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EDITORIAL

EL HORIZONTE DE LA EDICION GENOMICA

La palabra horizonte proviene del francés “horizon”,
que a su vez deriva del latin y éste de dos palabras
griegas: opilwv (horizdon) y dpog (hoéros, “limite”);
por lo que cuando hablamos del horizonte, no sélo
nos referimos al limite de lo actualmente posible,
sino también a los limites de lo que no se quiere
transgredir. En este sentido hoy nos encontramos
delineando el horizonte de la edicion del genoma
humano, que mediante la tecnologia CRISPR/Cas9
nos permite la manipulacién de nuestro milenario
reservorio de experiencia evolutiva que es nuestro
genoma y que nos define.

Estamos sentados al borde de un abismo de
expectativas relativas a la solucion de grandes
problemas genéticos, de enfermedades incurables
y de susceptibilidad a ataques virales o parasitarios.
Estamos ansiando evitar el dolor evitable. Pero nos
asusta el costo, la tentacidn de la cosificacion de la
persona humana, el terrible sentimiento de creer
ser capaces de mejorar lo que generaciones de
ensayos evolutivos lograron en el humano. Cree-
mos tener las respuestas suficientes para tomar las
riendas de nuestro curso evolutivo, sin los torpes
vaivenes de los multiples caminos truncados, a
los cuales llevan los derroteros estocasticos de la
trayectoria evolutiva.

Podemos tomar la delantera al curso de la evo-
lucion, lograr que se allanen los cuellos de botella
selectores, que dictatorialmente impulsan a la
muerte o a la no adecuacion de los individuos, en
beneficio de los mas aptos, los que retomaran la
siguiente etapa para nuevamente ser sometidos a
las presiones de seleccidn sucesivas que conduciran
inevitablemente a la extincion de la especie, o a la
sucesion de una nueva que nos remplace. Pero ya
no sera asi, nosotros tomaremos el mando... ¢O no?

Recientemente, He Jiankui, un cientifico en el
area de la edicién gendmica, de la Universidad del
Sur de Ciencia y Tecnologia de China en Shenzhen,
anuncio haber editado el gen CCR5 en una célula
huevo, simultaneo a la fertilizacidon in vitro, de un
padre portador de VIH, por lo que, para tener hijos
libres de este agente viral, He eliminé el receptor
celular del virus (1). Dos nifias gemelas nacieron
de esta intervencion (Lula y Nana). La secuencia
gendmica aparentemente no muestra alteraciones
secundarias. He afirma estar dispuesto a asumir el

costo de las criticas a fin de lograr este beneficio
para una familia que tenia miedo a tener hijos ante
la posibilidad de contagiarlos con el virus del SIDA.

En este escenario, las criticas al trabajo de
He han sido fuertes y seguramente conduciran a
sanciones administrativas severas, y van desde
diferentes angulos como que el experimento fue
reportado el 25 de noviembre de 2018 en un video
de YouTube y no mediante los canales de comu-
nicacion adecuados, que se editd un gen para el
cual se desconoce su funcion natural y por tanto
su papel en el desarrollo embrionario, que existe
otro receptor celular del VIH el CXCR4, por lo cual
no son totalmente impermeables las nifias a la
entrada del VIH, que existen otras opciones para
evitar la edicion en embriones, que la tecnologia
CRISPR/Cas9 aun genera rearreglos aleatorios en
sitios distantes del genoma, etc.

Los directivos de las Academias de Ciencias de
China en Beijing, la de Ciencias, y la Nacional de
Medicina de E.E.U.U. en Washington, D.C., lanzaron
el 13 de diciembre un llamado a la comunidad in-
ternacional para sentar las bases de acuerdos que
permitan enfrentar, desde el punto de vista ético
y legal, las posibilidades que la tecnologia de la
edicion gendmica ha abierto. Se avecinan tiempos
en los cuales nos enfrentaremos a decisiones que
nos sacudiran, pero no es el principal problema.
Varios de nosotros somos personas con esque-
mas maduros en cuanto a nuestras opiniones, la
pregunta que nos tenemos que hacer es, si como
profesores de nuestros estudiantes los estamos
preparando para ese escenario, ya no tan futuro.

1) Cyranoski D. y Ledford H. (2018) Genome-
edited baby claim provokes international outcry.
Nature 563: 607-608. doi: 10.1038/d41586-018-
07545-0

Rafael Camacho Carranza
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ACTIVACION CELULAR EN EL CANCER DE MAMA*

Lopez-Naranjo, F**1,, Avila-Alvarez, E. P'. Guadarrama-Flores, B2.,
Cérdova-Moreno, R!.,, Hernandez-Rodriguez, N. A3.

IDivision de Ciencias Bioldgicas y de la Salud. Departamento de Sistemas Bioldgicos.

Universidad Auténoma Metropolitana, unidad Xochimilco (UAM-X).

2Laboratorio de Bioquimica y Biotecnologia Enzimatica. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular A
(DBBMA). Facultad de Veterinaria. E-30100 Espinardo. Universidad de Murcia (UM), Espaiia.

3Laboratorio de Transduccidn de sefiales. Division de Investigacién Clinica. Instituto Nacional de Cancerologia.
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RESUMEN

En México se diagnostican 25 nuevos casos de cancer de mama (tasa de incidencia
de 100.000 mujeres mayores a 25 anos). La principal causa de muerte por cancer es
la metastasis, donde la trombina y su receptor PAR1, constituyen un sistema factor
de crecimiento/receptor relevante en el proceso invasivo del cancer. El objetivo de
este estudio fue determinar la actividad de las ERKs en relacién al potencial invasivo
de dos lineas celulares de cancer de mama asociado a la expresion del receptor PAR1
de trombina, y conocer la contribucién especifica de las MAP cinasas como inhibidor
especifico. En las dos lineas celulares se encontré un incremento significativo de
ERK2. Esto sugiere que las diferencias entre la activacion de las isoformas de ERKSs,
podria evidenciar algun tipo de regulacion entre ellas.

ABSTRACT

25 new cases of breast cancer (death rate of 100,000 women over 25 years) are
diagnosed in Mexico. The leading cause of death by cancer is metastasis, where
Thrombin and its receptor, PAR1, constitute a system relevant receptor/growth fac-
tor in the invasive cancer process. The objective of this study was to determine the
activity of the ERKs in relation to the invasive potential of two cell lines of breast
cancer associated with the expression of Thrombin receptor PAR1, and know the
contribution specified in the MAP kinase inhibitor specific. A significant increase of
ERK2 were found in the two cell lines. This suggests that the differences between
the activation of ERKs isoforms, could reveal some type of regulation among them.

PALABRAS
CLAVE:
Céancer de
mama,

PAR,

MAP cinasas.

KEY WORDS:
Breast

cancer,

PAR,

MAP kinases.

INTRODUCCION

El cAncer de mama, es el cancer mas comuln entre
las mujeres con casi 1.7 millones de casos diag-
nosticados en 2012, esto representa 1 de cada 3
canceres detectados en pacientes femeninas (1,2).
Su evolucién es compleja y a pesar de los avances
en los tratamientos oncoldgicos en México, la tasa
de incidencia en 2014 fue de 28.75 casos nuevos
por cada 100 mil mujeres de 20 anos y mas, la tasa
de mortalidad de mujeres mayores a 25 afos, a
consecuencia de cancer de mama ascendio a 100

*Recibido: 3 de abril de 2018

mil entre 2002 y 2011, lo que equivale al diag-
nostico de 25 nuevos casos diarios de este tipo
de neoplasia (3). Una de las principales causas
de mortalidad por céncer es la metastasis (4). La
tasa de mortalidad en México se ha incrementando,
el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia e
Informatica (INEGI) reportd que en 2016 se pre-
sentaron 16 defunciones por cada 100 mil mujeres
de 20 afos y mas; por lo tanto en nuestro pais a
nivel legislativo se han promovido cambios en los
procesos médico sanitarios para tratar de contener
esta tendencia, la Norma Oficial Mexicana NOM-

Aceptado: 5 de noviembre de 2018
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041-SSA2-2011 para la prevencion, diagnostico,
tratamiento, control y vigilancia epidemioldgica
del cancer de mama, propone tres medidas de
deteccidn: la autoexploracion, el examen clinico
de las mamas y la mastografia (5).

La autoexploracion es cuestion de conciencia
poblacional, se debe realizar a partir de los 20 afos;
el examen clinico a partir de los 25 afios y la mas-
tografia entre los 40 a los 69 afios; esto dependera
de los antecedentes clinicos familiares, se reco-
miendan los estudios cada dos afos. Aunque esta
situacion se puede atender en cualquier momento
que la paciente detecte indicios de alteraciones en
sus senos y/o ganglios linfaticos debajo del brazo
(Diario Oficial de la Federacion [DOF], 2011). La
metastasis es un proceso de multiples etapas que
implica la difusién de las células cancerosas de un
tumor primario a 6rganos distantes (6). Algunos
ejemplos de biomarcadores son glucoproteinas
que debido a su falta de sensibilidad y especifici-
dad diagnosticas, no sirven para la deteccién del
cancer en los estadios iniciales de la enfermedad,
su concentracion se dispara en presencia de célu-
las cancerosas y se relaciona directamente con el
tamafno del tumor, varias sustancias se clasifican
como biomarcadores tumorales, los cuales pueden
ser producidos por el tumor o estar asociados a
este (antigenos, enzimas, proteinas especificas y
metabolitos) también depende de los antecedentes
patologico tumorales de la familia, son detectables
en diferentes fluidos bioldgicos (7). El PAR-1 es el
receptor principal de trombina en las plaquetas y
produce la activacion de la plaqueta con concentra-
ciones bajas de trombina (EC50, 50pM), mientras
que PAR-4 necesita concentraciones de trombina
mayores (EC50, 5.000pM). Se ha encontrado que
los receptores activados por proteasas (PAR),
estan implicados de manera importante en el de-
sarrollo del cancer de mama, ya que se expresa
en fibroblastos relacionados con la metastasis, en
vasos sanguineos, miocitos, y macroéfagos en el
microambiente tumoral (8).

Independientemente de la impactante situa-
cion emocional de las pacientes y su familia, el
sector salud nacional reporto en el afio 2002, que
la carga socio econémica anual promedio fue de
$ 110 459, esto varia con el grado de avance del
cancer mamario: para las mujeres diagnosticadas
en la estadio I tuvo un costo de $ 74 522, mientras
que para el estadio II fue de $102 042, $ 154
018 en el estadio III y de $ 199 274 en el estadio
1V, es decir que conforme avance el estadio de la
enfermedad asi se incrementaran los gastos de
su atencién médica. Diversos estudios realizados
sobre el costo de la atencién del cancer de mama
sefialan que la deteccidén temprana y oportuna es

la alternativa mas efectiva en términos del costo
(9).

Las MAP cinasas no se encuentran asociadas
directamente con el receptor membranal, necesitan
activarse por componentes intermediarios cuya
actividad si puede depender del propio receptor;
en modelos animales se ha demostrado que la
activaciéon de PAR1 aumenta muchas veces la
temprana incidencia de metdstasis e incrementa
la adhesion de células tumorales en el endotelio,
estas cascadas de senalizacion se activan por mito-
genos, los cuales son componentes frecuentes en
la transduccidn de sefales de células eucaridticas,
en donde su principal funcién en la transduccién
de estimulos extracelulares que son reconocidos
por los receptores especificos, integrando las
respuestas intracelulares correspondientes (10).

Existen estudios que indican que modificacio-
nes epigenéticas provocan cambios en el desa-
rrollo de la glandula mamaria, incrementando
su vulnerabilidad de blancos epiteliales para la
transformacion maligna, estos cambios se pueden
manifestar en la vida adulta por expresion alterada
de transcriptores como ER y MAP cinasas, y por
alteracion de la morfologia de glandula mamaria,
la cual induce cambios en las unidades terminales
ductales lobulares (12). La trombina es el ago-
nista plaquetario mas potente que también facilita
la produccién de fibrina desde el fibrindgeno. Se
ha demostrado la importancia del receptor de la
trombina: PAR1 en el cdncer de mama, en donde
presenta altos niveles de expresion en lineas ce-
lulares tumorales y cultivos primarios de células
tumorales y se correlacionan con su grado de
invasividad (11), se han detectado niveles altos
de mRNA de PAR1 en muestras de pacientes con
cancer de mama tipo carcinoma ductal infiltrante,
en comparacion con los bajos niveles encontrados
en células normales y de hiperplasia pre-maligna
atipica intraductal, existen otras isoformas PAR2,
PAR3 y PAR4 (18).

El PAR1 es un oncogén, sobre expresado en las
células cancerosas y su activacion contribuye a
la malignidad del tumor y al proceso metastasico
invasivo. Se ha demostrado que la trombina activa
a PAR1, y éste a su vez moviliza protein-cinasas
activadas por mitégenos (p44 y p42 también
llamado ERK1/2) que conducen a la proliferacion
celular. La trombina también utiliza al EGFR (fac-
tor de crecimiento epidérmico), para retransmitir
sefiales que promueven el crecimiento celulary la
invasion del tumor, demostrandose que el bloqueo
de EGFR puede disminuir de manera considerable
el aumento del crecimiento del tumor; este fend-
meno al parecer podria estar relacionado con los
efectos de activaciéon de ERK1/2 (19,20,21).
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Las protein-cinasas poseen una amplia variedad
de sustratos, tales como: proteinas estructurales,
enzimas metabodlicas, reguladores del ciclo celular,
factores de transcripcion. Debido a ello, las rutas
de transduccién de sefial, tienen un papel crucial
en la regulacién de procesos celulares fundamen-
tales como la proliferacion celular, la diferenciacion
celular; cualquier perturbacion en la via de trans-
duccion desregula los procesos celulares y da lugar
a la formacién de fenotipos malignos. (17). En la
cascada de sefializacidn, la secuencia de las isofor-
mas ERK1 y ERK2 es idéntica en un 84% y estan
involucrados en una gran variedad de procesos
celulares vy fisioldgicos. Sin embargo al igual que
todas las protein-cinasas, contienen extensiones N
y C terminal, lo que proporciona especificidad de
sefalizacion. ERK1 posee una insercion de 17 re-
siduos de aminoacidos en su extension N-terminal.
La familia ERK1/2 tiene una inserciéon de 31 re-
siduos de aminoacidos dentro del dominio cinasa,
que proporciona especificidad funcional. Existe
evidencia provisional de la funcion diferencial de
estas isoformas. ERK1/2 participan en la regulacién
de una gran variedad de procesos que incluyen la
adhesién celular, la progresion del ciclo celular, la
migracion celular, la transcripcion, la diferencia-
cion, el metabolismo, la proliferacion, la invasion
y la supervivencia celular (12, 13). ERK1/2 en la
cascada de sefializacién tienen varias funciones
distintas que difieren de acuerdo a su localizacion
subcelular, por lo que la actividad nuclear ERK1/2
(p-ERK), ha sido asociada con tumores malignos
mamarios y su mal prondstico (23). Se ha sugerido
que la hiperexpresion de estas MAP cinasas puede
ser un proceso clave en el potencial metastasico de
cancer de mama, y que su inhibicion puede ser un
método prometedor para disminuir el crecimiento
del tumor (3, 19). La cascada de sefnalizacion MEK /
ERK integra pistas extracelulares de los receptores
de la superficie celular para la expresion génica
y la regulacién de multiples proteinas celulares.
ERK cascada juega un papel crucial en multiples
procesos celulares como la proliferacion celular.
Sin embargo, el uso de inhibidor MEK para tratar
cancer de mama, no ha sido del todo exitosa (22).

Existen varias lineas celulares disponibles para el
estudio de cancer de mama. MCF-7 se le considera
de bajo potencial maligno y es la linea celular mas
extensamente usada para estudiar la biologia del
cancer; fue obtenida de un adenocarcinoma de
mama, es negativa a la expresion del receptor EGF
y al receptor PAR1 de la trombina, pero positiva al
receptor de estréogeno alfa. MDA-MB-231 también
usada ampliamente como una linea celular de
cancer de mama altamente invasiva; proviene de
una metastasis de glandula mamaria, es positiva

a la expresion del receptor EGF y al receptor PAR1
de la trombina (23, 24). El objetivo del presente
trabajo fue determinar la activacion de ERK ‘s en
relacién al potencial invasivo en la linea celular
MCF-7 y la linea celular MDA-MB-231, asociado
a la expresion del receptor PAR1 de trombina y
conocer la contribucidén especifica de MAP cinasas
como inhibidor especifico.

MATERIAL Y METODOS
Cultivo celular

Se emplearon dos lineas celulares epiteliales
humanas de cancer de mama, MCF-7 (negativa
al receptor PAR1) y MDA-MB-231 (positiva a la
expresion del receptor de EGF y al receptor PAR1
de la tromina), se crecieron en medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium GIBCO-
BRL, Gaithersburg, USA) suplementado con 10%
de suero bovino fetal (FBS) (GIBCO-BRL, Gaithers-
burg, USA), L-glutamina (200mM) (GIBCO-BRL,
Gaithersburg, USA) y los antibidticos: penicilina
(10,000U) y estreptomicina (10mg/ml) (Sigma, St
Louis, USA). La linea MCF-7 se mantuvo con MEM
(GIBCO-BRL, Gaithersburg, USA), medio de cultivo
sin rojo de fenol. Todos los cultivos se mantuvieron
en una incubadora (REVCO, México) a 37°C y al
5% de CO,. Se tripsiniz6 una monocapa celular
totalmente confluente y se sembraron 750,000
células/mL de medio de cultivo, en cada pozo de
placas de 6 pozos. Se preincubaron por 24 hrs para
asegurar su adherencia a la placa; Después, se
cambié el medio sustituyendo el suero (FBS) por el
suplemento: Insulina, Transferrina y Selenio (ITS)
disuelto al 1% en medio de cultivo y se incubaron
nuevamente por 24 hrs.

Obtencion de lisados celulares

Para buscar inducir diferencias en las lineas celu-
lares a nivel experimental transcurrida la segunda
incubacion en presencia del medio suplementado
con ITS, la linea MDA-MB-231 se estimul6 con 10
nM de EGF (factor de crecimiento epidérmico) por
pozo a diferentes tiempos (5,15, 30 y 60 min),
como control negativo se empled un tiempo 0, sin
estimulacion. La linea celular MCF-7 se estimuld
con FBS que contiene estradiol y algunos otros
factores, se estimuld a los mismos tiempos y se
empled el mismo control de tiempo cero. Con ayuda
de un gendarme, se recuperaron las monocapas
celulares en buffer de fosfatos (PBS). Se obtuvieron
los pellet de células, a éstos ultimos se les agrego
buffer de lisis (Western Blotting buffer B 1X), adi-
cionado con inhibidores de proteasas (leupeptina,
pepstatina, acido okadaico y aprotinina), en con-
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centracion 1ul/mL. La incubacién durdé 20 min a
4°C. Posteriormente se recuperd el lisado celular
por centrifugacion a 14000 rpm/15 min/4° C). El
lisado se almacend a — 70° C para su uso posterior.

Cuantificacion e integridad de proteinas to-
tales

Se determind la cantidad de proteinas totales en
cada uno de los lisados celulares mediante el mé-
todo de Bradford 17. Se realizd la separacion de
proteinas (100ug/ml) por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 12% a 70 V/15min, y a 80
V/2.30 horas en una camara CBG-250 (BioRAD,
México). Una vez concluida la electroforesis, para
verificar la integridad y la estimacion de p42 y p44
presentes en cada lisado celular, los geles fueron
tefiidos con azul de Coomasie. Como control de
peso molecular se empled el marcador Rainbow
Molecular Weigth Markers Amersham Biosciences,
gue posee proteinas recombinantes coloreadas,
dando diferente color a cada banda correspondiente
a cada peso molecular.

Determinacion de ERK1 y ERK2 por Western
Blot

Una vez separadas las MAP cinasas ERK1 (p44) y
ERK2 (p42), por electroforesis se transfirieron del
gel de poliacrilamida a una membrana PVDF, en una
camara semi-seca CBG-250 (BioRAD, México), a 12
V/1 hora. Concluida la transferencia, se bloquea-
ron los sitios de unidn inespecifica presentes en la
membrana de PVDF con una solucién Buffer de Tris
adicionada con Tween 20 al 0.05% y suplementada
con leche descremada al 5%. Se incubd una hora
en agitacion orbital suave a temperatura ambien-
te. Después se incubd la membrana en presencia
del anticuerpo primario p-ERK (IgG2a monoclonal
obtenido en ratén) (Santa Cruz, sc-7383) a una
concentracién final de 1:2000 disuelto en la solucién
bloqueadora. Las incubaciones con los anticuerpos
primarios se llevaron a cabo por 16 horas a 4°C con
agitacion orbital suave. Terminado este tiempo se
lavé la membrana con TBS-T y se puso en contacto
con el anticuerpo secundario anti-mouse (IgG-HRP;
Santaq Cruz, sc-2031) o anti-rabbit (IgG-HRP;
Santa Cruz, sc-2030) diluido en concentracion
1:6666. Este se incubo por 1hora a temperatura
ambiente con agitacion orbital suave. Después se
volvid a lavar con TBS-T para eliminar el exceso
de anticuerpo y se le adicionaron los reactivos de
deteccion ECL-Plus (Amersham PLC) a temperatura
ambiente. La membrana se incubo entonces por
5min mas, se absorbid el exceso de reactivo con
un papel y se revel6 mediante el uso de un equipo

automatizado KODAK Image Station. Los tiempos
de exposicion fueron variables dependiendo de la
intensidad de la sefial de luz emitida y se evalud
esta intensidad. Cada membrana se re-usé al menos
5 veces. En cada membrana se probé la presencia
de ERK fosforilado y de las proteinas ERK1 y ERK2
totales. Se empled el anticuerpo primario anti-ERK1
(IgG policlonal obtenido en conejo; Santa Cruz,
sc-94) y el anti-ERK2 (IgG monoclonal obtenido
en conejo; Santa Cruz, sc-1647).

Ensayos de fosforilacion in vitro (activadad
cinasa: KA)

Los ensayos de actividad cinasa (fosforilacion in
vitro) para ERK1/2, se llevaron a cabo empelando
los lisados celulares estimulados en las condiciones
y tiempos antes descritos para cada linea celular.
En este caso se inmunoprecipitaron especificamente
las ERK1/2 de cada lisado celular. Esto se logro
mediante una incubacién (20 min/4°C) de cada
lisado celular, en presencia de 1pg/pL del anti-
cuerpo dirigido contra ERK1 y ERK2. Transcurrido
este tiempo, los lisados celulares, se incubaron
en agitacion constante en presencia de perlas de
agarosa (beads) cubiertas con proteina G durante
2 horas a 4° C. Las proteinas G que recubren a
dichas perlas de agarosa, unen con alta afinidad al
tipo de IgG de los anticuerpos empleados. Después
de este tiempo de incubacidn y una vez eliminado
cualquier interaccidén no especifica con la proteina
G (mediante lavados con buffer de lisis), se desa-
rrollé el ensayo de actividad cinasa. Las perlas de
agarosa que contenian a las ERK1/2 recuperadas
de los lisados celulares, se incubaron en buffer de
MAPK cinasas, suplementado con inhibidores de
proteasas y ATP 100 uM marcado radioactivamente
y sin marcar en presencia de 1 ug de un sustrato
universal para MAP cinasas. La reaccion se llevo a
cabo por 30 minutos a 30° C y con agitacion sua-
ve (Thermoblock- eppendorf). Transcurrido este
tiempo de incubacién, se detuvo la reaccion, se
separaron las proteinas marcadas radioactivamen-
te de las perlas de agarosa (incubacidén a 95°C/5
min), y se vertieron en un gel de poliacrilamida
preparado al 12% para separar a las proteinas. El
gel se secd (Gel dryer-Amersham), y se expuso
a placas de auto radiografia para ser analizado
posteriormente en el Kodak Image Station.

Analisis estadistico

La significancia estadistica de los resultados se
analizé mediante el empleo de pruebas T de Stu-
dent de dos colas. Un valor de P<0.05 se considera
significativo.
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Figura 1. Gel de poliacrilmida al 12 %, tefiido con azul de Coomasie. En el primer carril se encuentra el marcador
de peso molecular. A la izquierda, se indica el peso molecular en KiloDaltones (KDa), de cada proteina presente
en el marcador. En los carriles marcados 1-8, se distingue claramente una serie de bandas definidas en cada uno,
gue muestra las diferentes proteinas presentes en los lisados celulares. Los carriles 4-7 parecen tener menor
concentracién de proteina (se observan menos bandas debajo de 50 KDa). No se observa ningun barrido que seria
indicativo de degradacién proteica. Se indican los pesos moleculares de dos receptores (EGFR y ERo,), sélo como
referencia. Se observa una diferencia en la concentracion de proteinas en cada carril.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacion e integridad de proteinas to-
tales

La cuantificaciéon de proteinas se realizé a partir
de una curva estandar, utilizando un stock de
albdmina humana 1.4ug/pL como control, obte-
niéndose un coeficiente de correlacion de 0.97 %
0.02. Asi mismo, mediante electroforesis y tincién
con azul de Coomasie, a través de la formacidn
de un complejo con las proteinas presentes en el
lisado celular, las cuales conservaron su integridad
y reflejan un patrén constante, bien definido en
los pesos moleculares. Al ser recuperados de la
monocapa de cultivo no presentaron degradacion,
el colorante se une principalmente a residuos de
arginina, triptéfano, tirosina, histidina y fenilala-
nina (Fig. 1).

Las EGFR pesan 175 KDa, FR 57KDa y las ERK1
y ERK2 pesan 44 y 42 KDa, respectivamente.
Generalmente se observan como un doblete. Es
decir, son dos bandas en paralelo, generalmente
separadas por la misma distancia, en el mismo gel.
Estas se observan entre las bandas del marcador
de peso molecular que corresponde a 35y 50 kDa.
En la figura 1, se observan muy claramente en los
lisados celulares de los carriles 1, 2, 3y 8 como lo
indica la flecha roja de la figura 1.

Expresion de PAR1 en lineas celulares de
cancer de mama

En lisados celulares de cada linea celular: la MCF-7
de bajo potencial invasivo y la MDA-MB.231 (MDA)
de alto potencial invasivo, se probd por inmunoblot
la presencia del receptor de trombina PAR1. Como
puede observarse en la figura 2, cuando se empled
el anticuerpo anti-PAR1 sélo se detecta una banda
que corresponde a la linea celular de alto potencial
invasivo (MDA) como lo indica la flecha roja.
Ademas de probar en estos lisados celulares la
presencia de PAR1, se determind en las mismas
muestras (misma membrana de PDV) otros dos
receptores de la familia del factor de crecimiento
epidérmico el EGFR1 (EGFR) y el EGFR2. Las lineas
celulares se obtienen de tejido metastasico y se
clasifican en funcion de la localizacion fisiopatolo-
gica a partir de la cual han sido aisladas, uno de
los prototipos mas utilizados para el estudio de
células hormonoindependientes ha sido la linea
MDA-MB231, permite identificar células malignas
compatibles con carcinoma primario de mama.
Estos también se encontraron presentes en la
linea celular de alto potencial invasivo MDA como
puede verse claramente en la Figura 2, donde en
el primer y segundo panel se observan bandas
muy claras en el carril de en medio (MDA). A fin de
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Figura 2. Expresion de PAR1 en lineas celulares de
cancer de mama. Se muestran las lineas celulares de
bajo (MCF-7) y alto potencial invasivo (MDA), asi como
una linea comercial (A-431). Se observa la respuesta
de las lineas celulares a diferentes receptores como son
HER2/Neu; EGFR; PARI.

contar con un control se emple6 un lisado celular
comercial. Este proveniente de una linea celular
epitelial (A-431) que se ha reportado positiva para
EGFR (Fig. 2, tercer carril), esta Ultima linea celular
muestra una banda muy tenue correspondiente al
peso molecular del receptor control (175 KDa).
Estos estudios confirmaron en la linea celular
poco invasiva MCF-7, bajos niveles de expresion
de PAR1 y la ausencia de EGFR, y corroboraron la
presencia del receptor PAR1 de la trombina y del
EGFR en la linea celular de cdncer de mama con
alto potencial invasivo MDA-MB-231, como lo re-
portaron Kamath y Meydani (20). Esto resulta con-
gruente, ya que PAR1 y EGFR, estan relacionados
con el estadio del tumor y el cAncer metastasico,
lo que justifica que la expresion de PAR1 y EGFR
se encuentren presentes en la linea MDA y no en
la linea MCF-7. Asi mismo, se ha demostrado que
PAR-1 recluta transitoriamente beta arrestinas,
gue funcionan como un andamio para promover
la activacion de ERK1/2 (9), lo cual concuerda con
los resultados obtenidos en esta investigacion.

Expresion y activacion de ERK1 y ERK2 en la
linea celular MCF-7

En la figura 3A, se muestran los resultados de la
estimulacion de las células MCF-7, con suero bovino
fetal (SBF) al 10%, y el anticuerpo dirigido contra
la forma activa (fosforilada) de las ERK (indistinta-

mente de ERK1 o ERK2), durante: 0 minutos (1),
5 minutos (2), 15 minutos (3), 30 minutos (4),
60 minutos (5) y 90 minutos (6). Se observa una
banda de diferente intensidad en todos los carriles.
A los 5 minutos se observa un claro aumento en
la intensidad de la banda correspondiente a una
mayor cantidad de la proteina ERK1 fosforilada. Esta
siguié aumentando hasta los 30 minutos; tiempo
en el que se observé la maxima respuesta de las
ERK1 a la estimulacién con SBF al 10%. Esta esti-
mulacion de la actividad de las ERKs diminuyo con
el tiempo. Sin embargo, no se regreso a los niveles
iniciales de ERKs observados en el tiempo cero, ni
siquiera después de 90 minutos de estimulacion
con SBF al 10% (carril 6). En cambio para ERK2,
se observd un incremento sostenido y significati-
vo en su activacién después de 5 minutos de la
estimulacion celular. Esta activacion fue baja y se
mantuvo constante hasta los 60 minutos en que
se observd un ligero incremento de la intensidad
de la banda (fosforilacion). Tiempo después del
cual, se observo una baja en la fosforilacion. Sin
embargo, tampoco en este caso se regresé a los
niveles de ERK2 previos a la estimulacion, obser-
vada a tiempo cero. En la figura 3B, se exhiben los
resultados representativos de varios blots en los
que se observd la misma tendencia de resultados
de la estimulacidn con suero bovino fetal (SBF) al
10 % vy el anticuerpo dirigido contra la ERK fosfo-
rilada a diferentes tiempos en la linea MCF-7. La
intensidad de las bandas se cuantific6 mediante
un analisis densitométrico realizado en el Kodak
image station.

Una vez aisladas las proteinas activas ERK1/2
en la linea celular de bajo potencial invasivo MCF-
7, se les sometid a un ensayo de fosforilacion in
vitro, con ATP marcado radioactivamente. Esto
permitio monitorear la cantidad de cada una de
las ERKs que se fosforilaron en cada lisado celular
in situ (Fig. 4A). En la figura 4B, se exhibe el ana-
lisis densitdmetrico realizado en el Kodak image
station.

La expresion directa y especifica obtenida de
ambas MAP cinasas en la linea MCF-7, al ser esti-
mulada con suero bovino fetal (FBS), se pudo deber
a que éste contiene un gran numero de factores
de crecimiento y estimuladores de la proliferacion
celular, entre los que se encuentran altos niveles
del receptor de estrogeno alfa, del cual se sabe
puede modular la activacion de las células MCF-7,
ya que estas células poseen su respectivo receptor
17. Sin embargo al parecer la forma estructural
de cada isoforma de ERK (Fig. 6), podria estar
influyendo en la forma de activacidn especifica de
cada una de ellas, lo cual podria justificar que en
este caso ERK1 presente una activacion maxima a
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los 30 minutos, es decir dependiente del tiempo;
mientras que ERK2 haya mostrado un significativo
incremento sostenido.

A fin de confirmar la contribucidn especifica de
las ERKs en la activacion antes presentada, este
ultimo ensayo de fosforilacion in vitro, se repitié en

la ERK fosforilada a 0 minutos
(1), 5 minutos (2), 15 minutos
(3), 30 minutos (4), 60 minutos
(5) y 90 minutos (6). B) Anélisis
densitométrico del inmunoblot
realizado para las ERK1 y ERK2
a diferentes tiempos. La gréfica
es el resultado del anélisis
densitométrico realizado en 10
experimentos independientes.
Cabe mencionar que hace falta
la presencia de una proteina
constitutiva que permita
realizar adecuadamente de la
cuantificacion densitométrica.

presencia de un inhibidor especifico de las ERKs.
MEK funciona como la cinasa que activa a ERK, por
lo tanto ERK es el sustrato de MEK, ademas U0126
es el inhibidor de MEK. Este se denomina U0126 e
interactla especificamente con la proteina cinasa
que funge como el sustrato de las ERK1/2 y que se
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Figura 4. Anélisis del ensayo de

—E 44 actividad cinasa: KA, realizado
= E':lll:l’ l:) 42 para las ERK1 y ERK2 en la

linea celular de bajo potencial
invasivo MCF-7. A) Se observa

un incremento de la ERK1 hasta
alcanzar un punto maximo de
estimulacion a los 30 minutos. Se
muestra que la ERK2 se activa en
menor proporcion que la ERK1 y
se mantiene constante hasta los
30 minutos después de estimular
a la linea celular MCF-7 con SBF
al 10%. B) Anaélisis densitométrico
del ensayo de actividad cinasa
para las ERK1 y ERK2. La gréfica
es el resultado del analisis
densitométrico realizado en 3
experimentos independientes.
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Figura 1. Se muestra un perfil de activacién (fosforilacion) de las ERK1 y ERK2 cuando se estimulé a las células de
alto potencial invasivo (MDA-MB-231), con EGF (10 nM). A) Se observan las 2 MAP cinasas de interés. B) Intensidad
de las bandas para ERK1 y ERK2 con sus pesos moleculares respectivos, obtenidas por Western Blot. C) Diferencia
en la intensidad de las bandas de la figura B, en relacion al tiempo, por Inmuno precipitacion. D) Se observan las
bandas resultantes de la fosforilacion obtenidas en el ensayo de Actividad cinasa. E) Andlisis densitométrico del
inmunoblot. La gréfica es el resultado del analisis densitométrico realizado en 10 experimentos independientes.

denomina MEK1 y MEK2. En presencia de U0126,
se inhibié por completo la actividad de las ERKs.
Es decir, que los lisados celulares de la linea con
bajo potencial invasivo, que fueron preincubadas
con U0126 por 20 minutos y después estimuladas
con SBF al 10% se sometieron a la inmunopreci-
pitacion (separacién especifica) de las ERK1/2 y
aunqgue se incubaron en presencia de un sustrato
de ERKs y ATP marcado radioactivamente. No se
observé ninguna sefal o banda. Es decir que la
inhibicion fuel del 100% (datos no mostrados). Esto
se debe a que el inhibidor especifico del sustrato
de las ERKs: MEK U0126, media la fosforilacién de
las ERK1 y ERK2 (19, 20).

Expresion y activacion de ERK1 y ERK2 en la
linea celular MDA-MB-231

En la figura 5A, se muestras los resultados que se
obtuvieron de la activacion (fosforilacion) de las
ERK1 y ERK2, cuando se estimul6 a las células de
alto potencial invasivo (MDA-MB-231), con EGF
(10 nM) durante: 0 minutos (1), 5 minutos (2),
15 minutos (3), 30 minutos (4), 60 minutos (5) y
90 minutos (6). Se muestran bandas de diferente
intensidad en cada uno de los carriles. En el primero
de éstos se observa una banda de muy baja inten-
sidad (aunque al tiempo cero no se estimuld a las
células, y no se esperaba activacion de las ERKSs,
se observa una banda tenue). Desde los primeros 5
minutos y hasta los 60 minutos en que se desarrolld

este experimento, se observé un claro aumento en
la intensidad de la banda correspondiente a una
mayor cantidad de ERK1 activa. En este ensayo, se
reportd una inhibicién en la expresion de ERK2, ya
que no se logré observar la banda correspondien-
te a esta cinasa. Este experimento se repitié en
forma independientemente, al menos 10 veces y
mostré gran reproducibilidad, independientemente
del tiempo de estimulacion de la linea celular con
alto potencial invasivo MDA-MB-231.

En la figura 5E, se muestra la intensidad de las
bandas se cuantific6 mediante un analisis den-
sitométrico realizado en el Kodak image station.
Estos resultados se confirmaron mediante la rea-
lizacion de una inmunoprecipitacion especifica de
las ERK1 y ERK2 del lisado celular total. Una vez
aisladas las proteinas activas ERK1/2 se les puso
en contacto con un sustrato especifico en presencia
de ATP marcado radioactivamente. Esto permitid
monitorear la cantidad de cada una de las ERKs
que se fosforildé en cada lisado celular in situ.

La activacién de las ERKs en la linea celular
MDA, podria atribuirse especificamente al recep-
tor de EGFR, ya que en éste estudio y en reportes
previos, se ha observado que en las células estimu-
ladas con EGFE, se encuentran expresados niveles
importantes de EGFE 20, 21, como se corroboro
en este estudio con la linea MDA y A-431 (Fig. 2).
Esta investigacion muestra por primera vez una
activacion selectiva de la ERK1 y una inhibicién de la
ERK2 en las células de la linea MDA, presentandose
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Figura 6. Arquitectura de ERK1 y ERK2 humana. Los numeros son los de residuos de aminoacidos. Tomada de 27.

estos efectos en las ERKs de manera independiente
durante los diferentes tiempos de estimulacion con
EGF. Lo anterior podria evidenciar que la estructura
especifica de cada isoforma ERK (Fig. 6), cumple
una funcion bioldgica concreta, y podria apoyar la
hipdtesis de que aunque no se conocen funciones
Unicas para ERK1 y ERK 2, esto no significa que no
existan, puesto que se ha demostrado, que ningun
animal puede sobrevivir con un solo alelo ERK (20,
22, 23).

El ensayo de fosforilacion in vitro, también se
repitid en presencia del inhibidor especifico de las
ERKs: U0126, en donde se inhibié por completo la
actividad de las ERKs, debido a que no se realizd
la fosforilacion de ERK1 y ERK2.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio, sugieren
que existe una modulacion diferente de las vias
de transduccidn de sefales a nivel de las ERKs, en
el proceso de la progresién tumoral del cancer de
mama. Se resalta, que posiblemente las diferen-
cias entre la activacion de las dos isoformas de las
ERK, podria evidenciar algun tipo de regulacion
entre ellas. Estos trabajos de investigacion, son
importantes ya que aportan elementos sobre la
identificacion de los mecanismos moleculares que
regulan la sensibilidad/resistencia de las células
cancerosas, con el fin de mejorar la calidad de vida
de las pacientes con este tipo de neoplasia.
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RESUMEN

Las células troncales son células de potencia celular variable con capacidad de au-
torrenovacion, que participan en la formacién, mantenimiento y restauracion tisular
durante el desarrollo embrionario y la vida adulta. El compromiso que adoptan las
células troncales hacia un destino celular especifico es producto de la estrecha co-
ordinacion entre los componentes de célula troncal y su nicho. A lo largo del proceso
de compromiso celular, los organelos de la célula troncal se someten a cambios
estructurales, funcionales y metabdlicos. Esta revisién contrasta las modificaciones
organelares, en el nucleo, citoesqueleto y mitocondria, que se presentan cuando la
potencia celular de las células troncales embrionarias (ESCs) cambia al conservarse
o diferenciarse hacia un tipo celular especifico.

ABSTRACT

The stem cells are cells of variable cellular potency with self-renewal capacity, which
participate in the tissue formation, maintenance and repair during embryonic deve-
lopment and adult life. The cellular commitment that the stem cells adopt towards
a specific cellular fate is the product of the narrow line between the components of
the stem cell and its niche. Throughout the process of cellular commitment, the stem
cell organelles undergo structural, functional and metabolic changes. This review fo-
cuses on the organellar modifications, in the nucleus, cytoskeleton and mitochondria
that occurs when the cellular potency of embryonic stem cells (ESC) changes to be
conserved or differentiated towards a specific cell type.
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INTRODUCCION

Las células troncales son células de potencial de
diferenciacion variable capaces de autorrenovarse.
Es decir, las células troncales pueden generar células
hijas idénticas a las progenitoras (autorrenovacion)
y también pueden producir diversos tipos de células
diferenciadas (1, 2). Estas particulares caracteristi-
cas, convierten a las células troncales en los actores
estelares en la formacion y mantenimiento tisular
durante el desarrollo embrionario y la vida adulta.

En el desarrollo embrionario se generan diversas
células con distinto potencial de diferenciacién. Una
célula totipotente es el cigoto, un ovocito fecundado,
que posee la capacidad transitoria de generar todos
los linajes embrionarios y extraembrionarios (saco

*Recibido: 23 de marzo de 2018

vitelino, corddn umbilical y placenta) (3-5). Es decir,
a partir de una sola célula totipotente (cigoto) se
pueden generar aproximadamente 37.2 billones
de células (6) clasificadas en 220 tipos celulares,
para el caso de un humano adulto. Dicho nimero
de células comienza a formarse cuando el cigoto
se divide mitéticamente para dar lugar al blasto-
cisto, una estructura embrionaria compuesta por
un conjunto de células pluripotentes, denominado
masa celular interna (ICM por sus siglas en inglés)
y por el trofoectodermo, un tejido diferenciado
con potencia altamente restringida, que origina el
tejido placentario (7-9). Debido a las diferencias
en potencialidad entre los componentes del blas-
tocisto, su formacion es la primera diferenciacion
del embridn.

Aceptado: 17 de octubre de 2018
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Las células troncales pluripotentes son de menor
potencia celular que las células totipotentes, ya que
derivan Unicamente tipos celulares embrionarios
(3). Entre las células troncales pluripotentes, se en-
cuentran las células troncales embrionarias (ESCs)
y las células troncales de pluripotencia inducida
(iPSCs). Las ESCs se generan de la ICM del blasto-
cisto y pueden diferenciase a los tipos celulares que
derivan de las tres lineas germinales (endodermo,
mesodermo o ectodermo) pero no a linajes extra
embrionarios (4-6, 8). Mientras que las iPSCs se
obtienen por la reprogramacién celular de células
adultas ya diferenciadas, comunmente fibroblas-
tos. La reprogramacion celular se logra cuando se
expresan en la célula adulta 4 genes que codifican
a los factores de transcripcidn, Sox2, c-Myc, KIf4 y
Oct4 (10,11) , mediante la infeccién de las células
adultas con vectores retrovirales que llevan insertos
de los 4 genes de pluripotencia. Después de un par
de semanas, las células adultas infectadas se selec-
cionan por su capacidad de formar colonias similares
a las ESCs o por su resistencia al antibidtico neomi-
cina. Las iPSCs son herramientas de alto potencial
en medicina personalizada pues su uso elimina el
rechazo inmunoldgico presente en los trasplantes
tisulares provenientes de distintos donantes. Ade-
mas, a partir de la diferenciacién dirigida de las
iPSCs hacia un tipo celular especifico se pueden
obtener distintas lineas celulares, sustituyendo asi
la obtencidn de lineas celulares a partir de cultivos
primarios derivados de tejidos de modelos animales.

En la etapa tardia del desarrollo embrionario
y en la vida postnatal, la renovacion y reparacion
tisular queda al mando de las células troncales
adultas (ASC). Las ASC pueden autorrenovarse y
son multipotentes, es decir, con sefiales apropia-
das las ASCs se diferencian a los tipos celulares
del 6rgano al que pertenecen (1,12). De las ASC
se derivan las células troncales unipotentes (USC)
que se autorrenuevan y diferencian a solo un li-
naje celular, como el nombre lo indica (1,13), por
ejemplo, las células troncales de la espermatogonia
son células troncales germinales del epitelio semi-
nifero de los testiculos se diferencian Unicamente
a espermatozoides (14), (Fig. 1).

El control exquisito en los procesos de diferen-
ciaciéon se obtiene por el alto grado de coordinacién
entre el nicho celular, los factores solubles, las
células vecinas, la matriz extracelular, las fuerzas
mecanicas y las propiedades internas de la célula
troncal (estado de compactacion de la cromatina,
expresiéon diferencial de genes, etc.) que se or-
guestan al unisono del tiempo, espacio e historia
celular (15-19).

Conocer la dindmica organelar y funcional de
las células troncales es imprescindible para su fu-

Fatima Eréndira Benitez Ramirez

turo uso en medicina regenerativa personalizada,
desarrollo de farmacos e investigacion biomédi-
ca. Por esa razon, esta revision se enfoca en los
aspectos celulares que regulan y participan en
la dindmica funcional de las células troncales en
diferentes estados de potencialidad y durante su
diferenciacion.

Rol de la Arquitectura nuclear en la definicion
del destino celular de las ESC

Las células troncales requieren un genoma alta-
mente plastico para mantener su potencialidad
o diferenciarse. Al iniciar la diferenciacion, se
implementan programas de expresion diferencial
de genes que comprometen el destino celular brin-
dando a cada tipo celular un perfil transcripcional
unico (5).

Dentro del nucleo celular existen comparti-
mentos subnucleares que constituyen plataformas
para la organizacion nuclear, ésta se refiere a las
posiciones adoptadas por genes individuales y por
regiones especificas del genoma, en los territorios
cromosomales al interior del nucleo (7, 20-21).
Dichas posiciones regulan la expresion diferencial
de genes durante la diferenciacidon, al igual que
otros elementos nucleares como la composicion
de la ldmina nuclear, la ubicacion y estructura del
nucléolo (22-23), las histonas y los complejos de
factores transcripcionales (5, 7, 23-25).

El potencial de diferenciacion de las ESCs esta
determinado en gran parte por la interaccion entre
los factores de transcripcion, los efectores de las
vias de sefializacion y los reguladores epigené-
ticos que en conjunto regulan el silenciamiento
o activacion de grupos de genes especificos que
desencadenan en cambios de programas de expre-
sidon génica. Esta sofisticada plasticidad requiere
de una continua remodelacion en la estructura y
accesibilidad de dominios especificos de la croma-
tina, generada por el constante intercambio entre
las proteinas nucleares y el DNA, que dispone a la
cromatina predominantemente en dos formas, la
transcripcionalmente activa y menos condensada
eucromatina y la altamente condensada y usual-
mente reprimida, heterocromatina. Las cromatina
de las ESCs contiene una menor abundancia de
heterocromatina constitutiva comparado con sus
contrapartes diferenciadas y ademas se caracteriza
por la deposicidn estratégica de las variantes de
histonas en elementos clave de regulacion y por
la unién dinamica de proteinas estructurales de la
cromatina como HP1 (26, 27).

La dinamica de la cromatina en gametos madu-
ros, células troncales y células somaticas se puede
estudiar mediante la identificacion y seguimiento
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Figura 1. Células troncales. A partir del cigoto totipotente se derivan todos los tejidos embrionarios y extraembrionarios
de un organismo en desarrollo. Las células troncales pluripotentes se pueden obtener la ICM del blastocisto, que
al cultivarse in vitro generan las ESCs que pueden diferenciarse a los linajes de 3 capas germinales. A su vez, las
células troncales multipotentes se diferencian en diversos linajes celulares derivados de una sola capa germinal.
Mientras que las células troncales unipotentes pueden diferenciarse sélo a un linaje derivado de una capa germinal
especifica. Por otra parte, las células diferenciadas como los fibroblastos pueden reprogramarse para obtener estados

pluripotentes resultando en las iPSCs.
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Caja 1. Cédigo de Histonas: Las modificaciones quimicas en las histonas afectan la expresion génica a través de cambios en la
estructura tridimensional de la cromatina.

El DNA eucaridtico se empaqueta en nucleosomas. cada uno se compone de 8 histonas enrolladas de DNA. Las células eucariontes contienen
principalmente 5 histonas: H1, H2A. H2B, H3 y H4. Las dltimas 4 son las histonas centrales mientras que la H1 no es parte del nucleosoma. ya que se
une al linker de DNA. El nucleosoma se forma por un tetrdmero de H3-H4 y por 2 copias del dimero H2A-H2B. La regién amino-terminal de las
histonas se somete a modificaciones quimicas. como fosforilaciones (P), metilaciones (Met), acetilaciones (Ac) y ubiquitinaciones (Ub) en algunos de
sus residuos, cada modificacién puede repercutir en la expresién génica. debido a que se afecta la estructura de la cromatina. a esto se le ha denominado

Histona Residuo Modificacién

el codigo de histonas (Sukesh R Bhaumik.2007).
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de proteinas caracteristicas de los distintos estados
de potencia celular y diferenciacién, a través de
imagenologia (microscopia) in vivo de una célula
individual (28), por FRAP (Flourescense Recovering
After Photobleaching) y DNA FISH (Flourescense
In Situ hibridization). Utilizando esta tecnologia,
E. Meshorer y colaboradores (28) compararon la
dinamica nuclear durante la diferenciacién in vivo
de las ESC pluripotentes y la de los precursores
neurales derivados de las ESC (NPCs por sus siglas
en inglés). Reportaron que las ESC presentaban un
patron de heterocromatina dispersa, mientras que,
en las NPCs la cromatina se encontraba compactada
y concentrada en una posicion distinta a la de las
células ya diferenciadas. Estos cambios fueron pa-
ralelos con un incremento de H3-K9Met3 (marcador
epigenético para la heterocromatina silenciada) en
las NPCs con respecto a las ESCs, aunado a una
disminucién en la acetilaciéon de las histonas H3
y H4 en las NPCs comparadas con las ESCs (Caja
1). Lo que sugiere que, las ESC preservan su plu-
ripotencia manteniendo una fracciéon de cromatina
libre de histonas y otra asociada a proteinas, pues
el recambio libre de histonas genera un estado de
activacion, referido como “respiracion” de la cro-
matina, y que la reduccion en la potencia celular
estd directamente relacionado con un aumento

en la compactacién de la cromatina, dicho de otro
modo, una disminucién en la “respiracion” de la
cromatina.

Como se mencion6 anteriormente, la composi-
cién de la ldmina nuclear también tiene un papel
importante en la regulacion de genes durante la
diferenciacion, las ldminas (proteinas de la lamina
nuclear) tipo B estan presentes en la mayoria de los
tipos celulares desde la primera division del cigoto
hasta la adultez. Contrastadamente, las laminas
tipo A solo se detectan en las células diferenciadas
(29) y en la linea celular de carcinoma embrionario
(30), por lo que la expresion de lamina A/C se
utiliza como marcador de diferenciacion en ESCs
humanas y murinas (31) . Esto sugiere que nive-
les bajos de lamina A podrian ser un prerrequisito
para el estado toti/pluripotente. Sin embargo,
reportes indican que se trata de una regulacion
mas compleja y aln desconocida, ya que la sobre
expresion de lamina A en las ESCs no afecta la
expresion de genes pluripotentes, ni el potencial
de diferenciacion o crecimiento (31).

Por otra parte, es importante considerar que la
funcion celular no depende sélo de cambios trans-
cripcionales, sino que también depende en gran
medida de la regulacion en la sintesis, plegamiento
y degradacion de proteinas. La traduccion del RNA
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mensajero (RNAmM) cambia a lo largo de la dife-
renciacion y divisién celular, de modo que, por lo
general las células en division tienden a sintetizar
mas proteinas que las células que no se dividen.
Una excepcion a lo anterior son las ESCs, que a
pesar de su alta capacidad proliferativa, mantienen
bajos niveles de sintesis y acumulacidon proteica
puesto que presentan una menor fraccion de RNAmM
asociada con polisomas traduccionalmente activos
y un aumento en la capacidad del proteosoma en
comparacién con células diferenciadas (32). Esto
sugiere que los niveles bajos de proteinas alcan-
zadas por una traduccion reducida y un aumento
en la degradaciéon promueven el mantenimiento
de las ESCs.

Estos datos son evidencia de la naturaleza
plastica de los elementos nucleares que al adquirir
ciertas conformaciones estructurales regulan la
expresion de genes cuyos productos proteicos se
traducen y degradan diferencialmente para con-
servar determinado estado de potencialidad en la
célula troncal o promover su diferenciacion.

El Citoesqueleto se somete a una intensa re-
modelacion durante la diferenciacion

El citoesqueleto es una red intracelular compuesta
por tres familias de proteinas filamentosas, los
microtubulos, filamentos de actina y filamen-
tos intermedios. Esta red controla las funciones
mecanicas y espaciales de las células, ademas
regula las respuestas celulares dependiendo del
microambiente externo, ya que convierte las fuer-
zas mecanicas de tensidn, contraccion y de corte
en sefales intracelulares que influyen en las res-
puestas fisioldgicas de la célula, por ejemplo en el
movimiento estructural, la contraccion celular, etc.
Este fendmeno, en el que un estimulo mecanico se
transforma en una sefnal eléctrica o quimica que
desencadena un proceso fisioldgico, se denomina
mecanotransduccion. La diferenciacion es un evento
de cambios funcionales y estructurales, por lo que
el citoesqueleto de las células troncales se remodela
continuamente a lo largo de su transformacién a una
célula especializada (16, 18, 19). Liana C. Boraas
y colaboradores (15) evaluaron la remodelacion
citoesquelética a lo largo de la diferenciacion de
las células troncales pluripotentes (ESCs e iPSCs),
mediante inmunocitoquimica para la deteccidon de
marcadores estructurales (actina, vimetina, nes-
tina y Lamina A/C). Encontraron que las iPSCs y
ESCs poseen una morfologia pequena y redonda,
que carece de la red de citoesqueleto extensa que
si se observa en fibroblastos de ratén (MEFs) que
ya son células especializadas. Interesantemente,
las iPSCs reprogramadas de los mismos MEFs pre-

sentan una morfologia citoesquelética intermedia
entre ESCs-MEFs, es decir, en la reprogramacién
de MEFs a iPSCs el citoesqueleto es remodelado
a un estado “menos desarrollado” en las iPSCs
resultantes. (Fig 2). Adicionalmente se encontré
gue la aplicacién de estrés de corte, una fuerza
de friccién que resulta del deslizamiento de una
“capa” o “corriente” de un fluido sobre otra de igual
magnitud de velocidad pero en sentido opuesto

ACTINA

Figura 2. Organizacién del citoesqueleto de actina
en las células troncales pluripotentes y diferenciadas.
Imagenes obtenidas por Microscopia Confocal que
muestran cambios en la estructura de los filamentos
de actina (verde), DAPI, nucleos (azul) en las ESCs,
iPSCs y los fibroblastos de embriéon de ratén (MEFs)
ya diferenciados. *Imagen recreada de los resultados
en (15).
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Caja 2. Estrés o Esfuerzo de corte en células.

El esfuerzo o estrés de corte, se define como la fuerza de friccién aplicada por unidad de area fuerza de friccion
que resulta del deslizamiento de una “capa” o ““corriente” de un fluido sobre otra de igual magnitud de velocidad

pero en sentido contrario.
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Figura 1.2. Generacidn de tensidon en la membrana
celular mediante la aplicacion de estrés de corte.
La tensién es menor en las uniones célula-célula
inferiores y mayor en las superiores. Entre mds
rapido sea el flujo mayor sera la tension.

En los sistemas biologicos, en el fluido extracelular existe el
estrés de corte, debido a que el fluido imparte tension (T) a lo
largo de la superficie membranal de las células. Por ejemplo el
estrés del flujo sanguineo sobre las células epiteliales de los
vasos sanguineos, sera el estrés de corte. (35). (Fig 1.2)

El estrés de corte acttia sobre las células a través de receptores
de membrana e influencia la expresion de genes mediante la
fosforilacion de factores de transcripcion para inducir la
remodelacion del citoesqueleto y la activacion de las vias
MAPK/ERK 1/2 y SAPK/INK 1/2 en procesos de adhesion,
diferenciacion, apoptosis y arresto celular.

Uno de los ejemplos mas conocidos de la accion del estrés de
corte en la diferenciacion es la estimulacion biomecanica de las
células troncales mesenquimales (MSCs) como mayor
contribuyente a la diferenciacion exitosa hacia células
endoteliales de los vasos sanguineos (36). Este conocimiento es

esencial para la fabricacion de vasos sanguineos sintéticos y el
cultivo de las MSCs.

(Caja 2) promueve la diferenciacion a mesodermo,
lo apunta a que las fuerzas mecanicas del exterior
pueden comprometer el destino celular.

Esto es importante para la medicina personaliza-
da, debido a que las iPSCs se cultivan in vitro, pero
se trasplantan in vivo, lo que implica un cambio
drastico en el microambiente, y por lo tanto en las
fuerzas mecanicas presentes en el nicho de la célula
troncal, que pueden afectar el comportamiento de la
célula troncal y por ende, la eficacia del trasplante.

Variabilidad en la estructura y funcion mito-
condrial en las células troncales

La mitocondria es un organelo de doble membrana
dentro las células eucariotas, que ejerce roles criti-
cos en la fisiologia de la célula, incluyendo, generar
energia metabolica (ATP) por fosforilacion oxidativa,
funcionar como una plataforma para la sefializacion
celular a través de la produccion de especies reac-
tivas de oxigeno (ERO), regular la homeostasis de
calcio y desencadenar la apoptosis (Via intrinseca
de la apoptosis).

La mitocondria tiene su propio genoma compues-
to Unicamente por 37 genes, para el caso de huma-
nos, por lo que depende del genoma nuclear para
sintetizar el resto de sus proteinas y componentes.
Como se describié anteriormente, la diferenciacion

de las ESCs requiere cambios en la expresion de los
genes nucleares, sin embargo, este requerimiento
no es suficiente para terminar exitosamente la di-
ferenciacion, pues son necesarios los cambios fun-
cionales y morfoldgicos de todos los componentes
celulares.

El nimero de mitocondrias, su estado metabdli-
co, su actividad transcripcional y de sintesis proteica
se modifican durante la diferenciacion, tal y como
se describe en un andlisis ultraestructural hecho
mediante microscopia electrénica de transmision
(TEM) que reveld que las ESCs humanas (hESCs)
poseen mitocondrias alargadas, ovaladas y tubu-
lares, similares a las presentes en la masa celular
interna (ICM) del blastocito. Mientras que las ESCs
murinas (MESCs) poseen mitocondrias esféricas y
ovaladas, lo que indica una morfologia mitocondrial
diferente entre especies, que probablemente se
deba a las necesidades energéticas distintas.

Interesantemente, en las hESCs existe menor
actividad del factor de transcripcion del DNA mito-
condrial (TFAM) y las mitocondrias son pocas y se
distribuyen alrededor del ndcleo, en comparacion
con cardiomiocitos diferenciados que presentan
mas mitocondrias localizadas uniformemente en
el citoplasma (33). Cuando las hESCs migran se-
parandose de su colonia de origen, exhiben un
grupo de mitocondrias en solo un polo citoplasma-
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tico, este grupo eventualmente prolifera ocupando
el otro polo celular, rodeando asi al nlucleo; este
cambio se acompafia de un incremento en la ex-
presion de genes de DNA mitocondrial (mtDNA)
y de factores de transcripcion de mtDNA que se
refleja en un aumento en el nimero de mitocon-
drias. Sin embargo, los cardiomiocitos derivados
de la diferenciacion de hESCs presentan niveles
reducidos de expresion de factores de factores de
transcripcion y replicacion de mtDNA a pesar de
poseer un alto contenido mitocondrial localizado
bipolarmente en el citoplasma. Debido a esta
observacion inesperada es importante continuar
con el andlisis del contenido de mtDNA durante la
diferenciacion de las hESCs pues se debe asegurar
que las células diferenciadas a partir de las hESCs
pueden adoptar el metabolismo propio del tejido
diferenciado por largos periodos de tiempo para
su uso en terapia de trasplantes.

Los requerimientos energéticos para cada célula
se reflejan en diferencias metabdlicas especificas
del tipo celular. En el caso de las células troncales
gue poseen un metabolismo glucolitico se en-
cuentran las iPSCs, ASCs y las primed ESCs, que
son ESCs derivadas del epiblasto después de la
implantacién del blastocisto en la cavidad uteri-
na, en contraste con el metabolismo de las ESCs
derivadas del epiblasto antes de la implantacion
denominadas naive ESCs vy células diferenciadas,
que es predominantemente oxidativo (34).

Por lo descrito en los parrafos anteriores, po-
demos concluir que los distintos requerimientos
metabdlicos en diferentes poblaciones de células
troncales (ESCs, iPSCs, ASCs) y células diferen-
ciadas se manifiesta en la heterogeneidad del
nimero, forma y contenido de las mitocondrias
que las integran.

CONCLUSION

Las células troncales son células con capacidad
de autorrenovacion y con potencial variable para
diferenciarse a diversos tipos celulares, por lo que
son esenciales en la formacién y mantenimiento
tisular durante el desarrollo embrionario y la vida
adulta. El control exquisito en diferenciacion o au-
torrenovacion depende de una dindmica altamente
organizada entre los componentes internos de la
célula troncal y de su nicho.

Conocer la regulacion de la dinamica organelar y
funcional de las células troncales es de importan-
cia para las terapias futuras con células troncales
en medicina regenerativa o para el desarrollo de
farmacos o como modelo y herramienta para la
investigacion biomédica.

GLOSARIO

Actina: Proteina que forma filamentos (polimeros)
y participa en la contraccion muscular, estructura,
movilidad y union celular.

Blastocisto: Estructura embrionaria de nimero
celular variable formada por la masa celularinterna
(ICM) vy el trofoectodermo.

Destino celular: El tipo celular especifico que in-
cluye el comportamiento y el estado epigenético.

DNA FISH: Técnica que utiliza una secuencia es-
pecifica de DNA marcada con un fluordéforo que se
hibrida con su contraparte, y asi permite identificar
la posicion de secuencias de DNA in situ (27).

FRAP: Técnica que permite la explorar dinamica de
proteinas es decir, su movilidad y cinética en células
individuales in vivo. Se realiza en un film delgado
que posee sondas fluorescentes que se someten al
blanqueamien-to y cuantifica la difusion lateral en
2 dimensiones.

Fuerza de tension: Fuerza de traccion transmitida
axialmente por medio de un objeto continuo uni-
dimensional, es también el par de fuerzas accion-
reaccion que actian en cada extremo de dichos
elemento.

Histonas: Familia de proteinas basicas que se
asocian con el DNA en el nlcleo y participan en su
condensacion.

Microambiente: Entorno inmediato a pequefa
escala de un organismo o una parte de un organis-
mo, especialmente como una parte distinta de un
entorno mas amplio.

Naive ESCs: ESCs derivadas del epiblasto naive
pre-implantado del blastocisto maduro.

Nestina: Proteina de filamentos intermedios tipo VI
caracteristica de los progenitores neurales.

Nicho de una célula troncal: Sitio anatomico del
tejido que provee un microambiente especifico que
promueve que las células troncales mantengan un
estado indiferenciado y de autorrenovacion. El nicho
regula la participacion de las CT en la regeneracion,
homeostasis y reparacion tisular.

Potencial de diferenciacion: Niumero de posibles
destinos celulares que una célula puede adquirir.
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Primed ESCs: ESCs pluripotentes derivadas el epi-
blasto ya implantado que ya esta preparado para la
especificacion de linaje y compromiso en respuesta
al estimulo de tejidos extraembridnicos.

Reprogramacion celular: Cambio artificial del
destino celular.

TEM: Técnica de microscopia que transmite un haz
de electrones en un espécimen para formar una
imagen.

Fatima Eréndira Benitez Ramirez

Territorio cromosomal: Regidn especifica que
ocupa un cromosoma en el ndcleo.

Vectores retrovirales: Construccion de DNA
artificial derivada de un retrovirus, usada para in-
sertar secuencias especificas en el genoma de un
organismo.

Vimetina: Proteina de filamentos intermedios tipo

I1.
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los cuerpos vertebrales, artrosis generalizada
especialmente en las rodillas y en la columna

lumbar.
Entre un 2 a 3% de los individuos que presen-
tan obesidad se debe a un dafo , el
3 Se produce en los adipocitos cuando aumenta cual puede ocasionarse por hipogonadismo,
su contenido de grasa, se libera a la sangre hipotiroidismo, ovario poliquistico, sindrome
y envia una sefal al nucleo ventromedial del de Cushing o bien por lesiones hipotaldmicas.
hipotdlamo para que se inhiba el apetito. Se producen en el estbmago y estimulan el
4 Las complicaciones de este tipo asociadas apetito sus receptores se encuentran en el

con la obesidad, ocasionan aplanamiento de

nucleo arcuato y el el ventromedial.
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Son las particulas de lipoproteina que trans-
portan a los triacilgliceroles y al colesterol de
la dieta desde el intestino hacia los tejidos.
Molécula que forma parte de la membrana,
ademas es precursora de hormonas, pro-
vitaminas, acidos biliares; un valor ideal para
este tipo de lipido es de 140 a 200 mg/dl en
sangre, la elevacién de esta cifra puede con-
ducir a dafio cardiaco.

Paraddjicamente este problema -en muchas
ocasiones- coincide con la obesidad, debido a
una ingesta alta en carbohidratos vy lipidos y
baja en proteinas.

El hipotiroidismo es un trastorno que
afecta el funcionamiento de la glandula tiroi-
des responsable de la regulacién metabdlica,
debido a ello las personas que lo padecen,
con frecuencia pueden tener problemas de
sobrepeso u obesidad a pesar de una dieta
controlada.

Tipo de acido graso que no se puede sintetizar
por la especie humana y que es indispensable
para el buen funcionamiento del organismo.
Hormona cuya secrecion esta modulada por la
insulina, tiene la funcion de disminuir la union
de los monocitos a las células endoteliales; en
los casos de obesidad se encuentra disminuida.
Esta patologia se caracteriza por la presencia
de placas fibrosas con colesterol en la pared
interna de los vasos sanguineos, lo que conduce
a que disminuya la luz arterial y decrezca el
flujo sanguineo.

Nombre que recibe la obesidad ocasionada
por la lesion del nlcleo ventromedial, lo que
provoca aumento del apetito, hiperfagia y
disminucién de la actividad motora.

Se caracteriza por que el indice de masa cor-
poral (IMC) esta entre 25 y 29.9 kg/m?2.

Son dos hormonas neuropeptidicas (A y B)
sintetizadas por el hipotalamo lateral y poste-
rior, tienen la funcién de estimular el apetito
y aumentar la ingesta alimenticia.

Sindrome en el que la obesidad esta relacionada
con intolerancia a la glucosa, resistencia a la
insulina, hiperinsulinemia e hipertension.
Tipo de acidos liberados por la accién de la lipa-
sa; cuando hay suficiente cantidad de glicerol-
3-fosfato proveniente de la via glucolitica, éstos
se reesterifican y producen triacilgliceroles que
alimentan a los adipocitos.

Las personas con sobrepeso, obesidad, diabetes
tipo 2 y resistencia a la insulina es muy posible
que presenten esta patologia identificada como
higado

33
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Hormona proteica que se libera ante el aumen-
to de glucosa en la sangre, es lipogenética ya
que propicia el almacenamiento de grasa en
los adipocitos, cuando su valor desciende su
efecto es lipolitico.

VERTICALES
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13

16
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Hormona que tiene la funcién de contraer la
vesicula biliar y que permite la salida de la bilis
al duodeno.

Nombre que reciben los complejos moleculares
gue transportan triacilgliceroles, fosfolipidos y
colesterol; seglin su composicion se clasifican
en quilomicrones, VLDL, LDL y HDL.
Enzimas secretadas por el estbmago y el
pancreas, su funcion principal es hidrolizar
a los triacilgliceroles en acidos grasos y mo-
noacilglicerol, los que atraviesan la membrana
intestinal y después de reconstituirse forman
parte de los quilomicrones.

En este grupo quedan incluidas diferentes mo-
léculas hidrofdbicas: acidos grasos, triacilgli-
ceroles, colesterol, acidos biliares, hormonas
sexuales, vitamina E, etc.

Las alteraciones cardiovasculares del

estan relacionadas con: taquicardias, hiper-
tensioén arterial, insuficiencia cardiaca, infarto
al miocardio y tromboflebitis entre otras.
Como consecuencia de la obesidad hay una
serie de alteraciones, entre otras, las

en las que hay problemas de hipoventilacion,
bronquitis crénica, neumonia, insuficiencia
cardiorrespiratoria y apnea nocturna.
Proceso acelerado por la diabetes mellitus
mediante el cual los &cidos grasos al oxidarse
dan lugar a acetoacetato, B-hidroxibutirato
y acetona, dichas moléculas son utilizadas
como combustible en los tejidos periféricos.
La _ arterial presente en aproxima-
damente el 50% de los obesos se debe en
parte, a que la hiperinsulinemia conduce a un
aumento en la reabsorcion de sodio y agua.
Nombre con el que se designa a la obesidad
en donde el exceso de grasa se localiza en
la parte inferior del abdomen, caderas y
piernas.

Células que constituyen a los tejidos banco y
pardo, las del primer grupo se encuentran en
el adulto conteniendo gran cantidad de grasa y
funcionan como reservorio de energia, las del
segundo grupo son abundantes en el recién
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19
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nacido poseen menor cantidad de grasa, tie-
nen muchas mitocondrias y tienden a generar
calor.

Enfermedad caracterizada por hiperglucemia,
intolerancia a la glucosa y resistencia a la insu-
lina, esta ultima puede deberse a que ante la
hiperfagia de los obesos se suprime la sintesis
de receptores de la hormona.

Tipo de higado graso que se produce por mo-
vilizaciéon excesiva de lipidos para llenar los
requerimientos energéticos.

Asi se designa a la obesidad en la que el in-
dividuo tiene un marcado exceso de grasa en
cara, cuello, y parte superior del abdomen,
puede presentarse ademas hiperinsulinismo,
diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades car-
diovasculares, entre otras.
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Alteracion del sistema regulador del peso cor-
poral que conduce a la acumulacién excesiva
de grasa, en este proceso pueden intervenir
factores ya sean genéticos, hormonales, so-
ciales, ambientales, psicoldgicos; en muchas
ocasiones se deben a que la ingesta caldrica
excede al gasto energético.

Se produce por la degradacion de los principios
alimenticos para ser utilizada en funciones
metabolicas y térmicas por los seres vivos.
Una de las causas de la obesidad es la regula-
cién anormal de este tipo de moléculas pepti-
dicas que son producidas en diferentes tejidos.
La llamada obesidad es cuando el
indice de masa corporal (IMC) es igual o supe-
rior a 40 kg/m?, esta situacion produce graves
problemas para la salud y la calidad de vida
del individuo.
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EL FRAUDE DE LAS PREDATORY CONFERENCES O
CONFERENCIAS FANTASMA

Si un profesor universitario o un cientifico no tiene
bien configurado su filtro de correo electrénico
basura, habra observado que en los Ultimos afios
estan proliferando en su bandeja de entrada todo
tipo de mensajes. Algunos son faciles de identifi-
car como fraudulentos; otros, en cambio, pueden
resultar mas dificiles de detectar, pues alimentan
el ego cientifico del receptor del mensaje. Pueden
invitar, por ejemplo, a enviar un manuscrito a de-
terminada revista, que tras su aceptaciéon en un
proceso que nada tiene que ver con el peer-review
system, enviara una factura astrondmica en con-
cepto de gastos de publicacién. En otros casos,
los mensajes contienen invitaciones a participar
en conferencias cientificas que no parecen del todo
claras. Este tipo de congresos suele tener titulos
altisonantes y de contenido muy general, contando
con decenas de simposios que, de acuerdo con
la disparidad de sus titulos, se diria que cubren
todo o casi todo el saber de la humanidad. Fre-
cuentemente, el correo electrénico de invitacion
a la conferencia incluye una lista de cientificos
de prestigio mundial que, supuestamente, han
confirmado su asistencia. Ejemplos de este tipo
de conferencias son la International Conference
on Earth Science and Geo Science (1), Global
Congress and Expo on Biomaterials (2), o World
Gene Convention 2018 (3).

Con seguridad, la mayoria de los profesionales
sabe que en el primer caso se trata de lo que se
conoce como predatory journals (4), revistas su-
puestamente cientificas con poco o nulo control
de calidad, cuyo objetivo es generar beneficio
econdémico; en el segundo caso, son congresos
falsos, conocidos en el mundo cientifico como pre-
datory conferences (5). Estos supuestos congresos
generan beneficios en concepto de inscripcion v,
principalmente, de actividades paralelas, pues en
muchos casos estan organizados por agencias de
viajes. Las conferencias suelen realizarse en salas
de hotel, cuentan con pocos asistentes aparte de los

Enrique Claro

Departament de Bioquimica i Biologia Molecular
Universitat Autonoma de Barcelona

conferenciantes y, por supuesto, los cientificos de
prestigio que habian confirmado su asistencia jamas
aparecen. Ambas actividades son evidentemente
un fraude y, a la vez, hacen un dafio tremendo a la
percepcidn social de la ciencia y de los cientificos,
como lleva afios denunciando Jeffrey Beall, de la
Universidad de Colorado en Denver (6, 7), y otros,
como Dana Roth, del Cal Tech (8).

A mediados de abril de 2018 recibi una invita-
cion para participar en el 9" World Gene Conven-
tion-2018, que tendria lugar en Singapur durante el
mes de noviembre. En el mensaje, se me invitaba
a dar una charla sobre el tema “Brain Specific Ki-
nase-1 BRSK1/SAD-B associates with lipid rafts:
modulation of kinase activity by lipid environment”,
que tendria lugar dentro del “Symposium 6-3:
Biotransformation and Bioprocesses”. El titulo
gue me proponian no es otro que el de un articulo
que publiqué en 2011, junto con mis colegas del
Departamento de Bioquimica de la Universidad
Auténoma de Barcelona en la revista Biochemica
et Biophysica Acta (9).

Para llamar la atencion de mis alumnos del mas-
ter de Bioquimica y Biologia Molecular de la UAB
(10) sobre las conferencias fraudulentas, decidi
responder a este correo manifestando mi interés
en asistir. El objetivo de mi cruzada fue conseguir
una carta de aceptacién en la que fuera patente el
escandalosamente nulo nivel cientifico del antedicho
evento. Para ello, durante una serie de mensajes
que crucé con los organizadores, consegui que
aceptasen una conferencia con estas dos caracte-
risticas especiales:

A) Un titulo larguisimo y ademas surrealista, de-
lirante, disparatado (elija usted el calificativo),
que alude a la Tierra Media de JRR Tolkien, a la
raza Klingon de la serie Star Trek, a la lengua
catalana y a unas cuantas palabras pseudotéc-
nicas de sonido rimbombante:
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“A new prospective era in photogold manage-
ment of the kling-on syndrome in Middle-earth
areas: lipidtological insights on nanoelectrochip
transduction in cardiac arrest and synapse
bridging. Metabolomic outbursts for a new
anaplerotic self-regulated pathway conveying
glycolitic cat-a-lan lessons.”

B) Un autor que pertenece a la Klingon society,
perteneciente a una institucion radicada en
Kono's, planeta natal de los Klingon, de hombre
“taH pagh taHbe”. Debo aclarar que éste es
un famoso verso de Shakespeare traducido a
la lengua Klingon (11).

Es dificil de creer, y por eso adjunto la carta como
prueba que deberia servir de aviso a cientificos
que pudieran sentirse tentados por los cantos de
sirena de este tipo de invitaciones. Es evidente
que si esta propuesta ha sido aceptada para
participar en el 9% World Gene Convention-2018,
cualquier titulo bien intencionado sera aceptado,
con el consiguiente perjuicio econdmico para la
persona estafada; en un supuesto aun peor, que-
da patente que no hace falta mucha imaginacion
para intentar construirse un curriculo cientifico
fraudulento.

Enrique Claro

Referencias

1. https://scientificfederation.com/earth-
science-2018/

2. https://scientificfederation.com/
biomaterials-2019/
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6. Beal J (2012) Predatory publishers are
corrupting open Access. Nature 489, 179.

7. Beal ] (2016) Ban predators from the scientific
world. Nature 534, 326.

8. https://libguides.caltech.edu/c.
php?g=512665&p=3503029

9. Rodriguez-Asiain et al. (2011) Brain Specific
Kinase-1 BRSK1/SAD-Bassociates with lipid
rafts: modulation of kinase activity by lipid
environment. Biochim. Biophys. Acta 1811,
1124-1135.

10. https://www.uab.cat/web/estudiar/masteres-
oficiales/informaciongeneral-1096480309770.
html|?param1=1096480140580

11. http://memory-alpha.wikia.com/wiki/The_
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\ Time: November 13-15,2018  Venue: Singapore

Acceptance Letter

Professor Dr. Enrique Claro PhD

President of the Kling-on Syndrome Society
taH pagh taHbe'

87H21 Qo'noS

It is our great pleasure to accept your lecture with the title of "A new prospective era in photogold
management of the kling-on syndrome in Middle-earth areas: lipidtological insights on nanoelectrochip
transduction in cardiac arrest and synapse bridging. Metabolomic outbursts for a new anaplerotic self-
regulated pathway conveying glycolitic cat-a-lan lessons" at BIT’s 9" Annual World Gene Convention-
2018, which will take place in Singapore during November 13-15, 2018.

WGC-2018 features a very strong technical program, mainly focused on: breakthroughs in gene,
advances genomics & genetics, new research of DNA and RNA, focus on basic research, the frontier
research of life sciences, new biotherapy discovery, emerging areas for medicine applications, robust
technology development, and cutting-edge Biotechnology. It aims to provide a platform for all experts
from academia, industry and national labs to discuss latest hot researches and achievements.
Attendees will hear world-class speakers discussing the challenges and opportunities facing the gene,
biotechnology and life sciences field. The business & academic experts who are from home and abroad
will give excellent speeches

Singapore, one of most modern countries in Asia, is blessed not only with the best conference facilities
but also has exciting attractions to offer; colorful island beaches, family friendly facilities, and etc. We
are sure that you will enjoy your stay in Singapore apart from gaining ideas and experience from the

conference.

Thank you very much and we look forward to your active support and participation.

Sincerely yours,

Organizing Commission of WGC-2018
No. 1 Hui Xian Yuan

Dalian Hi-tech Industrial Zone

LN 116025, China

Tel: 0086-411- 84799609 EXT 816
Email: teresa@gene-congress.com
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LA ASOCIACION
MEXICANA DE
PROFESORES DE
BIOQUIMICA, A.C.

10 y 11 de junio de 2019
SEDE
Universidad Nacional Auténoma de
México
Ciudad Universitaria. Cd. de México

Facultad de Medicina

https://www.google.com.mx/search?hl=es419&source=hp&biw=&bih=&q=FOTOGRAF
IAS+UNAM+MEDICINA

Auditorio “Alberto Guevara” (anexo
al “Fernando Ocaranza”).

Horario lunes 10 de junio y martes 11 de junio de
9:00 2 14:00 y de 16:00 a 19:00 horas.

Se busca fortalecer la ensefianza de la
Bioquimica y compartir experiencias docentes;
este Congreso se realiza en la Facultad de
Medicina de la UNAM con el apoyo del
Departamento de Bioquimica. El eje tematico
central es “Ensefianza Bioquimica”, integrando
participaciones en las que la academia nacional
comparta sus experiencias educativas.

BASES

1.-Se invita participar a profesores(as) que
imparten Bioquimica o areas afines del nivel
medio superior, superior y posgrado, ademas de
alumnos en grupo de trabajo presidido por
profesor(es) participante(s).

2.-Los trabajos a exponer deberan ser
propuestas de aspectos pedagogicos sobre los
aprendizajes o0 contenidos de planes vy
programas de asignatura, asociados con la
realizacion de actividades frente a grupo,
tedricas, experimentales, metodologias de
aprendizaje, evaluacién, planeacion educativa,
resultados educativos, competencias, materiales
didacticos, tesis, investigacion educativa, entre
otras.

3.-Cada trabajo a participar tendra un autor y
hasta 4 coautores, mismos que seran
considerados como participantes y deberan
inscribirse al Congreso y asistir, otorgandose los
reconocimientos personales respectivos como
ponentes y asistentes, siempre y cuando se

cumpla con los requisitos de pago de inscripcion
al Congreso.
Por favor no incluya en el trabajo a personas que
no asistiran.

4.-La participacion puede ser como ponente-
asistente, bien Unicamente como asistente.

5.-Para participar como ponente, se debera
enviar a mas tardar el 10 de mayo de 2019:

a.- El resumen del trabajo a presentar a
la direccion electronica
esther.revuelta@yahoo.com.mx elaborado de
acuerdo al formato indicado en esta convocatoria
(punto No. 7). El nUmero maximo de trabajos por
participante es de 5.

b.-Escaneo del pago realizado en el
banco a la cuenta de la AMPB A.C.

PAGO DE INSCRIPCION AL CONGRESO

A.-Con anticipacién para registro y programacién
de trabajo a presentar en el congreso

- Depésito bancario de $1000.00 (un mil
pesos 00/100 MN) por profesor participante y
asistente.

-Depdsito  Bancario de  $500.00
peso00/100 MN para alumno participante vy
asistente .

BANCO: BBVA Bancomer al numero de
cuenta: 0133718123 Cuenta CLABE
(012180001337181237) a nombre de la
Asociacion Mexicana de Profesores
de Bioquimica A.C. Enviar copia del
documento emitido por banco al hacer el
depdosito, a la direccién electronica:

asoc.mex.prof.bg@gmail.com esto es un
requisito para enviarle la carta de aceptacion.
(Conservar el documento original para

presentarlo al inicio del Congreso en su
inscripcion).




b.- Pago personal (s6lo para los
asistentes, no ponentes) en efectivo el dia de
inicio del XXVII Congreso de la Asociacion
Mexicana de Profesores de Bioquimica A.C.

(10 Junio 2019)

c.-La aportacion econémica que Usted
realice, incluye: inscripcion al Congreso,
renovaciéon anual a la Asociacion como
agremiado e incorporacion como integrante a la
Asociacion de los nuevos participantes.

Se entregara constancia de asistencia
al Congreso y por ponencia en cada trabajo,
individualmente.

EJES TEMATICOS DEL CONGRESO:
A.-Paradigmas educativos, ensenanza,
aprendizaje, evaluacion, metodologias,
estrategias, investigacion educativa en
Bioquimica y areas afines.
B.-Experiencias educativas y resultados.
C.-Investigacion en Bioquimica.
D.-Otros

TIPOS DE PRESENTACION DE TRABAJO EN EL
CONGRESO

Los trabajos al Congreso se presentaran en una
de dos versiones de presentacion que
corresponde a: oral o cartel, asignados de
acuerdo al orden de envié a la mesa directiva
organizadora del evento y de acuerdo a
disponibilidad de horario.

En caso de enviar mas de un trabajo, uno de
ellos sera elegido para presentacion oral y los
demas en cartel (se solicita indique que trabajo
preferiria que se deba programar como ponencia
oral).

Al saturarse la programacion de trabajos en
presentacion oral, se asignara presentacion en
cartel.

El registro de trabajos a presentarse tienen como
fecha limite el 10 de mayo de 2019, debiendo
entregarse por escrito via correo electrénico a la

direccion: asoc.mex.prof.bg@gmail.com el
resumen del trabajo con una extensiéon de 4 a 6
cuartillas, de acuerdo a las especificaciones
siguientes:

l.-Documento elaborado en Word version 2003,
2007 6 2010, letra Arial 12, interlineado 1.5 en
formato de ensayo, citando las fuentes de
informacion de la que se extraen las ideas o que
dan fundamento al texto elaborado.

Con el siguiente contenido:

a.-ENCABEZADO: Centrado en mayusculas y
minusculas, (letra Arial 14 negrita, interlineado
1.5) que contenga: Titulo del trabajo a presentar;
Autores (Apellidos, nombres); Institucion de
procedencia; Direccion de la Institucion;
Direcciones electronicas de los autores del
trabajo.

b.-RESUMEN
¢c.-FUNDAMENTOS TEORICOS REFERENTES
AL TEMA A PRESENTAR.

d.-OBJETIVO(S)

e.-METODOLOGIA

f-RESULTADOS

g.-DISCUSION O ANALISIS DE RESULTADOS
h.-CONCLUSIONES

i-REFERENCIAS.

Los trabajos se modificaran en formato para
ajustarse al formato de las memorias.

ll- Los carteles se colocaran al inicio de la sesion
y el o los autores deberan permanecer frente a
ellos para su explicacion, durante el horario en
que sea programado.

lll- Los trabajos seran revisados y en su caso,
aceptados por el Comité Cientifico del Congreso.

Solicitamos a Ustedes calidad en los trabajos,
existiendo la posibilidad de solicitar a los autores
modificaciones y adecuaciones a los resimenes
de sus ponencias enviadas para su aprobacion.

IV.- Los resultados de aceptacion de trabajos a
participar se dara a conocer por escrito en
documento enviado por la Presidenta de la
AMPB A.C. via correo electrénico del 11 al 15 de
Mayo de 2019.

POR FAVOR CONSIDERE LAS FECHAS
INDICADAS PARA LA RECEPCION DE LOS
TRABAJOS YA QUE SE DEBE ELABORAR
CON TIEMPO LA MEMORIA DEL CONGRESO.
AGRADECEMOS SU COLABORACION.

V.- Cualquier situacién no prevista en la
convocatoria presente serd resuelta por el
Comité Organizador.

SOLICITAMOS ACTUALICE SUS DATOS COMO
MIEMBRO INTEGRANTE DE LA ASOCIACION
MEXICANA DE PROFESORES DE BIOQUIMICA,
MANTENGA SU VIGENCIA.

INFORMES

* Maria Esther Revuelta Miranda.
Presidenta AMPB, A.C.
FES-Cuautitlan UNAM. Seccién Bioquimica y
Farmacologia Humana. Campo I.
Teléfono 044 55 1683-9732.
esther.revuelta@yahoo.com.mx o
asoc.mex.prof.bq@gmail.com

*Juan Manuel Torres Merino.
Secretario-Tesorero AMPB, A.C.
FES-Cuautitlan UNAM. Seccién Bioquimica y
Farmacologia Humana. Campo I.

Teléfono 044 55 2086-2611.
torresmerino_manuel@yahoo.com.mx
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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 actualizacién.

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 reduccidon. 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 orientacién
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
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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 electronicos se deberdn 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
gue envian el trabajo.



