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Primera clonacion
de un primate

Dr. Horacio Merchant Larios
Investigador Emérito del IIB

A pesar de las optimistas expectativas derivadas de la clonacion de Dolly (Wilmut et al., 1996), los avances en la
clonacion han sido mucho mas lentos que lo esperado. Han transcurrido veinte afos, en los que se han clonado 23
especies de mamiferos (ratones, vacas, cerdos, ratas, perros, gatos, etc.). Sin embargo, a pesar de varios intentos,
recién se llevo a término el nacimiento de cuatro primates, nuestros parientes filogenéticos mas cercanos. Un equipo
de once investigadores del Instituto de Neurociencias en Shanghai, China, desarroll6é un protocolo para la recons-
truccion de cigotos empleando como modelo al mono cangrejero Macaca fascicularis (Liu y cols., 2018). Como
suele ocurrir en la biologia del desarrollo, la diversidad entre especies hace dificil la aplicaciéon de un determinado
protocolo disefiado para una especie a las demas. Por otra parte, también es necesario el avance del conocimiento
basico sobre los mecanismos moleculares involucrados en la regulaciéon de la expresion del genoma al inicio del
desarrollo embrionario.

Durante el desarrollo del cigoto, los factores que regulan la expresion genética estan en el citoplasma del ovo-
cito. Después de fusionarse los pronucleos del espermatozoide y el ovocito, se forma el nucleo del cigoto con los
complementos cromosomicos paterno y materno, respectivamente. A partir de ese momento se inicia el proceso de
segmentacion, consistente en la subdivision del citoplasma del ovocito por mitosis atipicas, en las que las células
son cada vez mas pequefias (blastomeros) hasta alcanzar su tamafio definitivo en la etapa de moérula. Después, el
embrion se transforma en blastocisto, aumentando su tamafio principalmente por la formacion de una cavidad (el
blastocele). Aqui aparecen los dos primeros tipos celulares caracteristicos de los mamiferos placentados: la masa
celular interna y el trofoblasto. La primera contiene las células precursoras del embrién y las membranas extraem-
brionarias, y la segunda, con células altamente diferenciadas, formara parte de la placenta (Fig. 1).

Continua pag. 4>
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Figura 1.
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En contraste con el nucleo del cigoto fertilizado, para la clonacién, el nucleo del cigoto procede de una célula
somatica fusionada con el ovocito. Se trata entonces de un cigoto “reconstruido” por el procedimiento de transferen-
cia nuclear de una célula somatica (SCNT, por sus siglas en inglés). Aunque el citoplasma del ovocito contiene los
factores requeridos para regular la expresion del genoma del cigoto fertilizado, el estado de la cromatina del nucleo
somatico trasplantado requiere ser “reprogramado”.

El procedimiento experimental empleado por Liu y cols. se resume en la figura 2. Se cultivaron células somaticas
(fibroblastos fetales o células foliculares del ovario de una mona adulta) y se aislé una de ellas como donadora del nu-
cleo. El ovocito receptor, del que se habia eliminado el material genético, fue tomado de una segunda mona donadora
del citoplasma. A continuacion, el cigoto “reconstruido” fue activado con varios factores que facilitaron el desarrollo
in vitro hasta la etapa de blastocisto y fueron trasplantados al utero de una tercera mona, donde el embridn clonado
continud su desarrollo hasta el nacimiento.

Figura 2.
Mona donadora
> 2
Feto donador del genoma del ovocito
(]’Q somatico
—
1 Cultivo de Fibroblastos 1
~ fetales e
Fibroblasto aislado <&
Fusién
Inyeccion de P
mRNA Kdm4d = ——
Activacion
oto reconstruido
Mona receptora
(gestacion subrogada)
Blastocisto
Monito clonado

Han transcurrido 20 anos en los que
se han clonado 23 especies de mamiferos

4

Gaceta Biomédicas * enero 2018




Para la reconstruccion del cigoto emplearon envolturas virales que facilitan la fusion de la membrana plasmatica
del ovocito con la envoltura nuclear de la célula somatica, atenuando el dafo invasivo de la micropipeta. La extrac-
cién de los cromosomas metafasicos se realizé con una micropipeta automatica dirigida con rayo laser polarizado

(Fig. 3).
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Como activadores se emplearon ionomicina y 6-dimetilaminopurina agregados al medio de cultivo. Un
avance innovador de la actual técnica de clonacién fue el uso de factores que actuan a nivel epigenético.
El cigoto reconstruido se tratd con tricostatina-A, un inhibidor de la enzima acetilasa y la microinyeccion de mRNA
Kdm4d, cuya accion es inducir la expresion de la enzima desmetilasa de H3K9me3 (Fig. 4).
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Figura 4.

Aunque el mecanismo molecular especifico que llevo a la “reprogramacion” del genoma somatico en el contexto
del ovocito aun es desconocido, es evidente que las modificaciones epigenéticas aumentan la eficiencia de la técni-
ca de manera significativa. Es probable que la modificacién de las regiones resistentes a la reprogramaciéon (RRR)
en la cromatina facilite la expresion de genes de pluripotencia del nucleo trasplantado.

Hay una clara correlacidon entre la edad de los donadores del nucleo somatico y la supervivencia posnatal de
los monitos clonados. Con los fibroblastos fetales se prefiaron siete hembras receptoras de 21 transferencias
de blastocistos reconstruidos. Con las células del cumulus de ovarios adultos se prefiaron 22 de 42 transferencias.
Sin embargo, de los cuatro monos nacidos, los dos que aun estan vivos corresponden a los portadores del nucleo
somatico de fibroblastos fetales. Los dos portadores del nucleo de células foliculares de la hembra adulta murieron
poco tiempo después del nacimiento.

Los monitos clonados son gemelos idénticos, ya que contienen el genoma nuclear de la mona donadora del nucleo
somatico y el genoma mitocondrial del ovocito de la hembra receptora. Aunque es evidente que todavia falta conocer
el mecanismo involucrado en la reprogramacion del nucleo somatico, los autores proponen continuar el esfuerzo
para mejorar la eficiencia de su técnica. El empleo de primates clonados como modelos animales permitira avanzar
en el conocimiento de padecimientos genéticos en humanos y probar tratamientos terapéuticos potenciales. i

Referencias
Liu Z. et al., Cloning of Macaque Monkeys by Somatic Cell Nuclear Transfer, Cell (2018), https://doi.org/ 10.1016/j.cell.2018.01.020
Wilmut, 1., Schnieke, AE., McWhir, J y Campbell. (1997). Viable offspring derived from fetal and adult mammalian cells. Nature 385, 810-813.
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Alterar los patrones de alimentacion
favorece la acumulacion de trigliceridos
en sangre e incrementa los riesgos
de eventos cardiovasculares

Keninseb Garcia
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El grupo del doctor Ruud Buijs investigd
cual es el efecto de la comida ingerida en
los periodos normales de reposo sobre
la acumulacién de triglicéridos. Observa-
ron que el incremento de triglicéridos en
la sangre es mayor cuando se ingiere ali-
mento en la fase que deberia ser de re-
poso que cuando se come en el periodo
de actividad. Debido a que estas variacio-
nes son controladas por el nucleo supra-
quiasmatico, el reloj bioldgico, este tipo de
alteracion de los patrones de actividad y
alimentacion especialmente cuando se re-
pite regularmente, podria ser un factor de
riesgo para el desarrollo de hiperlipidemia
y de enfermedades cardiovasculares.

En un estudio publicado recientemen-
te'!, los investigadores del Departamento
de Biologia Celular y Fisiologia del Institu-
to de Investigaciones Biomédicas encon-
traron que el nucleo supraquiasmatico,
que se ubica en la base del hipotalamo
y es la region encargada de regular el rit-
mo circadiano de acuerdo con el ciclo de
luz-oscuridad, tiene un papel importante
en la variacion de los niveles de lipidos
presentes en sangre después de comer a
diferentes horas del dia; estas diferencias

no se presentan cuando se remueve dicha
estructura cerebral y no dependen de la
energia utilizada en la actividad locomo-
tora.

En el articulo, los investigadores sena-
lan que el metabolismo energético en los
humanos sigue un patréon diurno que es
regulado por el nucleo supraquiasmatico,
por lo que las interrupciones de la regula-
cion circadiana, como el comer en la fase
del dia que deberia estar destinada al des-
canso, se han relacionado con obesidad y
alteraciones metabdlicas.

Ademas, diversos estudios han reve-
lado que existe relacion entre las con-
centraciones de ftriglicéridos en la sangre
después de la ingestion de alimentos con
la incidencia de eventos cardiovasculares,
por lo que se considera que dichos niveles
son un buen marcador del riesgo de enfer-
medad cardiovascular.

Por ello, las personas que modifican
sus rutinas de alimentacion, actividad y
descanso, como aquellas que trabajan de
noche, experimentan frecuentemente jet
lag o permanecen despiertos hasta tarde,
pueden alterar su reloj biolégico y en con-
secuencia tienen un alto riesgo de desa-
rrollar enfermedades cardiovasculares.

Los integrantes del grupo del doctor
Buijs realizaron experimentos en los que
alimentaron con grasa a ratas Wistar in-
tactas y a otras que tenian lesiones bila-
terales en el nucleo supraquiasmatico al
inicio del periodo de oscuridad (que es la
fase de actividad para ellas) o después del



inicio del periodo de luz (que es cuando
se mantienen en reposo) y posteriormente
midieron sus niveles de triglicéridos en el
plasma.

Hallaron bajas concentraciones de tri-
glicéridos en la sangre de los animales
cuando eran alimentados poco después
de iniciada la fase de actividad, a diferen-
cia de los altos niveles que encontraron en
los animales que recibieron alimento en la
fase de reposo.

Los investigadores pensaron que es-
tas variaciones en la concentracion de los
triglicéridos durante el dia y la noche se
debian a cambios en la fisiologia del intes-
tino, pero no encontraron diferencias en la
tasa de secrecion intestinal de triglicéridos
durante ambos momentos.

Sin embargo, encontraron que el
musculo esquelético y el tejido adi-
poso pardo tenian un alto consumo
de lipidos en el periodo de actividad,
lo cual causaba la rapida eliminacion
de los triglicéridos en la circulacion
sanguinea.

En el articulo, los investigadores ex-
plican que la hidrdlisis de triglicéridos en
los animales que recibieron alimentos
grasos en el periodo de actividad estaba
relacionada directamente con una mayor
actividad de la lipasa, que es la enzima
encargada de la eliminacion de los trigli-
céridos de la circulacion y tiene su maxima
concentracion en las primeras horas de la
fase activa.

También mencionan que estas diferen-
cias no fueron provocadas por una sobre-
expresion del gen de la lipasa, pues no
se encontraron cambios importantes al
respecto; por ello midieron la expresion
de los genes de las proteinas involucra-
das en el metabolismo de las lipoproteinas
y en el consumo de acidos grasos, pero
tampoco observaron cambios significa-
tivos en la expresion de estos genes en
la fase activa y en la de reposo, ni en los
animales que tenian lesiones bilaterales
en el nucleo supraquiasmatico; sin embar-

go, si encontraron variaciones en el gen
Reve-erba.

De acuerdo con los investigadores, el
gen Reve-erba podria tener un papel im-
portante en la integracion de los ritmos
circadianos y el metabolismo, pues rela-
ciona redes circadianas y termogénicas a
través de la regulacion del tejido adiposo
pardo. También se ha observado que los
roedores que no expresan este gen tienen
desregulado el metabolismo lipidico.

Por ello han propuesto que los cam-
bios en la captura de triglicéridos por el
tejido adiposo pardo durante el dia y la
noche son propiciados por un mecanis-
mo mediado por el gen Reve-erba, pero
aun no se conoce cémo modula la ac-
tividad de la lipasa o la hidrdlisis de los
triglicéridos.

Por otra parte, se sabe que la acti-
vidad fisica intensa puede aumentar
la actividad de la lipasa en el muscu-
lo esquelético. Los investigadores se
preguntaron si los cambios en la acti-
vidad fisica durante el dia y la noche
podrian influir en el consumo de triglicéri-

El nicleo supraquiasmatico es la region
encargada de regular el ritmo circadiano
de acuerdo con el ciclo de luz-oscuridad, y

tiene un papel importante en la variacién
de los niveles de lipidos presentes en sangre.

llustracién:Santiago Hernandez

dos, pero encontraron que dichos cambios
no son dependientes de la actividad que
se realiza en uno u otro momento del dia.

También observaron que la hidrolisis de
triglicéridos es independiente de los esti-
mulos de luz que perciben los animales,
aunque ésta es la sefial mas importante
para la activacion y sincronizacién del nu-
cleo supraquiasmatico.

Los investigadores concluyen en el arti-
culo que las variaciones en el metabolismo
de los triglicéridos que tienen lugar duran-
te el dia y la noche podrian explicar el alto
riesgo de enfermedades cardiovasculares
que presentan los trabajadores nocturnos
que modifican sus patrones normales de
alimentacion.

Referencias

1) Moran-Ramos S, Guerrero-Vargas NN, Mendez-
Hernandez R, Basualdo MDC, Escobar C, Buijs RM.
(2017) The suprachiasmatic nucleus drives day-
night variations in postprandial triglyceride uptake
into skeletal muscle and brown adipose tissue. Exp
Physiol; 102(12):1584-1595.
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La construccion
de larealidad en el cerebro

I
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Por sus aportes al avance de las neuro-
ciencias, el doctor Ranulfo Romao Trujillo;
del Instituto de Fisiologia Celular, recibio
el doctorado Honoris Causa de la Uni-
versidad Auténoma de México.

Por mas de 28 afios el doctor Ranul-
fo Romo ha tratado de entender como el
mundo externo se presenta en el cere-
bro y como esta representacion da pie a
funciones complejas como la sensacion,
la percepcién, la memoria y la toma de
decisiones.

En su ponencia “La construccion de la
realidad en el cerebro”, el doctor Romo
explicd que cuando un individuo esta
observando un objeto, éste es captado
por la retina y existen varias rutas por
las cuales la informacion llega a la par-
te posterior del cerebro (corteza visual);
ahi todos los atributos del objeto (color,
tamario, forma, movimiento, textura) son
construidos por la actividad de las neuro-
nas. Aclaré que se tienen algunas pistas
de como ocurre eso, pero se desconoce
qué tipo de computaciones neurales tie-
nen que ocurrir en el cerebro para ge-
nerar una imagen unica, porque no solo
es una representacion instantanea del
objeto, sino que puede provocar emocio-
nes y encender los centros relacionados
con las emociones y sensaciones como
el apetito, el placer, etc.

Comenté que en la década de 1980,
en la Universidad Johns Hopkins, su
colega Ken Johnson, disefi6 un apara-
to con letras en relieve; asi, estas letras
eran estimulos complejos al tacto con el
objetivo de saber como se “veian” en la
actividad de los axones, ya que hay una
transformacion, debido a que el mecano-
rreceptor cutaneo transforma la energia
mecanica en energia eléctrica, que es la
que recibe el cerebro para construir su
propia realidad.

Explicé que Ken Johnson queria saber
qué pasaba en la corteza cerebral, don-
de comienza el procesamiento de alto
orden que nos permite generar nuestras
percepciones, tener conocimiento, me-
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morias, etc., pero obviamente por cues-
tiones éticas no se pueden registrar las
neuronas directamente de la corteza so-
matosensorial del humano; por ello utili-
z6 primates subhumanos, cuya corteza
sensorial es idéntica a la del humano.

Lo que vio Ken Johnson estimulando
los dedos del macaco, dijo, fue que las
representaciones no son siempre tan ni-
tidas como se ven al momento en que
la informacion llega a los nervios, por
ello las llamé representaciones cuasi-
isomorficas; esto significa que se van
transformando en un cédigo mucho mas
abstracto, que muy probablemente es el
que usa nuestro cerebro para almacenar
la informacién, porque seria imposible
que estas representaciones pudieran
guardarse tal cual en el cerebro, ya que
se necesitaria mucho espacio.

Al inicio de la década de 1990, el
doctor Romo disefié con su grupo de in-
vestigacion un robot con motores conse-
guidos en la NASA, que tenian absoluto
control del desplazamiento, y una punta
de prueba que se mueve sobre el cam-
po receptor de las neuronas (en la yema
de los dedos). Asi encontraron la expli-
cacion a las representaciones cuasi-iso-
morficas de Ken Johnson; éstas tenian
un sustrato muy elemental: dependian
de la direccién y la velocidad del estimu-
lo; es decir, la representacion se vuelve
mucho mas robusta en funcion de como
se desplaza la yema de los dedos en
la superficie. Asi, determinaron que 50
milimetros por segundo es la condicién
optima que utilizarian para adquirir infor-
macioén en sus experimentos.

En 1991, en el Instituto de Fisiologia
Celular y con apoyo del Instituto Médico
Howard Hughes, Romo monté su labora-
torio y empezo a trabajar con el primate
Macaca mulatta como modelo. Entrené a
los monos para que supieran usar la infor-
macién desde etapas tempranas, memo-
rizarla y discriminarla, y con técnicas no-
invasivas que permiten visualizar las zo-
nas del cerebro que estan activas duran-

te determinada funcién (al registrar me-
diante microelectrodos los campos elec-
tromagnéticos), el doctor Romo empez6
a registrar “el lenguaje de las neuronas,
gue no es otra cosa que ceros y unos, un
lenguaje digital que puede introducirse a
las computadoras para ser interpretado”,
menciono.

El experimento consistia en tocar la
piel de los dedos de los monos (sentados
en una silla especialmente disefada para
ellos) de manera apropiada, en la que se
aseguraban de que las variables fisicas
de los estimulos que aplicaban pudieran
repetirse muchas veces durante una se-
sién de entrenamiento o una sesion ex-
perimental. Entrenaron a los monos para
que, sin poder escuchar ni ver, perma-
necieran con su mano hacia arriba como
si estuvieran esperando recibir algo, y le
daban toquecitos, activando solamente
algunos receptores cutaneos. Cuando el
estimulo cesaba, daban otro estimulo y
se pedia al mono que indicara, apretan-
do un interruptor, cual de ellos era ma-
yor; si el animal acertaba recibia como
recompensa gotas de jugo de manzana.

Observaron que las neuronas se en-
cendian cuando daban la recompensa al
animal, y ese descubrimiento, conside-
ra Romo, tiene implicaciones profundas
para la vida, porque nadie hace nada si
no recibe una recompensa.

El doctor Romo explicé que 98 por
ciento de las respuestas de los monos
fueron buenas cuando la diferencia entre
los estimulos era grande; por ejemplo, el
primer estimulo de 20 Hz y el segundo
de 30; pero se dificulta cuando los esti-
mulos son mas parecidos (20 y 21 Hz);
en estos casos tenian 0.5 de probabili-
dad de acertar; es decir, adivinaban.

De esta manera, el grupo de investi-
gacion pudo tener una estimacion de la
capacidad discriminatoria del animal, la
cual fue comparada con la del doctor
Romo, y resulté que no diferian mucho,
lo que los llevé a pensar que probable-
mente el aparato neural que permite esta



capacidad discriminatoria es el mismo
en el mono y el humano.

Posteriormente, el doctor Romo quiso
saber qué pasaba con la informacién una
vez que el estimulo termina y se repre-
senta en las areas sensoriales. Explico
que en la corteza somatosensorial pue-
de mapearse la informacién que viene de
diferentes partes del cuerpo, por lo que
si se estimula un trocito de piel, se pue-
den conocer las rutas por donde va la
informacion. Con base en esto y median-
te una serie de microelectrodos, pudie-
ron observar qué pasa en las neuronas
cuando el mono esta ejecutando la tarea
(discriminando entre un estimulo y otro).
“Las neuronas representan en sus dispa-
ros los eventos del estimulo; entonces,
cuando el estimulo es de menor frecuen-
cia los intervalos se hacen mas grandes,
ahi empieza la construcciéon de la reali-
dad, al ver que la informacién sensorial
del mundo externo esta representada en
los disparos de las neuronas”, menciono.

A las distancias entre los brotes de
actividad de los estimulos les llamaron
tiempo 1 y tiempo 2, y sugirieron que si
el tiempo 1 es mayor que el tiempo 2, la
frecuencia del segundo estimulo tenia
que ser mayor, y cuando cotejaron la ac-
tividad neuronal usando esta métrica era
practicamente idéntica; asi comprobaron
que el codigo neural se ajusta perfecta-
mente a la curva psicométrica.

Para probar lo anterior y ver si las neu-
ronas son excitables, ademas de estimu-
lar los dedos del mono para verlos en la
corteza cerebral, sustituyeron uno de los
estimulos por “chispitas eléctricas” di-
rectamente en el circuito neural. Cuando
se obtuvieron las curvas psicométricas
sustituyendo el segundo, observaron
que eran practicamente indistinguibles
de las conductas discriminatorias ob-
tenidas con ambos estimulos en la piel
de los dedos. Con estos resultados, el
doctor Romo consider6é que asi se po-
dia manipular al cédigo neural de estas
percepciones, y que la informacién que
es representada en esa zona del cerebro
es util para generar toda la conducta del
animal, que tiene que ver con la sensa-
cion, la percepcion, la memoria y la toma
de decisiones. Comenté6 ademas que
este experimento dio pie a las neuropro-
tesis, porque si una funcion puede deco-
dificarse en la actividad de las neuronas,
puede hacerse el experimento inverso.

Posteriormente se interes6 en saber
dénde y en qué forma queda la informa-
cion generada por el estimulo. Explico
que tan pronto se acaba el estimulo, se

acaba la actividad de las neuronas de la
corteza somatosensorial primaria; termi-
nando el estimulo hay una pequefia iner-
cia en la corteza somatosensorial secun-
daria codificando la variable de lo que
paso antes, pero en la corteza prefrontal
las neuronas quedan latentes, codifican-
do en su actividad el parametro del esti-
mulo, y por definicidn, dijo el ponente, es
memoria de trabajo. Pero en la corteza
prefrontal medial, implicada en la gene-
racion de movimientos voluntarios, las
neuronas estan calladas en el periodo
de memorizacion, y milisegundos antes
de que llegue el segundo estimulo, se
presenta el mismo parametro fisico del
estimulo anterior. Con eso pudieron ver
como los circuitos trabajan a diferentes
tiempos, es decir, cémo se va moviendo
la informacién desde la entrada al ner-
vio y como se van construyendo circui-
tos cerebrales que tienen que ver con la
retencion de la informacién, lo que indi-
ca que los circuitos trabajan a diferentes
tiempos y unen su esfuerzo para pasar-
se la codificacion de la informacién, de
modo que no tenemos un centro de la
memoria, sino muchos circuitos que ha-
cen exactamente lo mismo. Esto llevo a
Romo y a su equipo a pensar que se tra-
ta de una red de memoria.

El doctor Romo suponia que para
que el animal supiera cual estimulo era
mayor, debia guardar en la memoria el
primero y en algun lugar del cerebro rea-
lizar la comparacion, y para investigar
esto estudié una neurona (que esta de-
lante de la primera estacién de trabajo)
y que sirvio para ver que hay una trans-
formacion de la representacion del esti-
mulo; las neuronas se vuelven amorfas,
simplemente varian su tasa de disparo
en funcion de la cantidad el estimulo.
Eso es muy interesante, porque
hay una transformacion de esa
representacion paramétrica en
otro codigo.

En la misma zona donde es-
tan estas neuronas sensoriales
empezaron a ver que la neurona
sigue respondiendo durante los
estimulos, pero lo hace mucho
mas cuando el animal esta pen-
sando y responde que es menor
que el primero. La primera hipo-
tesis que tuvieron sobre por qué
pasaba lo anterior fue que tal vez
la historia previa estaba afectando
la respuesta, y la segunda hipotesis
fue que estaban descubriendo neuro-
nas de direccionalidad en esta zona
del cerebro, que tiene que ver con el

movimiento medial o lateral. Al analizar
los datos notaron que se trataba de una
neurona de comparacion, que combina
informaciéon del pasado y del presente.
El investigador explic6 que cuando la
neurona esta respondiendo al segundo
estimulo, se esta acordando de la infor-
macién del primero; después, comienza
a combinarla con la del segundo.

Por dltimo, el doctor Romo explicé
que sus aportaciones son el resultado
de analisis puntiformes de muchas neu-
ronas, una por una, relacionadas con la
conducta y con diferentes componentes
de la tarea, pero para conocer como inte-
ractuan entre si han monitoreado varias
simultaneamente, porque piensa que
esto se debe a enlaces temporales entre
los circuitos cerebrales que pueden ser
muy importantes para entender los me-
canismos de la conciencia, por lo menos
del mono, porque estan conscientes y
haciendo uso de la informacidn.

Se trata, dijo, de neuronas que vienen
de distintas areas corticales que son re-
gistradas simultdneamente; su meta es
descubrir el enlace, dado que ya sabe
como se representa la informacion, aho-
ra quiere conocer el enlace temporal. £
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HGF, modulador maestro

del estado redox celular
en distfintfas enfermedades

Keninseb Garcia

El estrés oxidante es un mecanismo de
dafo que se presenta en diferentes 6r-
ganos y por diferentes tipos de agresion.
El grupo de la doctora Concepcion Gu-
tierrez, de la Unidad de Investigacion
UNAM/INCAR, ha encontrado que el fac-
tor de crecimiento de hepatocitos (HGF)
puede regular el estado redox de las cé-
lulas y controlar el dafio en 6rganos como
el higado, pancreas y pulmén.

De acuerdo con la investigadora, la ge-
neracion de especies reactivas de oxige-
no (ROS) en pequenas cantidades tiene
efectos en la regulaciéon génica, porque
activa diferentes vias de sefalizacién re-
lacionadas con respuestas celulares im-
portantes; si se incrementa, hay sistemas
que pueden compensarlo, pero cuando
fallan los sistemas antioxidantes puede
generarse estrés oxidante y conducir a la
célula a inflamacién y apoptosis, o inclu-
so a la muerte celular por necrosis si el
incremento es aun mayor.

La doctora Gutiérrez explicé que el
mecanismo por el cual el estrés oxidan-
te produce dafio esta muy generalizado
y siempre se presenta a nivel celular; no
se trata de una respuesta 6rgano-espe-
cifica.

En el seminario titulado “HGF modu-
lador maestro del estado Redox celular.
Implicaciéon en distintas enfermedades”,
la investigadora menciond que este fac-
tor de crecimiento y su receptor unico
c-Met, que es una cinasa de tirosina,
desempefian multiples funciones bioldgi-
cas que varian dependiendo del contex-
to celular, pues estan involucrados en la
proliferacién, reparacion, migracion, di-
ferenciacion, sobrevivencia y regulacién
del estado redox.

La doctora Gutiérrez comentd que
cuando el HGF se une a su receptor, éste
se dimeriza, se autofosforila y recluta
proteinas reguladoras; dependiendo del
contexto celular puede activar la via de
STAT e incrementar la proliferacion, la
sobrevivencia por la via de PI3K/Akt, o
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regular el ciclo celular por la via de las
MAPK.

Mencion6 que para entender el pa-
pel del HGF, se intentd producir ratones
knock-out para el receptor c-Met, pero
éstos no fueron viables, por lo que se di-
sefid otro ratén transgénico que codifica
el gen del receptor c-Met en hepatocitos
pero que no es funcional, y se ha visto
que este ratdon presenta defectos en el ci-
clo celular, reparacion deficiente, fagoci-
tosis deficiente, alteraciones en el citoes-
queleto de actina y una susceptibilidad
muy alta a la apoptosis.

El grupo de la doctora Gutiérrez encon-
tré que los hepatocitos de estos ratones
knock-out presentaban una alta concen-
tracion de especies reactivas de oxigeno
y, en consecuencia, de estrés oxidante;
al indagar cual podria ser su origen en-
contraron que la generacion de las ROS
no se realizaba por via mitocondrial, a
pesar de que las mitocondrias producen
una gran cantidad de especies reactivas
de oxigeno debido a la funcién que des-
empefan. Por ello utilizaron inhibidores
de otras de las principales fuentes de
generacion de ROS, como DPI 'y AEBSF
para la NADPH oxidasa, alopurinol para
la xantina oxidasa, 1400 W para la 6xido
nitrico sintasa inducible e indometacina
para las COX, y descubrieron que las es-
pecies reactivas solo se abatian al inhibir
la NADPH oxidasa.

La ponente explico que la NADPH
oxidasa es un complejo enzimatico que
estad en la membrana. Cuando llega el es-
timulo, las proteinas reguladoras se fos-
forilan, se activan, se unen al complejo
activado y empiezan a producir especies
reactivas de oxigeno.

En un modelo animal en el que se apli-
c6 un tratamiento con HGF, los integran-
tes del grupo de la doctora Gutiérrez en-
contraron que la actividad de la NADPH
oxidasa iba incrementando inmediata-
mente después de recibir el tratamiento
y alcanzaba su valor maximo a los 30

minutos; posteriormente comenzaba a
disminuir y alcanzaba niveles inferiores a
los basales a las 24 horas.

Este efecto estaba relacionado con la
produccion de ROS, la cual se incremen-
taba significativamente con el tratamien-
to y se mantenia hasta los 30 minutos
posteriores, pero comenzaba a decrecer
alrededor de una hora después; es decir
que la generacion de ROS inducida por
HGF era mediada por la actividad de la
NADPH oxidasa.

Propusieron que la regulacion de la
NADPH oxidasa podria activar vias de
supervivencia y encontraron que el fac-
tor de transcripcion Nrf2 estaba activado
cuando se aplicaba el tratamiento con
HGF.

El pretratamiento con un inhibidor de
PKC y de la NADPH oxidasa anulaba la
activacion de Nrf2 inducida por HGF, lo
cual indicaba que la via de sefalizacion
de HGF/c-Met utiliza ambas proteinas
para activar al factor de transcripcion.

Después se determind la presencia de
enzimas que dependen de la activacion
de Nrf2, como NQO1, y-GCS, y se vio
que el tratamiento con HGF incrementa-
ba dichas enzimas a medida que pasaba
el tiempo.

También se propusieron confirmar el
efecto protector del HGF, y para ello se
tratd a los hepatocitos con el factor de
crecimiento durante 12 horas y poste-
riormente se les administré antimicina A,
que es un inhibidor de la cadena respi-
ratoria, para producir un incremento en
los niveles de ROS, y observaron que el
HGF protegi6 a las células del efecto de
la antimicina y aumentoé su viabilidad en
mas de 80 por ciento.

Por otra parte, sobre la disminucion de
la actividad de la NADPH oxidasa que se
habia observado en la segunda fase ha-
cia las 24 horas después del tratamiento,
el grupo de la doctora Gutiérrez planted
que podria haber un efecto transcripcio-
nal sobre los componentes de la NADPH



Doctora Concepcion Gutiérrez

oxidasa provocada por el HGF.

Para probarlo midieron la expresién de
los componentes de la NADPH oxidasa
NOX2, NOX4, p22, p67 y p47 y encon-
traron que HGF inducia un decremento
en la expresion de algunos de ellos como
NOX2, NOX4, p22 y p67.

Para saber cual es la importancia a
nivel fisiolégico de la represiéon de esas
subunidades de la NADPH oxidasa, indu-
jeron la generacion de ROS en hepatoci-
tos tratados con el factor de crecimiento
TGFB, que utiliza la NADPH oxidasa para
inducir efectos citotoxicos.

Se observo que una hora después del
tratamiento con TGF se incrementaban
de 2 a 8 veces los niveles de ROS, y a
las 3 horas de 2 a 7 veces, y regresaron
al estado basal en la etapa final de la in-
cubacion, mientras que el pretratamiento
con HGF logré revertir el efecto del TGFf3
y elevo la viabilidad celular hasta en 94
por ciento.

Mas recientemente encontraron que
en esta segunda fase de regulacion el
receptor c-Met secuestra a p22 para evi-
tar la activaciéon de la NADPH oxidasa, y
que esta interaccion ocurre de manera
extracelular.

Con estos experimentos, la doctora
Gutiérrez y sus colaboradores probaron
que el HGF y su receptor c-Met regulan
a la NADPH oxidasa mediante un me-
canismo dual, que la activa y provoca la
generacion de ROS, las cuales a su vez
activan una respuesta protectora media-
da por Nrf2, y éste en la segunda fase
provoca una represion transcripcional
de algunos componentes de la NADPH
oxidasa que suprime la produccién de
ROS inducida por TGFB y mejora la via-
bilidad de las células.

Implicacion en varias patologias
Los integrantes del grupo de la docto-
ra Gutiérrez han estudiado ademas el
papel del HGF en diferentes patologias.
Una de ellas es la enfermedad hepatica

alcohdlica, para la cual desarrollaron un
modelo in vitro con células de higado
VL-17A, transfectadas con el citocromo
P450 2E1 (Cyp2E1), que biotransforma
el alcohol por la via de la enzima alco-
hol deshidrogenasa (ADH).

Las células de esta linea fueron trata-
das con HGF por 12 horas y posterior-
mente expuestas a etanol y se evalua-
ron algunos parametros del estrés oxi-
dante. Encontraron que el etanol indujo
la formacién de peréxido y dafo oxidan-
te, pero dicho dafio se previno a través
del tratamiento con HGF, que indujo la
expresion de enzimas antioxidantes a
través de un mecanismo impulsado por
la sefalizacion de NF-kB y PI3K/Akt.

En otro modelo de carcinogénesis
inducida por dietilnitrosamina (DEN)
en ratones knockout para c-Met ob-
servaron que estos animales eran mas
susceptibles a desarrollar tumores des-
pués de la inyeccion, pues presentaban
mayor incidencia de tumores, tamafo y
multiplicidad de focos; después de los
cinco meses encontraron que habia una
alteracion del estado redox, pues la li-
poperoxidacion se incrementaba.

La investigadora agregdé que aunque
en los animales knockout se incremen-
taba la produccion de enzimas antio-
xidantes, persistia el estrés oxidante y
se incrementaba la proteina de choque
térmico 70 (Hsp70), al restablecer el ba-
lance redox mediante N-acetilcisteina
(NAC) lograron revertir el fenotipo agre-
sivo en cuanto al area de la lesion y el
numero de focos, lo cual demuestra que
el estrés oxidante desempefia un papel
importante en la progresion del dafio en
los animales knockout.

También han estudiado el papel del
HGF contra el dafio al higado inducido
por rifampicina e isoniazida para tratar
la infeccién de Mycobacterium tuber-
culosis, pues estos farmacos producen
estrés oxidante, lo cual los hace hepa-
totoxicos y en ocasiones los pacientes

se ven obligados a suspender el trata-
miento.

En un modelo de ratones con y sin
infeccion con M. tuberculosis, encontra-
ron que el HGF prevenia el dafo pro-
ducido por la isoniazida y rifampicina,
porque elimina la produccion de ROS,
inducia la expresion de proteinas cito-
protectoras, reducia la apoptosis y las
unidades formadoras de colonias en los
animales infectados.

En pancreatitis aguda inducida por
ceruleina observaron que al tratar a los
animales con HGF disminuia la canti-
dad de ROS, inducia la activacién de
enzimas antioxidantes y ejercia un efec-
to antiapoptotico.

Consideré que por su efecto protec-
tor en estas patologias, el HGF/c-Met,
podria ser un blanco prometedor para
el tratamiento del dafio causado por el
estrés oxidante en diferentes 6rganos,
entre los cuales también podria estar el
corazon.

La doctora Gutiérrez mencion6é que
durante el desarrollo el HGF/c-Met par-
ticipan en la proliferacion y diferencia-
cion de los cardiomiocitos; mientras que
en la etapa adulta controlan la homeos-
tasis y previenen el estrés oxidante.

Agregd que de acuerdo con estudios
del grupo de la doctora Simona Ga-
llo, del departamento de Oncologia de
la Universidad de Turin, el HGF en el
corazén dafado tiene efectos cardio-
protectores, porque promueve la so-
brevivencia mediante la disminucién de
la apoptosis y la autofagia de los car-
diomiocitos, el incremento de la angio-
génesis y la disminucion de la fibrosis;
promueve la respuesta antiinflamatoria
e inmunomoduladora y la regeneracion
porque activa las células progenitoras
del corazon.

Asimismo, dijo que se han realizado
estudios en los que se ha comprobado
en modelos animales e in vitro el papel
de HGF en la regeneracion de las cé-
lulas del corazon; por ejemplo, se ha
observado que en el infarto agudo al
miocardio se incrementa la secrecion
de HGF, o que bloqueando la actividad
del HGF enddgeno el area de necrosis
se incrementa y aumenta la muerte de
los cardiomiocitos.

Otros estudios han mostrado que
cuando se administra HGF en el area
del infarto mejora la funcion cardiaca y
el tratamiento con células mesenquima-
les progenitoras con HGF repara el area
necrotica en el infarto al miocardio.
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Andlisis del efecto pro angiogénico
de exosomas de cultivos 2D y 3D
de lineas celulares de cdncer de mama

Investigacion ganadora del Departamento de Inmunologia en la categoria
de posgrado en el XX Congreso de Carteles “Dr. Lino Diaz de Leén”.

El cancer de mama (CaMa) es la neoplasia mas frecuente en el mundo y en nuestro pais es la segunda
causa de muerte por cancer en mujeres; en éste como en otros tumores sdlidos se conoce que la angio-
génesis (proceso fisiolégico en el que se estimula tanto la reparacion como la formacion de vasos sangui-
neos) favorece la progresion de la enfermedad, porque el tumor se nutre mediante los vasos sanguineos,
y tiene en ellos una via de migracion e invasion a érganos distales. Sin embargo, alin no se comprenden
totalmente los mecanismos involucrados, pues a pesar de que existen farmacos que bloquean la via de
angiogénesis (anti-VEGF), algunos pacientes son resistentes al bloqueo, lo que indica la existencia de
vias alternas.

Recientemente se describid que los exosomas (microvesiculas) secretados por células tumorales, tanto
en neoplasias como en trastornos sanguineos, tienen efecto angiogénico, pero aun no se han explorado
completamente las condiciones que modulan este fenémeno; por ello, el grupo de la doctora Gloria Solde-

MCF-7

L

CONTROL NEGATIVO

Ensayo de angiogénesis.
A. Control Positivo ( VEGF), Control Negativo (sulforano). B. Se presentan los co-cultivos a la misma proporcion de células HUEVEC/exosomas
de cada linea tumoral en cultivos 2D y 3D. Los exosomas de linea metastasica presentan mas induccion de angiogénesis.
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vila y en particular los alumnos Alber-
to Chinney y Scarlett Ortega Chavez
han propuesto un modelo para estu-
diar el efecto proangiogénico de exo-
somas de cultivos 2D y 3D de células
de CaMa con diferente grado de ma-
lignidad.

En el estudio se realizaron ensa-
yos funcionales de exosomas para
la induccion de angiogénesis con
células HUVEC (células endoteliales
humanas de cordén umbilical). Utili-
zaron dos lineas celulares de CaMa
humano: una no-metastasica (MCF-
7) y otra metastasica (MDA-MB-468).
Ambas lineas se cultivaron, y se ul-
tracentrifugaron los sobrenadantes
de cultivo celular en 2D y 3D; poste-
riormente se caracterizaron los exo-
somas por microscopia electronica de
transmision (MET) y analisis de se-

guimiento de nanoparticulas (Nano-
particle Tracking Analysis, NTA) este
ultimo se usa para cuantificar nano-
particulas. Posteriormente se cocul-
tivaron los exosomas obtenidos con
células HUVEC.

De acuerdo con la concentracion
de exosomas determinada en el NTA
y el numero de células HUVEC a cul-
tivar decidieron usar dos concentra-
ciones de exosomas. Los exosomas
provenientes de cultivos 3D mostra-
ron mayor efecto pro-angiogénico
respecto a los 2D y el control positi-
vo, ademas, este efecto depende de
la concentracion de exosomas.

En este trabajo se concluyé que
los exosomas provenientes de lineas
tumorales tienen efecto angiogénico
dependiendo de la concentracion, del
subtipo celular de origen y de la forma

CULTIVOS

No Metastasica
MCF-7

Cultivos y exosomas.

A. Cultivos 2D de MCF7 y MDA-MB-468; Cultivos 3D (sub cuadros) 10x.
B. Microscopia Electrénica de exosomas de sobrenadante de cultivos 3D; Cuantificacion de exosomas por andlisis de seguimiento de

nanoparticulas (subcuadros).

de cultivo. Los exosomas provenien-
tes de cultivos 3D de linea metastasi-
ca mostraron mayor efecto proangio-
geénico.

Otros grupos de trabajo demues-
tran la funcionalidad de exosomas
obtenidos de cultivos 2D, los purifican
quimicamente o cuantifican por con-
centracion de proteina; en contraste,
este grupo de investigacion evita usar
precipitantes que danen el exosoma
con el cultivo 3D, y se cuantifico de
acuerdo con el numero de particulas
y volumen para tener resultados mas
comparativos.

Explican que esta aun pendiente
determinar los mecanismos involu-
crados en el efecto pro angiogénico
de exosomas, y explorar como influye
el cultivo celular en 3D en la funciona-
lidad del exosoma.

Metastasica
MDA-MB-468
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Biomédicas en la Fiesta |
de las Ciencias Y las Humanidades

Sonia Olguin

Con el objetivo de colaborar en la
construccion de una cultura cientifica y
trabajar en pro de la comunicacién de
la ciencia, el Instituto de Investigaciones
Biomédicas particip6 por cuarto afo
consecutivo en la Fiesta de las Ciencias
y las Humanidades 2017.

Este foro fue creado por la Direccion
General de Divulgacion de la Ciencia
de la UNAM para que los institutos,
centros y programas de la UNAM, tengan
contacto con estudiantes de bachillerato
y licenciatura y con publico interesado
en los proyectos de investigacion
desarrollados en nuestra Maxima Casa
de Estudios.

El publico se ha ido diversificando de
tal manera que el rango de edad de los
asistentes se amplia y se reciben cada
vez mas familias enteras interesadas en
la oferta cientifica, poniendo en duda la
frase tan trillada “La ciencia no vende”.

Con actividades como charlas, talleres,
experimentos, obras de teatro cientifico,
exposiciones, ralis y conciertos, la Fiesta
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de las Ciencias y Humanidades atiende
anualmente a mas de 30 mil personas en
su sede de Ciudad Universitaria.

En esta ocasion, el Instituto de
Investigaciones Biomédicas a través
del Departamento y Difusion, participd
con diversas actividades como las
conferencias “4Qué esconde el ADN de
las bacterias?" Impartida por el maestro
Omar Jiménez Rodriguez y la conferencia
“Probioticos - ¢algo que necesitamos?”
dictada por la doctora Corina Diana
Ceapa, ambos integrantes del grupo de
investigacion del doctor Sergio Sanchez
del 1IB.

Ademas, los alumnos Greta |. Reynoso,
Sara Restrepo, David Ivan Jiménez, lilse
Carmona, ltaietzi Olivar, Giroshi Bando,
Alejandra Barrén, Jesus Ruiz, Daniel
Judrez, Sandra Guerrero, Ramsés Garcia
y Daniel Cabrera de los grupos de los
doctores Adriana Valdés y Mauricio Trujillo,
mostraron a los asistentes el trabajo de

investigacion de la Unidad de Bioprocesos;
asi como el funcionamiento y utilidad de
un biorreactor para el escalamiento de
procesos.

Asi mismo, el doctor Miguel Tapia,
responsable de la Unidad de Microscopia
interactuo con los visitantes a quienes
les explico los principios fisicos del
funcionamiento del microscopio y les
mostré la utilidad de esta herramienta
para el desarrollo de diversas lineas de
investigacion.

La Coordinaciéon de Ensefianza, a través
de los alumnos Cecilia Gémez Inclan,
Erick Arroyo, Gisselle Campos y Luis
Rodrigo Moreno presento a la Licenciatura
en Investigacion Biomédica Basica al
publico interesado.

El departamento de Prensa y Difusién
coordino la participacion del Instituto y
present6 diversas lineas de investigacion
mediante material grafico y concursos, asi
como videos sobre la historia y la misién
de la dependencia. En esta ocasion se
abordo6 de manera didactica el tema de las
diferencias entre los virus y las bacterias
mediante un juego que resultd atractivo
para el publico.
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Meltdown y Specire,

-
~

las vulnerabilidades de seguridad informatica
que provienen de un error en el diseno de hardware

4
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El 2018 inicia con un parteaguas para la seguridad
informatica en cuanto a vulnerabilidades se refie-
re, en el disefio del corazon de la computadora; €l
procesador. Las fallas fueron descubiertas desde
junio de 2017 por varios equipos de investigacion
en seguridad informatica, entre ellos los expertos

de Google Project Zero, dela
firma de seguridad Cyberus,
y de universidades, como las
de Pensilvania, Maryland y
Graz.

Sin embargo, fue hasta la
primer semana de 2018 que
los fabricantes reconocieron
la falla y publicaron los pri-
meros “parches” para inten-
tar resolver el problema.

Lo alarmante de estas
fallas es que se trata de un
error en el disefio de casi
todos los procesadores fa-
bricados desde 1995, y las
primeras soluciones. que se
han publicado disminuyen
hasta en 30 por ciento el ren-
dimiento de los equipos.

El primero en descubrirse
fue Meltdown, representado
por un escudo derritiéndose, ya
que literalmente rompe el aisla-
miento fundamental que existe
entre el sistema operativo y las
aplicaciones instaladas en él.
Hasta el momento sélo se ha
comprobado que afecta a equi-
pos con procesadores Intel,
principalmente computadoras
personales y a la infraestructu-
ra que soporta a la “nube”. Ac-
tualmente ya existen parches
de software que protegen a los

equipos de los ataques Meltdown.
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En el caso de Spectre, representado por un sim-
patico fantasma, el problema se complica. Este tipo
de ataque se aprovecha de una funcién basica de
los procesadores llamada “ejecucién especulativa”,
disenada para ahorrar tiempo “especulando” opcio-
nes probables en el flujo.de ejecucion de los progra-

En resumen, podemos entender la impor-

en general.

tancia de estas vulnerabilidades de la forma
siguiente: Meltdown permite que un atacan-
te pueda tener acceso a los procesos del
sistema operativo como los servicios, leer
zonas de memoria reservadas donde podria
robar informacién sensible como contrase-
nas o llaves criptograficas (firmas electréni-
cas por ejemplo) y ejecutar coédigo malicioso

Spectre por su parte, vulnera la comunica-
cion entre aplicaciones y permite acceder a
la memoria caché de todas las aplicaciones
que se encuentren en-ejecucion simultanea-
mente. Es una vulnerabilidad mas dificil de
explotar pero igualmente dificil de mitigar.

Las acciones a seguir mientras los exper-

tos encuentran una solucién
definitiva son muy simples y
se pueden resumir en dos:

1. Mantener
actualizado el sistema
operativo, el parche para
Meltdown ya se encuentra
en los paquetes de
actualizacion.

2. Instalar
software proveniente
exclusivamente de

fuentes confiables.

Mas informacion: https://meltdownattack.com/




