particulas, los
productos textiles y apdsitos que contienen deri-
vados de AgNPs permiten que entren en contacto
directo con la piel y se ha visto, tras la exposicion
a ellos, la produccion de argiria.

Existen evidencias de su penetracion transdermal
a través de la piel intacta ademas, la fagocitosis
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Figura 2. Diferentes formas de las AgNPs de imagenes de microsocpia electrénica de transmision y de energia
filtrada (TEM)y (FETEM). (A) Nanoparticulas esféricas sintetizadas por reduccidon del citrato. (B) Nanoparticulas de
diferentes formas. (C) nanoparticulas purificadas en forma de barilla D) Particulas truncadas purificadas tomada

de la referencia (40).

de las NPs por los queratinocitos desencadena una
respuesta inflamatoria (33) Igualmente, se ha
observado un aumento de las enzimas hepaticas
qgue sugiere dafio al higado por el tratamiento, lo
gue pone en evidencia que también mediante la via
dérmica se alcanza la via sistémica (34), aunque
aun no esta del todo claro como atraviesan las
AgNPs el estrato cérneo y llegan a la circulacion
sistémica.

Por otro lado, se ha detectado, por efecto de las
AgNPs, alteraciones en las células somaticas del
testiculo (espermatogénesis), causando toxicidad
en células madre de la linea germinal in vitro, lo
que conduce a la esterilidad (21, 35). De la misma
forma, inducen el desarrollo de tumores y afectan
la respuesta inmune, de tal manera que la expo-
sicion dérmica estd mas asociada con alergias y
dermatitis.

Otros efectos reportados en estudios selectivos
y especificos realizados con las células endotelia-
les, han demostrado que las AgNPs actuan de dos
formas: a bajas concentraciones actiian como fac-
tores anti proliferativos/vasoconstriccion, es decir
perjudican la produccion de éxido nitrico (NO), y
a altas concentraciones estimulan la proliferacion/
vasorrelajaciéon mediada por la produccion del NO,
lo que indica que de acuerdo a la concentracién
sera el efecto toxico, asi como el tener otros efectos
fisicoquimicos (36).

Independientemente de la via de exposicion,
los compuestos de plata como las AgNPs y los Pc
alcanzan la circulacién sanguinea y se distribuyen
sistémicamente, por tanto, los efectos son practi-
camente los mismos 0 semejantes a los reportados
para cualquiera de las vias -inhalatoria, oral o dér-
mica- los cuales dependeran de la concentracion,
tiempo de exposicion y de otros factores inherentes
a las AgNPs, siendo el higado el érgano blanco
mas afectado (1).

Factores intrinsecos de las AgNPs involucra-
dos en la toxicidad

Los efectos téxicos de la exposicién a las AgNPs se
deben a su tamafio, ya que esto ayuda a la distribu-
cion celular y a la penetracién dermal e intestinal.

Las formas mas tdéxicas se han observado con las
AgNPs mas pequefias y con el aumento de la super-
ficie especifica. El tamafio y la superficie especifica
estan relacionados estrechamente. Al disminuir el
primero, la segunda incrementa dejando un mayor
numero de atomos expuestos superficialmente que
estaran disponibles para las reacciones redox, re-
acciones fotoquimicas, interacciones fisicoquimicas
con las células y para fomentar la aglomeracion o
la liberacidon del material, como cuando se liberan
los iones de plata (Ag*) que son potencialmente
las formas mas toxicas (1, 37, 38) Por lo tanto,
los efectos téxicos de las AgNPs, en bacterias y
microorganismos, dependeran de la forma idnica o
metadlica y del tamafio o los aglomerados formados
(1, 7, 39).

Algunos reportes demuestran que el area su-
perficial de las NPs influye en la produccién de
EROS pues, a la misma concentracion, las AgNPs
de 15 nm produjeron mayores niveles de EROS en
macréfagos que las de 50 nm (39).

Otro factor implicado en la toxicidad es la forma
de las AgNPs (Fig 2), las de triangulo truncado son
las mas toxicas que las de las formas esféricas y
alargadas, en este aspecto el contenido de caras
parece participar (40). Posiblemente, las truncadas
activen varios mecanismos de sefializacion porque
interactlian con varios receptores, mientras que
las esféricas entran por pinocitosis disminuyendo
el efecto.

La estabilidad de las AgNPs también influye en
la toxicidad. Estas tienden naturalmente a formar
aglomerados y agregados que pueden tener menor
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area superficial y, por tanto, ser menos toéxicos (1,
41).

Del mismo modo, la carga superficial de las
AgNPs es otro factor en la toxicidad. Las estabili-
zadas por medio de citrato, con cargas negativas,
son menos toxicas que las AgNPs con cargas su-
perficiales positivas estabilizadas con polietilamina
ramificada; igualmente, aquellas estabilizadas que
no presentan carga son aun menos toxicas.

Finalmente, las propiedades toxicoldgicas propias
y especificas de las AgNPs también se afectan por
otros factores inherentes a éstas o a los fluidos
bioldgicos, como su solubilidad, pH y concentracion
de sales. Al disolverse, pierden dichas propieda-
des, pues disueltas y libres siguen consideraciones
toxicoldgicas semejantes a otros contaminantes,
como los farmacos o xenobidticos, con efectos sis-
témicos. No obstante, la liberacion de Ag* a partir
de AgNPs aun es dificil de interpretar y mas auln
la toxicidad, ya que no esta del todo claro si ésta
se debe a la forma de AgNP o a los Ag*, y no se
conoce mucho sobre su liberacion ni sobre el paso
de Ag* a metalica Ag® por efectos oxidorreductores,
como cambios en el pH que favorezcan su absor-
cion, distribucidn, bioacumulacién, neutralizacidon
o eliminacién.

Efectos citotoxicos en modelos eucariotes

Los dafios van desde cambios en la viabilidad
celular hasta toxicidad celular de tipo necrotico y
apoptotico, genotoxicidad, inmunotoxicidad, entre
otros. La toxicidad de las AgNPs, en los distintos
modelos eucariotes experimentales in vitro e in vivo,
es muy semejante a la encontrada en las bacte-
rias, lo que depende del didmetro y tamafio de las
NPs, estabilizacion, carga idnica y concentracion,
asociados con su solubilidad y con los mecanismos
de entrada (5, 12, 21, 39, 44-51).

Los mecanismos de entrada en las células
eucariotas

Si consideramos la célula como la unidad principal
de la vida que realiza los procesos biologicos de
cualquier ser vivo, las NPs como las AgNPs podrian
seguir los mismos mecanismos que las vias inha-
latoria, oral y dérmica de los organismos.

La via oral en el nivel celular corresponderia a
la endocitosis y la pinocitosis, donde las vesiculas
alcanzan los lisosomas que actian de forma seme-
jante al sistema digestivo. La difusion pasiva seria
la via inhalatoria, que concerniria a la respirato-
ria, y por este medio se llegaria a la mitocondria,
donde se llevan a cabo los procesos respiratorios
celulares. La via dérmica en los organismos, es un
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mecanismo poco claro y en la célula no se puede
hablar como tal, no hay informacion acerca de
que en la célula ocurra un proceso semejante, no
obstante, la entrada de manera inespecifica por
difusion pasiva por toda la membrana plasmatica
semejante a la absorcidon por piel y, en todos los
casos, alcanzarian al sistema de endomembranas
internas, que corresponderia a la via sistémica,
encargada de distribuir y transportar las particulas
o NPs a los distintos organelos membranosos y
eventualmente arribar al nucleo.

Sin embargo, los factores implicados en los me-
canismos de entrada de las NPs no son exclusivos
de éstas, sino que son aplicables a todos los com-
puestos quimicos. Asi, dependiendo de la carga,
tamano, carga superficial, presiéon atmosférica,
solubilidad, superficie especifica y su aglomeracion
0 agregacion con material organico, o bien, con
proteinas transportadoras, sera su mecanismo de
entrada en los organismos e internalizacion en el
nivel celular y, por lo tanto, sus efectos, que tam-
bién dependeran de la concentracion, el tiempo de
exposicion, la afinidad a las células, el estado de la
célula y el momento en que éstas se encuentran,
es decir, la fase del ciclo celular.

Aqui, sin duda, cualquiera de los mecanismos
propuestos de entrada de las AgNPs involucra a
la membrana, uno de los mas importantes es la
difusion, que ocurre con las NPs mas pequefias y
los iones metalicos sin carga, y el efecto dependera
de la concentracion. Las particulas se distribuiran
por todo el sistema de endomembranas, alcanzando
las mitocondrias, los lisosomas y eventualmente
el nlcleo. Tales organelos celulares son, precisa-
mente, los que acumulan mas NPs vy por lo tanto,
éstas resultan mas toxicas, debido al EO producido
principalmente por el dafio a la mitocondria, res-
ponsable del estrés oxidativo de la citotoxicidad
apoptotica (22, 23, 29, 39, 42, 43).

Por otra parte, el rango de escala de 1-100 nm
es muy importante para las interfaces bioldgicas,
ya que objetos menores de 12 nm de diametro
pueden atravesar la barrera hematoencefalica,
objetos menores de 30 nm pueden entrar por
endocitosis y los de ambos rangos lo hacen por
pinocitosis (24). Ademas, también las NPs o mo-
léculas mas grandes y a concentraciones mas altas
entrarian por este mecanismo y lo mismo sucede
si presentan afinidad con receptores, debido a la
endocitosis mediada por receptores, es decir, por
vesiculas pinociticas y endociticas, que eventual-
mente alcanzan los lisosomas responsables de la
lisis celular o muerte necrdética.

Se ha documentado suficientemente la cito-
toxicidad apoptoética y necrética por efecto de las
AgNPs, lo que sugiere que tanto las mitocondrias
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como los lisosomas se ven afectados sugiriendo
que el tamafio, no es homogéneo o bien, depende
de la concentracion.

Finalmente, otro mecanismo de entrada, para
el caso de la forma libre o idnica de la plata, son
los canales o bombas, desacoplando y afectando
tanto el transporte de electrones como la conduc-
tividad eléctrica; por ello, la alta toxicidad de Ag*
se daria por la liberacion de éstos de las AgNPs.
Existe aln controversia acerca de si las AgNPs o
la Ag* son responsables de los efectos citotdxicos;
sin embargo, esto depende de la liberacion de los
iones y se asocia quizas con los microambientes
celulares. Algunos autores proponen que la toxi-
cidad es la misma para ambas formas, pero otros
han demostrado que la forma idnica es la mas
toxica (44).

Efectos toxicos y mecanismo de toxicidad de
las AgNPs

Membrana celular

El blanco principal e inicial para desencadenar un
efecto toxico, por cualquier compuesto incluyendo
las AgNPs, son las membranas celulares y el dafo
depende de los factores intrinsecos de éstas como
el tamafio, (1, 37, 45, 46), siendo las particulas
mas pequefias de las AgNPs las formas mas activas
que causan el dafio celular mas severo, al igual que
la forma idnica de la Ag, debido a que presentan
una mayor difusion, disponibilidad y distribucion,
favorecidas por su solubilidad y afinidad a proteinas,
entre ellas la albumina, las metalotioneinas y las
metaloproteasas (1, 24, 47-49), encargadas del
transporte e inactivacion de los metales y los iones
(Fig. 3), difundiéndolos por la via sistémica a los
organos y en el nivel celular, a través del sistema
de endomembranas.

Estudios realizados (50, 51) en células de rifién
PC-12, tratadas con NPs de manganeso, detectaron
un encogimiento e irregularidades en los bordes
de las membranas celulares, asi como una dismi-
nucion en la actividad mitocondrial, dependiente
de la concentracion, ademas de la deplecion de
la dopamina. Mientras tanto, en otros estudios se
demuestra que las AgNPs trastornan los esenciales
procesos de sefializacion celular; entre los dafios
se incluye alteraciones en la viabilidad celular y
muerte de la célula, siendo las NPs de 40 a 50 nm
las mas daninas (52).

En células epiteliales de retina porcina expuestas
a AgNPs, se detectd la induccidon de la permea-
bilidad celular por la activaciéon de la via de las
MAPS cinasas, asi como la inhibicién del factor
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Figura 3. Esquema de los mecanismos de entrada de
los metales como la plata, por la via lipidica directa o
por proteinas (transportadores,canales,bombas,endocit
ociss mediada por receptor), va a depender de la carga,
tamafo y la concentracion. Generalmente los metales
se unen a proteinas de bajo y alto peso molecular asi
como a las metalotioninas y metaloproteasas y actuar
como haptenos e inducir respuesta inmune o disminuir
su toxicidad, y dentro de las células se acumulan
en lisosomas o granulos y se exocitan, y tambien
actuan como factores de transcripcion y como iones
alteran las vias de transporte de electrones de todo
el sistema de endomembranas (reticulo endoplasmico
liso, mitocondria, lisosomas, nucleo), principalmente
por su afinidad y afectacion de la ubiquinona o CoQ,
pronstaglandina, posiblemente al sistema NADPH oxido
reductasa y, que conduce a estrés oxidativo.

de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de la
interleucina 1 involucrada en procesos inflamato-
rios (53). También, en fibroblastos de pulmoén vy
células de gioblastoma humanas, las AgNPs, con
un tamafo de 6-20 nm, se localizaron dentro de
la mitocondria y el nlcleo; esto implica su partici-
pacién directa en la toxicidad mitocondrial, lo que
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ocasiona la interrupcién de la cadena respiratoria
mitocondrial y de la sintesis de ATP. En este caso,
las células cancerigenas de glioblastoma cesaron
su proliferacion, en cambio, las células de pulmon
se recuperaron (22, 23).

En el cultivo de células neuronales y astrocitos,
con AgNPs de un tamafio de 20-40 nm y concen-
traciones de 5-100 pyg/mL, la morfologia de estas
Ultimas células se altera a bajas concentraciones,
mientras que las neuronas se afectan a altas con-
centraciones, con un incremento de EROS y de
calcio, alterando la transduccion de sefales neu-
ronales mediadas por éste; ademas, se encontrd
que las NPs mas toxicas fueron las pequefias (54).

Mitocondria y estrés oxidativo

La mitocondria es la diana que desencadena la
toxicidad de las AgNPs, que participan en la produc-
cion de EROS y de EOQ, el cual provoca cambios en
el potencial de la membrana mitocondrial, centro
importante de sefializacion para la muerte celular
por apoptosis, ya que se induce la liberacion del
citocromo c al citosol. Este provoca la induccion
de la caspasa-9 y la caspasa-3 activando la via
intrinseca del proceso de apoptosis (55) mecanismo
regulado por muchas vias de sefalizacion, entre
ellas la c-Jun quinasa, perteneciente a la familia
de las quinasas (JNK), activada por mitdgenos;
por ello, las AgNPs también tienen actividad pro-
liferativa. Sin embargo, las JNK quinasas poseen
una funcién proapoptotica en respuesta al estrés
oxidativo celular, (56) y estan implicadas en en-
fermedades asociadas a éste. Probablemente, la
produccion de EROS mantiene activada la INK
(55), ya que ademas el EO induce TNFa, que
causa la activacién de JNK y la muerte, debido
igualmente a la inhibicion de las MAP quinasas
fosfatasas (57).

De tal manera, la disrupcion de la cadena res-
piratoria mitocondrial por parte de las AgNPs, la
produccion de EROS vy la interrupcion de ATP estan
relacionadas con el dafio provocado al DNA vy la
generacion de genotoxicidad, (23) eventos muy
estudiados en varios modelos (20, 29, 38, 43, 58).

La mitocondria es, por tanto, el organelo que
produce mayor generacion de EROS y EO le si-
guen el reticulo endoplasmico liso y la membrana
plasmatica, donde precisamente se localizan la
ubiquinona o CoQ, el citocromo c y el receptor de
prostaglandina, principales blancos propuestos
para los compuestos y derivados de plata como
las AgNPs. Quizas el poder reductor de la Ag vy
otros metales participe en la oxidacion de lipidos
esenciales en las membranas, desencadenando el
EO en cascada.
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Se ha detectado el efecto de las AgNPs en la
induccion de EO en varios modelos experimentales,
como el cultivo de células mononucleares o linfoci-
tos, a través del incremento de los marcadores de
EO como el malonil-dialdehido (MDA), marcador
de la lipoperoxidacion (LPO), e hidroperdxidos, asi
como el 8 isoprostano (8 iso-p), marcador de la
oxidacion del acido araquiddnico, particularmente
a baja concentracion de 0.036 pg/mL y tiempos
de exposicion (30 min) a plata coloidal, marcado-
res asociados con la disminucién en la viabilidad
celular (16, 59), implicando un efecto inicial en el
nivel de la membrana plasmatica.

Por tanto, la exposicidon continua a los coloides
y a las NPs de Ag representa un serio problema
de salud publica, ya que generan EO y es bien
conocido que éste esta asociado con el desarrollo
de las enfermedades crdénico-degenerativas no
infecciosas, posicionadas dentro de las primeras
10 causas de mortalidad y morbilidad tanto en la
poblacidon mexicana como en la mundial, entre ellas,
las neurodegenerativas, el Alzheimer y el Parkinson,
(60) y ademas por los efectos toxicos derivados
del EO, como los genotodxicos, los inmunotoxicos y
la desregulacién hormonal, pues se ha propuesto
que actuan como disruptores hormonales (61, 62).

Efectos genotoxicos de las AgNPs

Los efectos genotoxicos de las AgNPs en células
humanas se deben a dafios en el DNA (23, 29, 43,
52, 63, 64).

Estudios en fibroblastos de pulmodn y células de
gioblastoma humanas expuestas a AgNPs mostra-
ron la induccién de aberraciones cromosomicas y
la interrupcion del ciclo celular en la fase G2 (23,
58).

También, después del tratamiento con AgNPs,
se ha detectado que conllevan rupturas en el DNA
y aberraciones cromosdmicas; de igual forma, en
células meristematicas de cebolla y en el cultivo
de linfocitos humanos de sangre periférica, ex-
puestos a diferentes concentraciones de Pc, se
detecto que concentraciones bajas de 0.036-0.36
pgr/mL inducen el indice mitdtico e incrementan el
numero de profases, es decir, promueven el paso
de la fase G2 a mitosis y favorecen la condensa-
cion de la cromatina, detectdndose la induccién
de la proteina cinasa CDC2, encargada de este
paso. En tanto, concentraciones mayores de 3.6
pgr/mL inhibieron el indice mitotico y la actividad
de la CDC2; paralelamente, aument¢ la actividad
de la caspasa-3,(65) lo que indica un efecto de
hormesis dual proliferativo y toxico, posiblemente
por efecto EO y EROS, a los que se atribuye la
dualidad (2).
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Por otra parte, se ha reportado que las AgNPs
sobreexpresan P53; su activacion esta relacionada
con dafio al ADN y la induccion de Rad 51, respon-
sable de la reparacion del DNA y de la fosforilacion
de la H2AX inducidas por la ruptura de las cadenas
de ADN, lo cual sugiere que las AgNPs son capaces
de estimular dafio al DNA pues se causa rupturas
en el mismo y aberraciones cromosémicas (41, 58,
63, 66, 67).

En células nerviosas, se detecté un efecto ci-
totoxico dual apoptético y necrético (20, 55, 58).
Igualmente, en el cultivo de linfocitos, las AgNPs
presentaron un efecto citotoxico de tipo necrdtico
a concentracién dependiente y, a concentracion
mayor, se indujo apoptosis debido a la actividad
de las caspasas-3; asimismo, en los linfocitos se
causa aglomeraciones o aglutinaciones celulares,
posiblemente por alteraciones en el nivel de la
membrana celular o por una respuesta inmunolé-
gica (68).

El efecto dual apoptotico necrotico, resultado de
las AgNPs, se ha observado en diversos modelos
de estudio. Como ya se menciond, sugiere cam-
bios en la permeabilidad y el potencial no solo de
la membrana mitocondrial, sino de los lisosomas,
de tal manera que, dependiendo de su llegada a la
mitocondria o al lisosoma, habra un efecto apop-
totico o necroético, respectivamente, que conlleva
un efecto inmunocitotéxico.

La Pc en sus presentaciones comerciales, ex-
puesta en el cultivo primario de linfocitos, también
indujo la actividad de la caspasa-3 y la sulfatasa
acida, enzimas marcadoras de los mecanismos
de apoptosis y necrosis (65). Con respecto a la
sulfatasa acida se ha reportado que se encuentra
involucrada, elevada en procesos inflamatorios
como el asma vy, a la baja, en procesos alérgicos.

Se considera que la necrosis participa activa-
mente en procesos inflamatorios, mientras que la
apoptosis, por ser un evento programado genéti-
camente, no desencadena respuesta inflamatoria,
ya que forma parte de la homeostasis celular; sin
embargo, trastornos en la regulacion de la apoptosis
por diferentes vias (intrinseca y extrinseca) estan
presentes en la etiopatogenia de enfermedades
autoinmunes degenerativas, de tal manera que
ambos procesos necrotico-apoptoticos, también
por este efecto, tienen implicaciones en la salud,
pues repercuten en la defensa inmune y en la ho-
meostasis celular.

Efectos inmunotéxicos

Se ha demostrado que las AgNPs tienen un efecto en
la proliferacion de linfocitos, macrofagos, etcétera,
y en la respuesta inflamatoria, ya que inducen la

liberacion de una serie de marcadores proinflama-
torios asociados con el EO, principalmente el factor
de necrosis tumoral (TNF), TNF o, ademas del factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)
(69) y citosinas como las interleucinas, tanto en
células madre mesentéricas viables (hMSCs), con
la liberacién de IL-1, IL-6, TNF-a, (70, 71) como
en macréfagos 1774 A1, con la liberacion de IL-6 e
IL-8IL-11 (72), y en células mononucleares de san-
gre periférica, con IL-5, INF-y y TNF-a (71). La IL5
participa en la diferenciacion del linfocito B a célula
plasmatica esto es produccidon de anticuerpos y la
IL1 en la induccion de las ligeras cadenas kappa.
Se ha propuesto que, al igual que los metales, las
NPs como las AgNPS son inmunotéxicos, todo ello
principalmente asociado con el EO (8, 73-76).

Los efectos inmonotoxicos, genotdxicos y cito-
toxicos por la exposicion a NPs como las AgNPs,
a consecuencia del EO, inducen la sintesis de
enzimas antioxidantes, como catalasa superoxido
dismutasa, hemo-oxigenasa (HO-1) (54, 59, 77),
etcétera. La HO-1 es inducida no solo por el EO,
sino también por metales. El EO induce factores de
transcripcion como NF-KB y NFR2, involucrados en
la inmunotoxicidad y en la induccion de enzimas
antioxidantes como HO-1 (78).

Induccién de enzimas antioxidantes ante el EO
Existe una induccién de enzimas antioxidantes
ante el estrés oxidativo originado por las AgNPS
(79). Estas particulas, en células de cerebro de
ratén, producen oxidacion de proteinas y lipidos,
el aumento de la actividad de catalasa, asi como
la liberacidn excesiva de acido glutamico y éxido
nitrico. Por su tamafio, poseen mejor movilidad;
esto les permite entrar al sistema nervioso central
(SNC) atravesando la barrera hematoencefalica,
lo cual puede deberse a la difusidén pasiva o a la
endocitosis mediada por un receptor. Incluso, estas
particulas son absorbidas directamente en el cerebro
por transporte trans-sinaptico, o bien, simplemente
compiten por los transportadores idnicos de sodio
y potasio o con la bomba de H* probablemente,
las células microgliales (macroéfagos en el cerebro)
estén involucradas en el manejo de las AgNPs que
llegan al SNC, pues se sabe que los macréfagos
del sistema reticuloendotelial son los que mas las
acumulan, al igual que los queratocitos de la piel, y
se cree estan implicados en su eliminacion (27, 48).

Ademas, el cerebro de las ratas es uno de los
blancos mas sensibles para EO por la exposicion a
AgNPs y por la induccidn, en células neuronales, de
las enzimas catalasa y hemo-oxigenasa 1 (HO-1)
(54). Mientras tanto, en Drosophila melanogaster se
indujo la proteina de choque térmico 70 (HSP 70)
(66), detectando que presenta una alta similitud
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en la secuenciacion de aminoacidos a la proteina
HO-1. También, en el cultivo de linfocitos in vitro,
se demostro la induccidn de la HO-1 por efecto de
la plata coloidal (80).

La vida media bioldgica de las AgNPs en el SNC,
quizas por su solubilidad en lipidos o su afinidad por
tioles de las proteinas, es mas larga que en otros
organos; por tanto, algunas funciones fisioldgicas
importantes, riesgos y consecuencias en el cerebro,
como enfermedades neurodegenerativas, pueden
deberse a la exposicion prolongada a éstas, aun a
bajas concentraciones.

La induccion de enzimas antioxidantes, al igual
que los otros parametros, esta asociada con la carga
y el tamafio de las NPs. Aquellas por debajo de los
20 nm, respecto a las de arriba de 40 nm, son mas
dafiinas y severas; de igual forma, el efecto depen-
de del tiempo de exposicion y es mas severo en los
lapsos cortos, como lo demuestran los estudios en
células neuronales in vitro, donde a los 3-6 minutos
de exposicion a AgNPs se presenta una respuesta
fuerte de calcio (Ca?") intracelular, que altera los
procesos de transduccion de sefales neuronales e
induce la actividad de la HO-1.

Asimismo, en el cultivo de células mononucleares
o linfocitos expuestos a Pc, se demostrd un incre-
mento de marcadores de EO como el MDA, hidro-
perdxidos y 8-iso-p, vinculados con la induccién de
la HO-1 y la catalasa, a 30 minutos de exposicion,
mientras que a dos y 24 horas, hay un aumento no
significativo pero consistente y sostenible de hidro-
perdxidos y MDA, asi como en la concentracion de
proteinas (16, 80). Del mismo modo, hay una dismi-
nucién de la HO-1 vy la catalasa, relacionadas con la
viabilidad celular; también se mostrd una correlacion
negativa de la HO-1 en funcion del tiempo y de la
concentracion de Pc. Sin embargo, un dato muy
importante es la correlacion positiva de 0.9 entre los
8 iso-p y la actividad de la HO-1, lo que corrobora o
apunta a un efecto inicial en el nivel de la membrana
y, huevamente, se debe focalizar la ubiquinona o
la coenzima Q, derivados isoprénicos que generan
estructuras ciclicas o no del tipo benzoquinonas, o
prostanoides como la CoQ y la prostaglandina, y el
propio NAD, respectivamente; ambos son blancos
de los derivados o compuestos de plata.

Finalmente, la HO-1 es una enzima inducible por
metales y por EO, la cual esta asociada con una gran
cantidad de enfermedades cronico degenerativas
(78). Ademas, ésta se encuentra relacionada un
90% con los 8 iso-p, es decir EOQ, y dado el continuo
contacto con xenobioticos como las AgNPs, que son
metales, y sabiendo ademas de su efecto en la in-
duccién de EO y HO-1, su exposicion representa un
problema serio de salud publica para el desarrollo
de las mencionadas enfermedades.
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Posible mecanismo de accion

El efecto toxico de las AgNPs en bacterias y células
se debe principalmente a la forma idnica y su afecta-
cion en el transporte de electrones y la interrupcion
de la cadena respiratoria, por su principal blanco,
la ubiquinona o coenzima Q en las membranas de
las bacterias, y de las mitocondrias de células eu-
cariotas que junto con el receptor de prostaglandina
localizado en las membranas, son derivados del
metabolismo del acido araquidonico, compuestos del
tipo isoprénico o prostanoide. Algunos derivados de
la oxidacion del araquiddnico, entre ellos el 8 iso-p,
son marcadores de EO. Sin embargo, es muy pro-
bable que 8 iso-p, a causa de su naturaleza polar,
se difunda y por ello sea dificil encontrarlo dentro
de la célula, ya que normalmente se ha ubicado
en el plasma vy la orina de fumadores, asmaticos y
personas con insuficiencia renal; por tanto, se utiliza
como marcador de estrés oxidativo (59).

Las membranas celulares son ricas en lipidos
algunos derivados del acido araquiddnico. El efecto
de la plata coloidal en la induccién de LPO, EROS y
RL ocasiona que la célula pierda propiedades limi-
tantes por cualesquiera que sean sus mecanismos
propuestos de entrada de los metales y de las AgNPs
(Figs. 3 y 4); por otra parte, la Ag o Ag* libres del
coloide o el mismo coloide, como ya sabemos, no
solo afectan a los derivados lipidicos como los de los
isoprenos, sino también a las proteinas. Posee alta
afinidad por los grupos tioles y las uniones disulfuro
presentes en los receptores de membrana ricos en
dominios de éstos. Otro caso seria el del receptor de
prostaglandinas, uno de los blancos principales de
los compuestos de plata. En las células eucariotas,
al unirse especifica o inespecificamente a éste, di-
chas particulas podrian transportarse por la via del
sistema vesicular como la endocitosis mediada por
receptor o por pinocitosis fluida, o bien, dependien-
do de la carga y el tamafo, entrar libremente por
difusion o a través de vesiculas de caveolina; en el
caso de la plata ionica, el proceso se haria por medio
de transportadores idnicos, en el caso de las AgNPs,
de acuerdo con el tamafio y la carga de las AgNPS,
habra un mecanismo de entrada y un efecto, como
muchos autores sugieren, sin embargo las mismas
propiedades que hacen Unicas a las Ag NPs son las
responsables de los efectos toxicos, por la mayor
superficie de contacto con los iones, pues se consi-
dera que el efecto toxico se debe a la forma idnica
por la liberacion de los iones plata (1, 40, 49, 81).

En el nivel de las proteinas, entre ellas las de los
receptores de membrana y nucleares, el efecto de
las AgNPs primordialmente se debe a los cambios en
la relacion SH y S-S de proteinas de la membrana en
cascada, que serian los responsables de modificar en
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cascada otras proteinas o los lipidos con la energia
liberada, por el efecto reductor que tiene el calcio
sobre las uniones S-S. Quizas también pasaria con
los metales como la plata, o bien, las AgNPs al des-
polarizar la membrana o interactuar con receptores
acoplados con canales, induzcan la apertura de ca-
nales idnicos, entre ellos el calcio, altera la relacién
de SH y S-S, incrementan el aumento de los tioles
libres provocando un aumento en la permeabilidad
por la apertura de poros y desencadenando los me-
canismos de sefalizacién para la toxicidad, factor
comun para las NPs y muchos otros compuestos
guimicos liposolubles, como los disruptores hormo-
nales persistentes, que comparten efectos similares
(8, 82).

Los efectos del calcio en muchos procesos celu-
lares han sido ampliamente estudiados. En tanto,
la apertura de canales de calcio también ha sido
documentada para todos aquellos compuestos con
propiedades despolarizantes, lo que genera ciclos de
movimientos internos de calcio que pueden conlle-

var desde cambios iniciales leves de la membrana,
asociados con alteraciones en la permeabilidad de
la misma y que inducen proliferacion, hasta concen-
traciones internas altas que modifiquen el potencial
de membrana de la mitocondria y del reticulo en-
doplasmico. Ambos son reservorios de calcio y su
liberacién conduce a muerte celular y apoptosis o
necrosis si involucra a la mitocondria o al lisosoma.
Uno de los efectos mas conocidos de la exposi-
cion a la plata y sus compuestos es la generacion
de argiria y argiriosis. La primera es la acumulacion
de plata en la piel y la otra, en distintos érganos.
La argiria se considera un proceso de eliminacion o
reduccion del metal y se debe a la fuerte afinidad
que tienen los metales, especialmente la plata, por
los grupos sulfhidricos tioles de la cisteina presente
en proteinas de interés de las células y también al
poder reductor sobre las uniones disulfuro de las
proteinas, de los iones divalentes como el calcio;
si bien la plata no es un ion divalente, bajo ciertas
condiciones se comporta como tal (5, 8).
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Por su parte, una de las causas del efecto toxico
de las AgNPs seria el hecho de alterar la relacion de
SH y S-S de proteinas esenciales, principalmente de
los receptores membranales y nucleares, generando
reacciones en cadena que afectan los procesos de
senalizacion; originan cambios en la permeabilidad
de las membranas plasmaticas y de organulos como
mitocondria, lisosomas y reticulo endoplasmico
hasta el nucleo, y, como consecuencia, producen un
desarreglo estructural y el deterioro en los procesos
bioguimicos del metabolismo, desestabilizando la
homeostasis celular y la reproduccion. Ademas, se
trastorna la expresion genética, es decir, se induce
la sintesis de algunas proteinas, entre ellas, las de
defensa quimica (CYP450), las enzimas antioxi-
dantes y la IgG, asi como los inmunomoduladores;
también hay alteraciones en los acidos nucleicos
(DNA y RNA) (8, 38, 43, 83), todo ello asociado
con la produccidn en cascada de los radicales libres
(RL), 97 los EROS vy el EO, vinculados a su vez con
la relacion tioles-disulfuro (86) y con el metabolismo
de los sulfatos.

De tal manera, los mecanismos de entrada a las
células (Fig. 4) de las NPs como las AgNPs depen-
deran mucho del tamafio, forma, carga y concen-
tracion; sin embargo, los efectos seran basicamente
en los sistemas de membranas.

El mecanismo de accion estribara en las formas

de entrada:
1.- Por difusion pasiva, puede alterar el transporte de
electrones modulado por los citocromos dependien-
tes de enzimas NADH oxidorreductasas o NADH oxi-
dasa (NOX), localizadas en sistemas de membranas
del reticulo endoplasmico o en las membranas plas-
maticas, o la membrana interna de la mitocondria.
Para entrar por transporte pasivo, las NPs deberan
ser muy pequefias y neutras, es decir, sin carga. Se
difundiran rapidamente a lo largo del sistema de en-
domembranas, principalmente a la mitocondria, en
el caso de la plata, alterando el transporte de elec-
trones por su afinidad a la ubiquinona e induciendo
tanto radicales libres como especies reactivas de
oxigeno, lo que modifica el potencial y, con ello, la
liberacion de factores proapoptdticos y apoptoticos
para conducir a la apoptosis. Igualmente, se puede
despolarizar la membrana e inducir movimiento de
calcio. El poder reductor de éste altera las dobles
ligaduras de los acidos grasos o proteinas, y las
uniones disulfuro, modificando también la estructura
de las proteinas.

2.- Sila NP tiene carga, afectara el transporte idnico
desacoplando los canales y las bombas, como se ha
descrito para los metales (Figs. 3 y 4) y que depen-
diendo de la carga, pueden ser de sodio, de potasio
y de hidrégeno, o bien, de calcio de la membrana
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plasmatica, o el transporte de electrones de la mito-
condria o de protones del lisosoma, modificando el
potencial de membrana y, con ello, su funcionalidad,
e induciendo también estrés oxidativo, asi como
muerte apoptotica o necroética, entre otros tipos.

3.- Las NPs de mayor tamafo, dependiendo de su

polaridad, entraran por distintos tipos de vesiculas:

e Si las NPs tienen afinidad por receptores, en-
traran gracias a la endocitosis mediada por
receptores, ingresaran por vesiculas de clatrina
donde eventualmente alcanzaran el lisosoma.

e Las NPs muy grandes y con cierta polaridad
entraran por pinocitosis fluida, por vesiculas
lisas e igualmente alcanzaran los lisosomas.

e En el caso de que la NP sea grande, sin carga
y de naturaleza liposoluble que no entre por
difusion, ingresara por vesiculas de caveolina;
asi, por su naturaleza liposoluble, quizas alcance
el lisosoma, la mitocondria y principalmente al
nucleo como las moléculas liposolubles.

4.- Podrian acumularse en los lisosomas y formar
granulos que eventualmente fueran vertidos al nu-
cleo o exocitados dependiendo quizas de la fase del
ciclo celular en que ocurrid su internalizacion.

Ahora bien, en las membranas o dentro de las
vesiculas o los organelos se podran liberar los iones
de las NPs y desacoplar el transporte idnico de la
membrana lisosomal, expulsando su contenido e
induciendo necrosis, o el de la mitocondria, llevando
a la apoptosis, o bien, en el nlicleo causando dafo en
el nivel de los receptores nucleares y afectaciones en
el DNA, con lo que se altera la expresion genética.
También los iones unidos a proteinas actian como
factores de transcripcion.

Por otro lado, el efecto en el transporte idnico
induce estrés oxidativo y con ello la produccion de
perdxido de hidrogeno y de iones hidroxilo, los cua-
les son capaces de inducir factores de transcripcion
como el NFKB, AP1, NRf2 y TNFa, involucrados en la
expresion de genes relacionados con la defensa qui-
mica y la defensa inmune, y asociados a su vez con
los efectos genotdxicos e inmunotdxicos detectados
por exposiciones continuas a metales o compuestos
quimicos (8).

De esta manera, el estrés oxidativo inducido
por muchos compuestos, especialmente los iones
metalicos como de sus NPs, representa un riesgo
permanente para la salud no sélo laboral sino de
la poblacion(84), particularmente por el contacto
incrementado con las NPs como las AgNPs, ya que
desconocemos los niveles de exposicion a través de
los alimentos, bebidas, suplementos alimenticios y
cosmeéticos.
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A partir de marzo de 2011, se encontraron NPs en
1,317 productos comercialmente disponibles; asi,
las personas pueden estar expuestas a NPs, como
las AgNPs contenidas en ropa, aerosoles, deter-
gentes, frigorificos, lavadoras, chupetes, sistemas
de purificacion de aguas y alimentos, pinturas para
paredes y productos cosméticos; a nanoparticulas
de didxido de titanio (TiO,) en cosméticos y protec-
tores solares, e incluso nanoparticulas de arcilla en
botellas de cerveza.

Por ello, en los ultimos afios, el campo de la
nanotoxicologia ha crecido significativamente en
respuesta a las preocupaciones, tanto publicas
como reglamentarias, sobre la tan controvertida era
de la nanotecnologia, debido a la posibilidad de un
mayor incremento en usos médicos, industriales,

alimenticios y comerciales (85) y por lo tanto una
mayor exposicion, que traera consecuentemente un
aumento de enfermedades crénico degenerativas
asociadas al estrés oxidativo desencadenado en
el caso de las AgNPs, debido a su afinidad con los
transportadores de electrones (ubiquinona o coen-
zima Q, NAPH oxidorreductasas y oxidasas) que
corrobora o apunta a un efecto inicial en el nivel de
la membrana plasmatica y sistemas de membranas
internas, y debe focalizarse en la induccion del estrés
oxidativo a los derivados isoprénicos que generan
estructuras no ciclicas como el acido araquiddnico
o ciclicas el tipo benzoquinonas, como el propio
NADH vy del tipo prostanoides como la CoQ vy la
prostaglandina, principales blancos de los derivados
y compuestos de plata, como las AgNPs.
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RESUMEN

Las plaquetas son componentes esenciales en la formacién de coagulos en los sitios
de dafo vascular, pero también en la formacién de trombos, en ausencia de dafio
vascular. Se ha sugerido que las plaquetas de los pacientes diabéticos son hiperac-
tivas y contribuyen a la aparicién de complicaciones graves de la enfermedad, como
el infarto agudo de miocardio e infarto cerebral. La hiperglucemia es tan sélo uno
de los factores en la diabetes mellitus, asociados a la hiperactividad de las plaqu-
etas, no obstante, los mecanismos por los cuales induce estos efectos contintian en
estudio. Esta revision abordara los mecanismos que relacionan a la hiperglucemia
con aumento en la activacion plaquetaria, asi como el papel que pudiera tener la
glicosilaciéon en la activacion plaquetaria.

ABSTRACT

Platelets are essential components in clot formation mainly at sites of vascular da-
mage, but also in the development of thrombi, in the absence of vascular damage.
It has been suggested that platelets from diabetic patients are hyperactive and
contribute to the occurrence of severe complications of the disease, such as acute
myocardial infarction and stroke. Hyperglycemia is only one factor in DM associated
with platelet hyperactivity, however, the mechanisms that induce these effects are
not completely understood. This review will address the mechanisms that relate hy-
perglycemia with increased platelet activation, as well as and the role of glycosylation

PALABRAS
CLAVE:
Glucosa,
Plaquetas;
Glicosilacion.

KEY WORDS:
Glucose,
Platelets,
Glycosylation.

on the platelet activation.

INTRODUCCION

En la poblacién general, los valores de glucemia
se distribuyen como una variable continua y, en
consecuencia, el valor del punto de corte entre la
normalidad y la diabetes es dificil de determinar y
conlleva un cierto grado de arbitrariedad. De hecho,
el umbral diagndstico ha ido cambiando con los
anos. Idealmente, el valor de corte elegido deberia
identificar a individuos con alto riesgo de desarro-
llar complicaciones macro o microvasculares por
hiperglucemia que se beneficien de un tratamiento
hipoglucemiante. Actualmente, se toman como
valores de corte aquéllos en los que, en algunas

*Recibido: 27 de abril de 2017

poblaciones estudiadas, aparece la complicacion
microvascular érgano-especifica mas caracterizada:
la retinopatia diabética.

La hiperglucemia, término que se refiere a va-
lores elevados de glucosa en circulaciéon sanguinea
(>100 mg/dl) y cuando sobrepasa los 240 mg/dl es
un factor reconocido que ocasiona dafio vascular, al
inducir, la acumulacién de sorbitol y fructosa a tra-
vés de la via del poliol; incremento en la formacion
de los productos finales de la glicacién avanzada
(PFGA), activacion de la enzima proteina cinasa C
(PKC) vy del factor nuclear potenciador de las cade-
nas ligeras kappa de las células B activadas (NFkB)
(1). Los mecanismos antes descritos tienen en co-
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mun el desarrollo de estrés oxidativo. Sin embargo,
informacion mas reciente sugiere que la adicion
incrementada de N-acetil glucosamina (GIcNAc) a
las proteinas del endotelio (2) podria afectar sus
propiedades antiplaquetarias. Lo anterior, es la con-
secuencia de un incremento en el flujo de glucosa
a través de la via biosintética de las hexosaminas
(VBH) que se origina en respuesta a la hiperglu-
cemia. La presente revision tiene como objetivo
describir los posibles efectos de la hiperglucemia
en la actividad plaquetaria

PLAQUETAS

Las plaquetas son fragmentos celulares sin nacleo,
con un didmetro aproximado de 2 a 5 ym y un
grosor de 0.5 pm, que se originan de la fragmen-
tacion de los megacariocitos en médula dsea. Las
plaquetas poseen granulos que contienen sustan-
cias bioldogicamente activas, los mas importantes
son los granulos densos, los granulos alfa y los
lisosomas. Cuando las plaquetas se activan, ya sea
por adhesion a ligandos de la matriz subendotelial
o por agonistas solubles, vacian su contenido a la
circulacion. Los granulos densos contienen ADP/
ATP, polifosfato inorganico, pirofosfato, serotonina
y calcio, y liberan su contenido por exocitosis. Los
lisosomas contienen catepsinas, elastasas, fosfa-
tasas y glicosidasas que son responsables de la
degradacion de proteinas de la matriz celular (3).
Las plaquetas tienen un papel importante en la
modulacion de la respuesta inmune innata debido
a que poseen actividad fagocitica y antibacteriana
rudimentaria (4) y en la respuesta inmune adap-
tativa, ademas de que contienen citocinas proin-
flamatorias como la Interleucina-1 (IL-1), de esta
manera modula la respuesta inmune e inflamatoria.
Las plaquetas, tienen un papel en el inicio de la
inflamacion, la angiogénesis, la aterosclerosis, el
desarrollo y el crecimiento del tumor linfatico, asi
mismo, contribuyen a enfermedades cronicas como
la diabetes mellitus tipo 2 (5). Participan en la he-
mostasia primaria formando un tapon que evita la
pérdida sanguinea en los sitios de dafo vascular.
Para cumplir con este objetivo, las plaquetas deben
activarse y agregarse entre ellas en un proceso
conocido como agregacion plaquetaria. La figura
1 muestra de manera simplificada la participacion
de las plaquetas en la hemostasia.

ACTIVACION PLAQUETARIA

Activacion por receptores de adhesion

El inicio de la activacion plaquetaria ocurre cuando
los receptores de adhesion de las plaquetas interac-

cionan con las proteinas de la matriz extracelular
en los sitios de dafio vascular. La glicoproteina VI
(GPVI), el complejo glicoproteina Ib-IX-V (GPIb-
IX-V) y la integrina alIbB3, también conocida
como glicoproteina IIb/IIIa (GPIIb/IIIa) son las
principales moléculas de adhesion de las plaquetas
involucradas en su activacion. Aunque las vias de
sefializacion difieren entre estas proteinas, com-
parten algunas similitudes como es la activacion
de las cinasas de la familia Src (SFK, por sus siglas
en inglés) y de la enzima fosfatidilinositol-3-cinasa
(PI3K), que fosforila al fosfatidilinositol (PtdIns).
La via de la PI3K es estimulada fisioldgicamente
como consecuencia de la activacion de receptores
de membrana con actividad de tirosina cinasa, los
cuales se autofosforilan y fosforilan el sustrato del
receptor de insulina (IRS); éste ultimo, a la vez,
fosforila a la subunidad p85 de la PI3K. La fosfo-
rilacion de la subunidad p85 conduce a un cambio
conformacional de dicha proteina que conduce a
la union de la subunidad catalitica (p110). La PI3K
activa, fosforila el PtdIns(4,5)bisfosfato (PIP2) con-
virtiéndolo en el segundo mensajero PtdIns(3,4,5)
trisfosfato (PIP3), el cual, conduce al anclaje y la
activacion de la proteina cinasa B (PKB o Akt).

En las plaquetas se requiere a la proteina Lyn
de la familia de las SFK en la activaciéon de PI3K.
PI3K actua en conjunto con la enzima fosfolipasa Cy
(PLCy) para que ésta ultima conduzca a la hidrdlisis
del fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PtdIns(4,5)
P2) formando segundos mensajeros: inositol-tris-
fosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (6,7), los cuales
promueven la movilizacion de calcio y la activacion
de la proteina PKC, respectivamente.

El factor de von Willebrand (VWF), es una
proteina adhesiva que se une a varios ligandos
que son componentes esenciales del proceso
hemostatico, se une a: 1. Plaquetas y al suben-
dotelio, a fin de fomentar la adhesion plaqueta-
ria, 2. Plaquetas activadas, a fin de fomentar la
agregacion plaquetaria y 3. Al factor VIII (FVIII),
para evitar la degradacion prematura de este
cofactor de coagulacion. La interaccion del factor
de von Willebrand (VWF) con la GPIb activa a las
plaguetas mediante un mecanismo dependiente
de la activacion de Akt por la via de sefializacion
PI3K-Akt (6,7). Se ha propuesto que Akt activa
a la enzima sintasa de 6xido nitrico (NOS, por
sus siglas en inglés) en las plaquetas y que pro-
bablemente, el 6xido nitrico (NO) incremente los
niveles plasmaticos del guanosin monofosfato
ciclico (GMPc), lo cual conlleva a la activacion de
la proteina cinasa dependiente de GMPc (PKG) y
de la via de las cinasas activadas por mitégenos
(MAPK). De manera paralela se ha sugerido un
mecanismo regulado por SFK que involucra la
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Figura 1. Funciones de la plaqueta en la hemostasia. El principal papel fisiolégico de las plaquetas se cree que
es en la hemostasia. Normalmente, las plaquetas circulan en la sangre en la periferia de los vasos sanguineos,
manteniéndose inhibidas por efecto del endotelio. Luego de una lesion vascular la hemostasia se activa para evitar
la hemorragia. En el primer paso de este proceso, la exposicion de las proteinas de la membrana basal, como el
colageno, permite que las plaquetas se adhieran al sustrato. Las plaquetas adheridas posteriormente se agregan
y liberan mediadores de activacion plaquetaria, tales como ADP y TXA2, los cuales activaran a mas plaquetas en
el sitio de la lesion. La activacion plaguetaria es crucial para la formacion de fibrina en la hemostasia secundaria.

TXA2: tromboxano A2. ADP: Adenosin difosfato.

activacién de la guanilil ciclasa soluble (GCs) para
la produccion de GMPc en las plaquetas (6,7). Al
parecer, la elevacién moderada del NO y del GMPc
tiene efectos estimulatorios en las plaquetas y no
efectos inhibitorios.

Activacion por los agonistas plaquetarios

Las plaquetas requieren el estimulo de distintos
agonistas: trombina, serotonina y epinefrina para
continuar con su activacion. Ademas, en respuesta
a algunos agonistas, el acido araquiddnico, una mo-
|écula intracelular, produce tromboxano A2 (TXA2)
que amplifica las vias de activacion plaquetarias.
Los agonistas plaquetarios ejercen sus efectos al
interaccionar con sus receptores acoplados a pro-
teinas G. La trombina es el agonista plaquetario
mas potente, se une a los receptores activados de
proteasas 1 y 4 (PAR1 y PAR4) que interaccionan
con las proteinas Gq y G11/13, y probablemente
con la proteina Gi. Al igual que la trombina, los
receptores de ADP (receptor P2Y,, y P2Y,), TXA2
(receptor de prostaglandinas H2), serotonina (re-

ceptor HT2a) y epinefrina (receptor a2 adrenérgico)
se acoplan también a sus respectivas proteinas G.

Las vias de activacion difieren entre los ago-
nistas plaquetarios, sin embargo, éstas convergen
en algunos puntos de la sefializacidn intracelular,
como es la hidrdlisis del PtdIns y la activacion de la
PI3K. La PLCPB activada (por receptores acoplados
a la proteina Gq) hidroliza al PtdIins(4,5)P2 obte-
niéndose IP3 y DAG, para que posteriormente en
la senalizacién intracelular se activen las proteinas
CalDAG-GEF-1 (por sus siglas en inglés: calcium
and DAG-regulated guanine nucleotide exchange
factor 1) y PKC, involucradas en la regulacion
de la secrecién granular, sintesis de TXA2 y la
activacién de la GPIIb/IIIa (6,7). Por su parte,
el acoplamiento del receptor P2Y12 del ADP a la
proteina Gi es un mecanismo de activacion de
la PI3K en las plaquetas que, tras una serie de
sefiales intracelulares, promueve la sintesis de
TXA2. La via PI3K y de la PLC convergen en un
punto clave de la sefalizacion plaquetaria, y lo
hacen a través de la regulacién de la actividad
de la proteina Rab1, un elemento esencial en la
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activacion de la GPIIb/IIIa, y por consiguiente, en
la agregacion plaquetaria.

Al igual que la activacién de la GPIIb/IIIa, la se-
crecién granular se desarrolla tras la convergencia
de distintas vias de sefializacion celular. Entre los
productos liberados de los granulos plaquetarios
(o y densos) se encuentra el agonista ADP, calcio,
mediadores inflamatorios, quimiocinas, factores de
crecimiento, factores procoagulantes, anticoagulan-
tes y proteinas de la fibrindlisis. Algunas proteinas
asociadas a las membranas de los granulos pla-
quetario migran a la superficie celular sélo cuando
las plaquetas se activan. Los granulos plaquetarios
contienen proteinas que en investigacién clinica y
basica se utilizan como marcadores de activacion
plaquetaria, en especial la proteina P-selectina.

HIPERGLUCEMIA Y ACTIVACION
PLAQUETARIA

La hiperglucemia es un factor desencadenante de
la hiperactividad plaquetaria en la diabetes melli-
tus. El aumento de: calcio intracelular, volumen
plaguetario medio (VPM), expresién de P-selectina,
factor plaquetario 4, beta tromboglobulina, glico-
proteina V, trombospondina 1, asi como la sintesis
de tromboxano B2, corresponden a marcadores de
activacion plaquetaria en la DM (8).

El VPM aumenta con los valores de glucemia y
hemoglobina glicada (HbA1c) (9), sin embargo,
es importante aclarar que el VPM no se asocia de
manera independiente con la glucemia ni con la
DM (10).

La expresion de proteinas de membrana como
P-selectina aumenta en plaquetas expuestas a
concentraciones elevadas de glucosa o durante
la hiperglucemia aguda, asi como la expresion de
glicoproteinas plaquetarias (Ib y IIb/IIIa).

El incremento de calcio intracelular es otro dato
de activacién plaquetaria. En este sentido, las
concentraciones elevadas de glucosa incrementan
la expresion los canales catidnicos de receptores
de potencial transitorio 6 (TRPC6, por sus siglas
en inglés) en la membrana de las plaquetas y esta
respuesta es dependiente de la via de la PI3K
(14).

La hiperglucemia induce dafio oxidante al pro-
mover el incremento de las especies reactivas
del oxigeno (ERO) (15). Los pacientes con DM,
sintetizan mds TXA2 en respuesta a los agonistas
plaguetarios que las plaquetas de personas sin la
enfermedad, probablemente debido al aumento
en la actividad de la enzima ciclooxigenasa 1 (16).
Durante la oxidacién del acido araquiddénico por
las ERO se producen intermediarios metabdlicos
como el isoprostanoide 8-iso-PGF2a, el cual estd

incrementado en los pacientes con DM (17). Enlas
plaguetas, el 8-iso- PGF2a incrementa la expresion
de la GP IIb/IlIa, la concentracion intracelular de
calcio, y disminuye los efectos antiplaquetarios del
oxido nitrico (NO) (18). Debido a la correlacion entre
la concentracion de 8-iso- PGF2a y TXA2, se ha
propuesto al estrés oxidativo como un mecanismo
de activacion plaquetaria.

En 2011, Tang y cols., propusieron otro meca-
nismo por el cual la glucosa activa a las plaquetas
(19). El estudio propone que la hiperglucemia y el
colageno actlan sinérgicamente en las plaguetas
activando a la enzima aldosa reductasa dependien-
te de la via del poliol, la activacion de la enzima
favorece la produccion de ERO las cuales actian
sobre la via de PLCy2/PKC/p38a. MAPK que conlleva
a la activacion de PLA2. Como resultado, se provee
de mas acido araquiddnico a la enzima COX-1, lo
cual favorece la sintesis de TXA2 y con ello, que
las plaquetas sean hiperactivas.

Aunque los mecanismos de activacion plaque-
taria no estan completamente dilucidados, se
sabe que la hiperglucemia induce cambios en la
bioquimica de las plaquetas. Dichos cambios se
relacionan normalmente con la activacién de las
vias de sefializacion celular (12, 19, 20). En adicion,
estudios recientes muestran que la expresion de
microRNAs (miRNAs) en las plaquetas se relaciona
con activacion plaquetaria (21-23). Por ejemplo,
Yang y cols., en 2016 (22) observaron que la
expresion de los miRNAs, miR-223 y miR-144,
esta alterada en pacientes con DM tipo 2 (con y
sin enfermedad vascular cerebral isquémica), en
comparacion con donadores sanos. Se observo
que la expresion de miR-223 y miR-144 en las
plaquetas y en el plasma correlacionaba con la
expresion del receptor P2Y12 del ADP y el sustrato
del receptor de insulina tipo 1 (IRS-1), asi como
con la glucemia y expresion de P-selectina. Ade-
mas, la fosforilacion de IRS-1, PI3K y Akt estaba
alterada en los pacientes diabéticos. Los autores
concluyen que la hiperglucemia podria activar a
las plaquetas a través de miR-223 y miR-144, dis-
minuyendo y aumentando la expresion de IRS-1
y del receptor P2Y12, respectivamente, afectando
de esta manera, la via de sefializacion plaquetaria
de IRS-1/PI3K/Akt.

Finalmente, los cambios bioquimicos de la pla-
queta en la hiperglucemia modifican la funciéon de
las mismas. La hipersensibilidad de las plaquetas
a sus agonistas (11, 12, 24), la agregacion (11,
12) y secrecion plaquetaria (24) incrementadas,
definen en gran media, la disfuncidon plaquetaria
de los pacientes diabéticos.

Los efectos de la hiperglucemia en las plaquetas se
resumen en la tabla 1 y figura 2.
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Figura 2. La hiperglucemia en la activacién plaquetaria. Los mecanismos de activacion plaquetaria mediados por
la hiperglucemia no son claros. Sin embargo, se sugiere que el incremento de ERO y la glicosilacion de proteinas
inducen sefales intracelulares en las plaquetas causando que estas se activen, como la activacion de la via de PKC
qgue a su vez permite la sintesis de TXA2 y activar la via del éxido nitrico. Como resultado, las plaquetas incrementan
de tamafio, cambian su forma, secretan su contenido granular, incrementan la expresion de proteinas de membrana
(P-selectina, GP Ib-IX-V, GP IIb/IIIa, entre otras) y aumentan los niveles calcio intracelular. Ademas, las plaquetas
activadas liberan MP plaquetarias. En conjunto, estos cambios conducen a que las plaquetas se agreguen unas con
otras, pero ademas, las plaquetas activadas promueven la formacion de fibrina y la inflamacién al proporcionar
factores procoagulantes y mediadores inflamatorios. Debido a que el endotelio tiene propiedades antiplaquetarias, la
disfuncidn de estas células, causada por la hiperglucemia, activa indirectamente a las plaquetas. El estrés oxidativo
y la glicosilacién (enzimatica y no enzimatica) de proteinas del endotelio son factores clave en la activacion de las
plaquetas. ERO: Especies reactivas del oxigeno,; MP: Microparticulas; NO: Oxido nitrico; PAI-1: Inhibidor del activador
tisular del plasminégeno tipo 1; PFGA: Productos finales de la glicacién avanzada,; PGI,: Prostaciclina; PKC: Proteina
cinasa C; TXA2: Tromboxano A2; VBH: Via biosintética de las hexosaminas; VPM: Volumen plaquetario medio.

Tabla 1. Alteraciones bioquimicas y funcionales de las plaquetas en la hiperglucemia.

Alteraciones bioquimicas Referencia
Activacion de vias de sefalizacion celular 12,19,20
Sintesis incrementada de TXA2 13
Movilizacién de Ca2+ 14
Estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial 12,15,19
Disminucién de miRNA 21,22,23
Alteraciones funcionales

Aumento del volumen plaquetario medio 9,10
Sensibilidad incrementada a los agonistas plaquetarios 11,12,24
Activacion de la GPIIb/IIla 11,12
Expresion incrementada de proteinas de membrana 11,12,13
Incremento de la secrecion granular 24

GPIIb/IIIa: glicoproteina IIb/IIla; TXA2: tromboxano A2
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Glicosilacion no enzimatica y glicosilacion enzimatica
en la activacion plaquetaria

La activacion plaquetaria en la hiperglucemia re-
quiere de mecanismos alternos como pudiera ser
la glicosilacion de proteinas. La glicosilacion ocurre
normalmente en las células, pero su incremento
puede causar alteraciones en el funcionamiento de
las mismas. La glicosilacién no enzimatica (GNE,
o simplemente glicacién) consiste en el ataque
directo de la glucosa a las proteinas en un proceso
que depende de la concentracion de glucosa del
medio y de la vida media de las proteinas. La GNE
ocurre principalmente en proteinas de vida media
prolongada. En las primeras horas de la GNE, se
produce una base de Schiff la cual se origina de la
union del grupo amino de la lisina con el carbonilo
de la glucosa. Transcurridos unos dias, la base de
Schiff se convierte en un producto mas estable,
conocido como producto de Amadori. Si la hiper-
glucemia persiste durante semanas, se producen
los productos finales de glicacion avanzada (PFGA o
AGE, por sus siglas en inglés). Los PFGA se forman
en reacciones oxidativas y no oxidativas. Ademas
de los PFGA unidos a proteinas, también se forman
productos dicarbonilicos y especies de oxigeno
reactivas (ERO). Los productos dicarbonilicos pue-
den provenir de la oxidacion de monosacaridos en
solucion y después formar enlaces entrecruzados
con proteinas en un proceso llamado glicacion
autooxidativa. Las plaquetas poseen receptores
para PFGA, y que éstas se activan al ser estimu-
ladas con estos productos. Sin embargo, aunque
las plaquetas sufren GNE, es poco probable que
en ellas se forman PFGA debido a que viven poco
tiempo en el organismo.

La glicosilacion enzimatica comprende a la Ny
O-glicosilacion, la primera consiste en la union de
carbohidratos al grupo amino de la cadena lateral
del aminoacido asparagina, mientras que en la
O-glicosilacion los carbohidratos se unen al grupo
hidroxilo de la cadena lateral de los aminoacidos
serina o treonina. El estudio de Wang y cols., en
2012 (25), muestra la importancia de la O-glicosi-
lacion en la funcidon de las plaquetas. Se demostro
que este proceso es fundamental para la funcion
adecuada de las proteinas implicadas en la adhe-
sion (GPIb-IX-V) y agregacion plaquetaria (GPIIb/
IIIa), ademas, se desconoce si la O-Glicosilacion
pudiera contribuir a la hiperactividad plaquetaria.

Efectos de la O-GIcNAcilacion en las plaquetas

Durante la hiperglucemia la concentracién de
glucosa se pueden incrementar en las plaquetas,
existe la posibilidad de que la glucosa ingrese a la
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Figura 3. Via biosintética de las hexosaminas y
O-GIcNAcilacion. Del 2 al 3% de la glucosa que ingresa a
las células se dirige a la VBH para producir UDP-GIcNACc,
sustrato de la enzima OGT. La glucosa ingresa como
fructosa-6-fosfato a la VBH, posteriormente la enzima
GFAT cataliza la formacion de glucosamina-6-fosfato, la
cual es convertida a N-acetilglucosamina-6-fosfato y una
reaccion mas tarde a N-acetilglucosamina-1-fosfato por
accion de las enzimas GNAT y PGM, respectivamente.
En una reaccion final, la enzima UDP-GIcNACP cataliza
la formacién de UDP-GIcNAc a partir de UTP y
N-acetilglucosamina-1-fosfato. La enzima OGT adiciona
GIcNAc a las proteinas en una reaccion que tiene lugar
en grupos hidroxilo de residuos de serina o treonina. La
O-GlIcNAcilacién es un fenémeno reversible, la enzima
OGA retira la GIcNAc de las proteinas, regulando de
esta manera la actividad de la enzima OGT. GFAT:
Glucosamina: fructosa-6-fosfato animotransferasa;
GIcNAc: N-acetilglucosamina; GNAT: Glucosamina-6-
fosfato N-acetiltransferasa;, OGA: O-GIcNAc hidrolasa;
O-GIcNAc: O-GlcNAcilacion; OGT: O-GIcNAc transferasa;
PGM: Fosfoacetilglucosamina mutasa; UDP-GIcNAc:
Uridin difosfato N-acetilglucosamina; UDP-GICNACP:
UDP-N-Acetilglucosamina pirofosforilasa;, VBH: Via
biosintética de las hexosaminas.

via biosintética de las hexosaminas (VBH), aumen-
tando la O-GlcNAcilacion (O-GIcNAc) de proteinas.

La via de las hexosaminas, inicia con la incor-
poracién de glutamina por la enzima glutamina
fructosa-6-fosfato aminotransferasa (GFAT), la cual
cataliza la formacion de glucosamina-6-fosfato a
partir de fructosa-6-fosfato y la glutamina. A partir
de este punto se desencadena una serie de reaccio-
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nes enzimaticas que culminan con la formacion de
uridin difosfato N-acetil-glucosamina (UDP-GIcNAc),
sustrato de la enzima O-GIcNAc transferasa (OGT)
(26) (Fig. 3). La O-GIcNAc de proteinas es una
modificacion postraduccional, analoga a la fosfo-
rilacion, la cual regula la localizacion, estabilidad
y actividad de muchas proteinas. Consiste en la
adicién de unidades de GIcNAc a grupos hidroxilo
en residuos de serina y treonina de proteinas lo-
calizadas en el citoplasma, nlcleo y mitocondria.
La adicion de unidades de GIcNAc a las proteinas
es catalizada por la enzima OGT y es removida por
la enzima O-GIcNAcasa (OGA) (26) (Fig. 3).

La O-GIcNAc regula las concentraciones de
glucosa en la sangre al modificar proteinas que
regulan la expresion del gen de la insulina, como
el factor de transcripcion PDX-1 (27). Alejandro y
cols., en 2015 (28) demostraron en ratones knoc-
kout para OGT, que la O-GIcNAc es un proceso que
regula la funcion y supervivencia de las células B
pancreaticas.

En relacion a lo anterior, la modificacién del
receptor de insulina (IR), y de IRS-1 y 2 por la
O-GIcNAc afecta la via de supervivencia celular de
PI3K/Akt en las células beta pancreaticas, hacien-
do mas susceptibles a estas células a la apoptosis
(29).

Las células endoteliales (CE) son células alta-
mente especializadas, capaces de adaptar su estado
funcional a estimulos diversos, por lo que el endo-
telio ejerce diversas funciones ateroprotectoras:
regula la coagulacion, la trombosis y el sistema
fibrinolitico, modula la actividad de las células
musculares de la capa media (tono vascular/proli-
feracion) y controla el transito de macromoléculas
y células inflamatorias a la pared. Cuando estas
funciones son perturbadas (disfuncion endotelial) se
favorece el desarrollo de lesiones aterosclerdticas,
por otro lado, las células endoteliales se encuen-
tran continuamente reconociendo y respondiendo
en forma activa frente a los cambios que ocurren
en el ambiente extracelular local, como sucede
en presencia de bacteremia, trauma, isquemia-
reperfusion, etc. En otras palabras, la activacion
de la célula endotelial se produce como respuesta
adaptativa normal y la forma de presentacion y
duracion de ésta dependera del tipo de estimulo.

La O-GIcNAc disminuye la sintesis de NO (30),
lo que sugiere que las células endoteliales estan
activadas o son disfuncionales. Federici y cols., en
2002 (31) hicieron evidente que la hiperglucemia
y la activacion de la VBH afectan la activacion de
la enzima Oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)
por Akt. Se demostro que el IRS-1 es altamente
modificado por la O-GIcNAc, teniendo como re-
sultado la disminucion de la fosforilacion y de la

activacion de las proteinas de la via de la insulina
(IR/IRS/PI3K/Akt/eNOS).

En la actualidad, no se cuenta con informacion
contundente que demuestre cual es el papel fisiolo-
gico o patoldgico de la O-GlcNAc en las plaquetas.
La informacidn se limita a un solo estudio realizado
en plaquetas de ratdn provenientes de dos mode-
los experimentales de DM (tipo 1 y 2) (32). Los
resultados revelaron de manera general que en las
plaguetas de los ratones hay proteinas modificadas
por la O-GIcNAc y que las enzimas OGT y OGA se
encuentran expresadas en las plaquetas. Aunado
a estos resultados, se demostro que la expresion
de la O-GIcNAc, es muy similar en las plaquetas de
los ratones control y las plaquetas de los ratones
diabéticos. Ferreira y cols., en 2004 (33) demos-
traron que la insulina atenua la funcion plaquetaria
al interferir con la supresion del AMPc mediante la
interaccion del IRS-1 con la proteina Gi. El AMPc
es un inhibidor fisioldgico de las plaquetas que se
forma por accion de la enzima adenil ciclasa (AC).
Esta ultima es inhibida por la proteina Gi acoplada
al receptor P2Y12 del ADP. Ferreira y cols., (33) de-
mostraron que la insulina promueve la fosforilacion
y asociacion del IRS-1 con la proteina Gi, teniendo
como resultado la disminucién de la actividad de
ésta Ultima enzima, efecto que se tradujo en una
reduccion de los niveles intracelulares de AMPc y
una respuesta débil de la movilizacion de calcio
por efecto de los agonistas plaquetarios, ADP y
trombina. Considerando este mecanismo, surge la
hipétesis de que si en las plaquetas de pacientes
con DM-2, la modificacion del IRS-1 por la O-GIcNAc
induce resistencia a los efectos inhibitorios de la
insulina (Fig. 4).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las plaguetas no tienen receptores para glucosa,
la activacion de las plaquetas en los pacientes con
DM-2 debe estar sujeta a otros mecanismos. La
glicosilacion de proteinas induce cambios en la
estructura y funcion de las proteinas, de tal ma-
nera que, en las plaquetas, este evento bioquimico
suscitado en las membranas de las plaquetas, y
quiza, en proteinas citoplasmaticas o de los granu-
los, pudiera inducir activacion plaquetaria. Debido
a que la O-GIcNAc afecta las vias de senalizacion
celular, es probable que este evento contribuya a
la activacion plaquetaria. No podemos descartar
que los efectos de la O-GIcNAc de proteinas en las
plaquetas ocurran a nivel del megacariocito en la
médula ésea, predisponiendo probablemente a que
las plaguetas que deriven de él sean hiperactivas,
o0 en el contexto contrario, que la O-GIcNAc sea
inocua en las plaquetas.
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Figura 4. Mecanismo hipotético de los efectos de la O-GIcNAcilacién en la plaqueta. Gi es una proteina que se acopla
a receptores como el de ADP, (receptor P2Y12) suprimiendo la formacién de AMPc, un inhibidor fisiolégico de las
plaquetas. Por lo tanto, el ADP activa a las plaquetas. La interaccién de la insulina con su receptor desencadena
reacciones intracelulares incluyendo la fosforilacion del IRS-1 en residuos de tirosina. Gi disminuye su actividad al
interaccionar con IRS-1 afectando su efecto inhibitorio sobre la enzima AC, la cual cataliza la produccién de AMPc
e indirectamente, regula los niveles de calcio intracelular. En condiciones hipotéticas de hiperglucemia, el ingreso
elevado de glucosa a las plaquetas podria estimular el proceso de O-GIcNAcilacién. Probablemente, la adicion de
GIcNAc a IRS-1 por accidn de la OGT interfiera con su fosforilacion en residuos de tirosina, afectando de esta manera
su interaccién con Gi. En consecuencia, Gi inhibiria a la enzima AC con la concomitante supresion de los niveles de
AMPc y sus efectos inhibitorios sobre las plaquetas. AC: Adenil ciclasa; ADP: Adenosin difosfato; AMPc: Adenosin
difosfato ciclico; GIcNAc: N-acetilglucosamina; Gi: Proteina Gi; GLUT3: Transportador de glucosa 3; IRS-1: Sustrato
del receptor de insulina tipo 1; IRS-2: Sustrato del receptor de insulina tipo 2; O-GIcNAc: O-GIcNAcilacién; OGT:
O-GIcNAc transferasa; pTyr: Fosforilacion de residuos de tirosina; UDP: Uridin difosfato.

El conocimiento de nuevos mecanismos mo-
leculares en la activacion plaquetaria permitira
diseflar mejores farmacos para el tratamiento
de los pacientes diabéticos que sufren compli-
caciones relacionadas con las plaquetas. En el

caso de la O-GIcNAc, mas que pensar en el de-
sarrollo de nuevos farmacos, su relacion directa
con la hiperglucemia exhorta a que el control de
la glucemia en los pacientes diabéticos sea mas

estricto.
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CRucCIBIOQ"
*CICLO DE KREBS

Yolanda Saldafia Balmori
Correo E: balmori@bg.unam.mx

1 o o o B X

H B SaEEEn

15 Acido que se forma por la condensacién entre
oxalacetato y acetil Coenzima A.
HORIZONTALES 17 Sustrato de una enzima reguladora que se

activa con ADP y requiere de Mg** o Mn*+,

18 Se oxida por un complejo multienzimatico, una
de sus unidades contiene lipoato.

Sustrato que se oxida por la malato deshidro-
genasa, depende de NAD".

Al oxidarse entrega hidrégenos que ingresan a
la cadena respiratoria a nivel de la coenzima Q.
Vitamina necesaria en la carboxilacion del
piruvato para formar oxalacetato.

1 Aceptor de hidréogenos provenientes del

succinato. 20
7 Presente en la coenzima A, su grupo SH forma

un enlace tioéster con el acetato. 22
10 Numero de moléculas de didxido de carbono

que se desprende del ciclo de Krebs. 24
11 Reaccion de pérdida de didéxido de carbono.
14 Enzima que transfiere un grupo fosfato del

GTP al ADP.
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25

26

27

29

31

32

33

34

VERTICALES

2

3

4

Revista de Educacién Bioquimica (REB) 36(2): 65-66, 2017 CRUCIBIOQ. Ciclo de Krebs

Condiciones en las que tiene que operar el
ciclo de Krebs para utilizar NAD* y FAD.
Molécula que se une a la lisina para inter-
cambiar hidréogenos en el complejo piruvato
deshidrogenasa.

Molécula que activada como coenzima A es el
principal alimentador de la via.

Producto de la enzima piruvato carboxilasa, se
condensa con acetil Coenzima A para formar
citrato.

Nombre del acido que designa al ciclo donde
se oxidan carbohidratos, lipidos y proteinas.
Molécula que al descarboxilarse irreversible-
mente en la matriz mitocondrial forma acetil
Coenzima A.

Enzima que cataliza la adicién trans de H* y
OH- al fumarato para producir malato.
Inhibidor de la enzima isocitrato deshidroge-
nasa.

La oxidacion de los metabolitos del ciclo de
Krebs llevan a la formacién de la moneda
energética.

Inhibidor alostérico de la enzima citrato sin-
tasa.

Tipo de enzima que permite que el succinato
se oxide a fumarato.

12

13

16

19

21

23

28

30

Nombre de la deshidrogenasa que cataliza la
formacion del oxalosuccinato.

Reaccidn de acetil Coenzima A con oxalacetato
y es catalizada por la enzima citrato sintasa.
La velocidad del ciclo de Krebs disminuye
cuando la célula tiene un nivel de
ATP.

NUumero de pares de hidrogeno que se produ-
cen el ciclo de Krebs.

Vitamina que se encuentra presente en la
coenzima A.

Compartimento celular en donde se realiza el
ciclo del acido citrico o de los acidos tricar-
boxilicos.

Producto de la transaminacion del alfa-ceto-
glutarato.

Enzima que cataliza tanto la deshidratacion del
citrato como la hidratacion del cis-aconitato.
Se produce al transaminar el oxalacetato.
NUumero total de ATP que en un principio se
considerd, que se generaban en una vuelta
del ciclo de Krebs.

Al salir de la mitocondria sirve como modulador
alostérico negativo de la fosfofructocinasa.
Nombre del ciclo que es la via comun para la
oxidacion de las moléculas combustibles.

Parte del material de este CRUCIBIOQ se pu-
blicd el Boletin de Educacién Bioquimica (BEB)
Vol. 20(3), 2001, ahora se tiene acceso a él
en linea.
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INSTRUCCIONES PARA LOS COLABORADORES DE LA
REVISTA DE EDUCACION BioQuimicA (REB)

La REB es una revista dedicada a la divulgacién, difusion, discusién, analisis y presentacion
de resultados derivados de investigaciones originales en temas relevantes en el campo de la
bioquimica y areas afines. La Revista esta dirigida a investigadores, profesores y estudiantes
de posgrado, licenciatura y educacion media superior. Los trabajos que se someten a eva-
luacion para su posible publicaciéon no deben de haberse presentado total o parcialmente en
otras publicaciones.

Se aceptan Gnicamente contribuciones originales con estricto contenido cientifico en forma
de articulos de investigacion, de revisioén, de critica, de analisis y otras comunicaciones que
tengan que ver con diversas formas de estimular el aprendizaje de la bioquimica y sirvan de
apoyo a investigadores, profesores y alumnos, tanto en aspectos de investigacion, académi-
cos y de actualizacion.

I. Los articulos se deben ajustar a los siguientes
lineamientos editoriales:

de publicacién entre paréntesis, titulo completo
del articulo y después de un punto, el nombre
oficial de la revista abreviado como aparece en

1) Portada. En el primer parrafo incluir el titulo, el el Current Contents, numero del volumen y an-

cual debe de ser claro, simple, atractivo y evitar
las abreviaturas o en su caso, definirlas al inicio
del texto. En el siguiente parrafo se anotaran
los nombres completos de los autores, iniciando
por el nombre propio completo. La afiliacion de
los autores se escribira en el siguiente parrafo,
indicando departamento, institucion, ciudad,
estado y pais y la direccion de correo electronico
del autor responsable. La afiliacion de los autores
se indicard con numeros entre paréntesis. Se
proporcionara un titulo breve con un maximo
de 60 caracteres.

2) Resumen. Se deberan incluir dos resiimenes, uno

en idioma espafiol y uno en inglés (Abstract) de
no mas de 350 caracteres.

3) Palabras clave. Se debera proporcionar de tres a

seis palabras clave en idioma espanol y en inglés.

4) Texto. El articulo debera ser escrito en el procesa-

dor de textos “*Word”, con una extensiéon maxima
recomendada de 15 cuartillas a doble espacio,
en “Times New Roman 12" como fuente de la
letra, sin formato de texto, tabuladores o pies
de pagina. Las figuras y tablas se presentaran
separadas del texto.

5) Referencias. Se indicaran en el texto con nime-

ros entre paréntesis de acuerdo a su orden de
aparicion. Las referencias se enlistaran al final
del trabajo y deben contener para los articulos:
apellidos e iniciales de todos los autores, afio

tecedido por dos puntos, el nUmero de la primera
y ultima paginas, de acuerdo con el siguiente
ejemplo: Martin GM, Austad SN, Johnson TE
(1996) Generic analysis of ageing: role of oxida-
tive damage and environmental stresses. Nature
Gen 113:25-34. Los articulos en libros deberan
citarse de la siguiente forma: Wood KJ (1992)
Tolerance to alloantigens. En: The Molecular Bio-
logy of Immunosuppression. Editor: Thomson A
W. John Wiley and Sons Ltd, Ann Arbor, Michigan,
USA, pp 81-104. Los libros podran incluir las
paginas totales o las consultadas y se citaran de
acuerdo con este ejemplo: Lehninger AL, Nelson
DL, Cox MM (1993) Principles of Biochemistry.
Worth Publishers, New York, NY, USA, p 1013.

6) Figuras y Tablas. Las figuras se pueden presentar

en formato “jpg” o integradas en un archivo de
“Power Point” o del mismo “Word” separadas del
texto del articulo. Las figuras pueden presen-
tarse en colores, con fondo y sombreado. Las
tablas deben de estar en “Word” sin formatos
especiales y separadas del texto del articulo.
Las figuras y las tablas se deberan numerar con
arabigos. Las leyendas y los pies de figuras se
deberan presentar en una hoja aparte. Se debera
considerar que las figuras y las tablas se reduci-
ran a la mitad o a un cuarto de las dimensiones
de una hoja tamafio carta; las letras y nUmeros
mas pequefios no deben ser menores de dos
milimetros después de la reduccidn. En caso de
emplear figuras previamente publicadas, debera
darse el crédito correspondiente y en su caso
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obtener el permiso para su publicacion. Las fi-
guras dentro del texto deberan mencionarse con
minusculas, la palabra entera y sin paréntesis;
cuando se haga referencia a ellas debera citarse
con la abreviatura, la primera letra mayuscula
y entre paréntesis (Fig. 2). Las tablas siempre
llevaran la primera letra a mayuscula y entre
paréntesis (Tabla 2).

7) Abreviaturas. Las abreviaturas seguiran las
normas de la IUPAC, aquellas especificas o poco
comunes deberan definirse entre paréntesis, la
primera vez que se utilicen.

II. Otras comunicaciones incluyen: resumenes de
articulos cientificos interesantes, relevantes o
significativos, informacion cientifica o académica
de interés general, avisos de reuniones acadé-
micas y cursos, problemas teoricos, ejercicios
practicos, juegos didacticos con orientacidn
educativa, bolsa de trabajo o comentarios de ar-
ticulos publicados previamente en la REB, cartas
al editor, entre otras. Estas deberan seguir los
siguientes lineamientos:

1) El contenido debera ser desarrollado en forma
resumida y de una manera explicita.

2) Se aceptara un maximo de 10 referencias que
se citaran entre paréntesis en el texto, como se
indica en el inciso I-5. Se podran incluir figuras
o tablas, con las caracteristicas que se indican
en el inciso I-6.

Los manuscritos que no cumplan con las espe-
cificaciones de la Revista no seran aceptados de
primera instancia para su revision.

Los manuscritos seran evaluados por lo menos
por tres revisores seleccionados por el Comité
Editorial a quienes se les enviara el trabajo con los
autores en andénimo y quienes en todo momento
permaneceran anénimos para los autores y entre

ellos; los revisores opinaran sobre la relevancia
del trabajo en un lapso no mayor a un mes. Las
correcciones y sugerencias de los revisores seran
enviadas con anonimato entre ellos al Editor en
Jefe. El resultado de la evaluacion puede ser: re-
chazado, enviado para correcciones o aceptado.
Una vez obtenida una evaluacion global, el Editor en
Jefe enviara las evaluaciones al autor responsable
para que corrija e incorporé en el manuscrito las
diferentes observaciones o en su caso, indique su
opinidn a observaciones que considere discutibles
en los dictdmenes de los revisores. El manuscrito
corregido por los autores debera ser devuelto a la
Revista, en un lapso no mayor a 30 dias naturales;
de otra forma se considerard como un manuscrito
enviado por primera vez. De ser necesario el Comité
Editorial podra enviar nuevamente el manuscrito co-
rregido a los revisores para tener una nueva ronda
de revision, todo ello continuando con el anonimato.
Una vez aceptado el trabajo, las pruebas de galera,
se enviaran al autor responsable.

Los archivos electrénicos se deberan enviar a
la Revista de Educacion Bioguimica como archivos
adjuntos (reb@bg.unam.mx), con atencion al Edi-
tor en Jefe y a partir de una direccién de correo
electrénico que serd considerada como la direc-
cion oficial para la comunicacion con los autores.
El autor responsable debera indicar plenamente
su adscripcion con teléfono, direccidon electrénica
y postal para comunicaciones posteriores. En el
texto del mensaje enviado se debera expresar la
solicitud para considerar la posible publicacién del
articulo, el titulo del mismo, los nombres completos
de los autores y su adscripcion institucional, asi
como el numero, tipo y nombre de los archivos
electronicos enviados. En el mismo texto se debe
de aclarar que el trabajo no ha sido enviado a
otra revista en su forma total o parcial, para su
evaluacion o que el mismo estd en proceso de
publicacion en otra revista o en otro tipo de pu-
blicacion. De igual manera se debe de aclarar que
no existe conflicto de intereses entre los autores
que envian el trabajo.



