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Una mirada al uso del sistema
termoinducible A\pL/pR-cl857

para la produccion de proteinas recombinantes en Escherichia coli

Norma A. Valdez-Cruz, Diego Rosiles-Becerril y Mauricio A. Trujillo-Roldan
Programa de Investigacion de Produccion de Biomoléculas
y Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia, IBO-UNAM

La produccion de proteinas recombinantes (PR) es un campo de interés para diferentes industrias como la farmacéu-
tica, la alimentaria y la biotecnologica. Las PR terapéuticas con calidad, seguras y efectivas, son primordiales para
la atencion de enfermedades cronicas, degenerativas, metabolicas, virales y bacterianas entre otras. Los biopro-
cesos para la obtencion de diferentes PR emplean distintas configuraciones de sistemas de expresion que inclu-
yen desde el gen recombinante, vectores, biopartes involucradas en la regulacion de la expresion génica, hasta las di-
ferentes células que han permitido llegar a la industria. Particularmente, para la produccion de bioterapéuticos,
algunos sistemas de expresion y bioprocesos han sido los que se han aprobado de forma constante por diferentes agencias
regulatorias, probando su seguridad. Los sistemas de produccion de PR pueden ser muy variados originando bioprocesos par-
ticulares para cada bioterapéutico.

Entre las células empleadas para la producciéon de PR se encuentra la bacteria Es-
cherichia coli en la cual se han obtenido una variedad de bioterapéuticos, como por
ejemplo insulinas, factores de crecimiento celular, citocinas y hormonas. Dicha pro-
duccién ha sido ventajosa comparada con células como levaduras o células de mami-
fero, por sus altas productividades, facil
manejo, cultivos de alta densidad, ade-

mas de que sus bioprocesos suelen ser Hasta ahora la mayoria de los estudios

mas economicos. Ademas, esto ha que- buscan establecer las mejores condiciones
dado demostrado con el alto ndmero de para producir protel'nqs heterélogqs

productos aprobados por agencias regu- . . . .

latorias (alrededor de 22 por ciento de bajo el sistema termoinducible ApL/pR-cl857
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los bioterapéuticos), producidos en este
sistema celular y la fabricacion de mas de
18 toneladas métricas anuales de bioin-
gredientes activos (Walsh 2018).

Entre los sistemas de expresion de
PR existen diferentes formas de inducir
la expresién del gen heterdlogo. Particu-
larmente para la produccion de biotera-
péuticos, donde se recomienda que to-
das las moléculas afiadidas al bioproceso
deben eliminarse y debe demostrarse
dicha eliminacion, se ha preferido el
uso de sistemas que eviten la adicion de
inductores quimicos como el isopropil-
B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) o de
antibiéticos. De ahi que métodos fisicos
como la termoinduccién, se han utili-
zado ampliamente para producir PR en
sistemas bacterianos (Valdez-Cruz et al.
2010;2011).

El sistema de expresién termoindu-
cible A\pL/pR-cI857 es una estrategia que
se ha usado tanto en la academia como
a nivel industrial para producir proteinas
recombinantes en E. coli (Valdez-Cruz
et al. 2010;2011; Restrepo-Pineda et
al. 2019;2021). La induccion por tem-
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peratura al ser un evento externo en el
biorreactor disminuye las posibilidades
de contaminacién, aunque en algunos
casos segun el tamafio de biorreactor se
pueden tener problemas con el control
externo de la temperatura (Caspeta et
al. 2013). El sistema termoinducible ApL/
pR-cl857 utiliza los promotores pL (pro-
motor hacia la izquierda) y pR (promotor
hacia la derecha) del bacteriéfago A (Ri-
ggs 2018). Ambos promotores son fuer-
tes y se controlan a través del represor
termolabil cI857 (Valdez-Cruz et al. 2010)
(Figura 1). El bacteriéfago A es un virus
con ADN de doble cadena que infecta a
las bacterias E. coli el cual tiene los ciclos
litico y lisogénico (Herskowitz, 1973). El
represor Acl controla el “cambio gené-
tico” entre los ciclos mediante su unién
diferencial a los sitios operadores de
los promotores pL (oL1, oL2 y oL3) y pR
(oR1, oR2 y oR3) (Johnson et al. 1979).
Importantemente, el represor cl857 es
una mutante (A66T) del Acl, cuyo cambio
de aminoacido permite desestabilizar las
interacciones hidrofébicas con los sitios
del operador desprendiéndose de los
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promotores pL o pR al aumentar la tem-
peratura por arriba de 37°C (Lieb 1966,
Restrepo-Pineda et al. 2021;2022a,b).
Una ventaja de producir las PRs en
los sistemas termoinducibles como el
sistema ApL/pR-cl857 es que se pueden
obtener altas concentraciones de protei-
na entre miligramos a gramos por litro
(Restrepo-Pineda et al. 2021). Sin embar-
go, el aumento de temperatura ademas
de inducir la expresion del gen heteré-
logo también puede afectar la produc-
cion de proteinas enddgenas, asi como
la agregacion de proteinas (Valdez-Cruz
et al. 2010, 2011). Tipicamente, la sobre-
produccion de PRs en el sistema ApL/pR-
cl857 tiende a formar agregados (prin-
cipalmente proteicos) llamados cuerpos
de inclusion (Cl). Los Cl son depdsitos
esféricos intracelulares, semiesféricos o
incluso con forma de gota, que se for-
man al agregarse proteinas enddgenas, y
qgue pueden llegar a incluir una gran can-
tidad de PR (Castellanos-Mendoza et al.
2014). La formacion de los Cl es un pro-
ceso dindmico asociado con el aumento
en las interacciones entre cadenas poli-
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peptidicas parcialmente plegadas o mal
plegadas tanto enddégenas como de pro-
teinas recombinantes que son formadas
rapidamente sin alcanzar a estructurarse
correctamente (De Marco et al. 2019).
De hecho, el aumento de la temperatu-
ra puede crear condiciones ambientales
de sobreproduccion de chaperonas que
son proteinas que se dedican a interac-
tuar con los sitios hidrofébicos de las
proteinas nacientes ademas de ayudar
a estructurarlas (Restrepo-Pineda et al.
2021;2022a,b). La termoinduccion por
tiempos prolongados puede generar
condiciones de estrés que a su vez pue-
de provocar la escasez de proteinas de
choque térmico (HSP) (Restrepo-Pineda
et al., 2019;2022a), que son responsa-
bles de mantener la homeostasis del
proteoma celular .

Aunqgue muchos estudios han consi-
derado a los Cl como un obstéaculo para
obtener PRs solubles y activas, se ha de-
mostrado que dentro de los Cl incluso
pueden coexistir proteinas con estructu-
ras similares a las nativas (Garcia-Fruitds
et al. 2012). El conocimiento e interés
sobre la composicidn y arquitectura de
los Cl generados en el sistema ApL/pR-
cl857 ha incrementado en los ultimos
afios pues los Cl son la materia prima
que se utiliza para comenzar la purifica-
cién de proteinas terapéuticas, asi como
para el disefio de nuevos biomateriales,
biocatalizadores y agentes de liberacién
de farmacos (Garcia-Fruitds et al. 2012).

La operacion de biorreactores que
funcionan bajo el sistema ApL/pR-cl857
se manipulan de forma bifdsica. Los culti-
vos comienzan con la preinduccién man-
teniendo el crecimiento celular entre 30
a 34°C, con un posterior cambio de la
temperatura por arriba de 37°C (38°C a
42°C), lo que provoca un cambio confor-
macional de represor termolabil cI857, y
lo que permite la produccién de la PR.
Tanto la temperatura de pre-induccién
como la temperatura de induccién pue-
de cambiar, y dependiendo de la protei-
na a producir puede provocar cambios
en las productividades, en la biomasa
maxima, asi como en la arquitectura de
los agregados proteicos, su tiempo de
formacién y su composicién (Restrepo-
Pineda et al. 2022a,b).

El uso del sistema termoinducible
ApL/pR-cI857 ha permitido obtener ren-
dimientos de al menos un 30 por ciento
respecto a la proteina total, y depen-
diendo de las estrategias de preinduc-
cién o induccion (diferentes temperatu-
ras que se pueden usar, el tiempo, pulsos
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de induccion, o el uso de mutantes), el contenido de la PR contenida en Cl puede ser
enriguecida. Debido a la diferencia en densidad de los Cl, estos pueden ser facilmen-
te separados, para comenzar la purificacién de las PR.

Hasta ahora la mayoria de los estudios buscan establecer las mejores condi-
ciones para producir proteinas heterdlogas bajo el sistema termoinducible ApL/pR-
cl857, aunque recientemente se estudian las respuestas moleculares involucradas en
la termoinduccién mediante técnicas émicas lo que permitird una amplia compren-
sién de los fendmenos que conjunta la sobreexpresion de proteinas y la respuesta de
choque térmico, con la finalidad de disefiar mejores estrategias de termoinduccién.

Agradecimientos: al “Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacién e Inno-
vacion Tecnoldgica, UNAM” (PAPIIT-UNAM IN210822: NAVC, IN211422, IV201220:
MATR). A la Mtra. Sonia Olguin por la revision y edicion del escrito. i
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Los bisfenoles y los ftalatos estan relacionados con el desarrollo y progresion del cancer de mama, pero no se sabe
a que concentraciones estos compuestos sintéticos —que son considerados disruptores endocrinos porque imitan las
acciones hormonales al unirse a los receptores de hormonas como estrogenos y androgenos y son ampliamente usados
para elaborar recipientes de plastico, envases de alimentos, productos personales y de salud—pueden propiciar el

desarrollo de este padecimiento.

Para poder establecer una posible asocia-
cion entre la exposicion a los disruptores
endocrinos y la enfermedad, el doctor
Jorge Morales Montor, del departamen-
to de Inmunologia del IIBO, y sus cola-
boradores cuantificaron y compararon
las concentraciones de los compuestos
parentales (originales) de 4 diferentes
ftalatos y 2 bisfenoles en mujeres con, sin
y sobrevivientes de cancer de mama ha-
bitantes de la Ciudad de México y Toluca
—que se encuentran entre las ciudades
mas industrializadas del pais— y encon-
traron diferencias significativas en las
concentraciones de los compuestos entre
los tres grupos de mujeres.

El doctor Morales Montor y sus cola-
boradores consideran que medir los com-
puestos originales y no sus metabolitos
reflejaria la exposiciéon de un individuo
en un momento especifico con mayor
precision.
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La presencia de los ftalatos y los bis-
fenoles se ha extendido a diferentes con-
textos ambientales, de manera que es co-
mun tener contacto con ellos a través del
aire, el agua que bebemos y los alimentos
que ingerimos.

En condiciones normales, cuando las
personas consumen las formas parenta-
les de los ftalatos y los bisfenoles, los con-
taminantes sufren al menos dos cambios
metabdlicos: la hidrélisis y la conjugacidn
en el higado; posteriormente se excretan
por la bilis o la orina al cabo de aproxima-
damente 5 horas.

A la fecha existen evidencias expe-
rimentales que indican que los ftalatos y
los bisfenoles participan en la activacién
de diferentes vias de sefializacion celular
mediante la estimulacion de diferentes
receptores a esteroides, especialmente
el receptor de estrégenos; ademas se ha
visto que estos compuestos sintéticos

www.biomedicas.unam.mx

pueden estimular la proliferacién de cé-
lulas de cancer de mama que no expre-
san al receptor de estrégenos o células de
cancer de mama triple negativo.

Por ello, los investigadores conside-
ran que la exposicidon a ese tipo de com-
puestos plasticos durante periodos criti-
cos de la vida, como la lactancia, puede
producir efectos que alteren la salud a
diferentes niveles y conducir, entre otros
padecimientos, al desarrollo de cancer de
mama.

En el estudio, en el que el doctor Jor-
ge Morales Montor y sus colaboradores
midieron la concentracidn de los ftala-
tos dietil hexil ftalato (DEHP), butil bencil
ftalato (BBP), dibutil ftalato (DBP) y dietil
ftalato (DEP), asi como de los bisfenoles A
y S (BPA y BPS, respectivamente) en sue-
ros de 102 mujeres de ambas ciudades?,
encontraron incrementos diferenciales
principalmente en la concentracién de los

Gaceta Biomédicas
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ftalatos, pues dos de ellos resultaron ser
significativamente mas abundantes en las
pacientes con cancer de mama proceden-
tes de la Ciudad de México.

En las participantes que no tenian la
enfermedad, encontraron niveles mas al-
tos de DEP en las habitantes de la Ciudad
de México, pero los niveles de DBP, DEHP
y BBP fueron mas altos en las mujeres
de Toluca; también se observé una alta
concentracién de BPA y BPS en el grupo
control de la capital del pais y niveles casi
indetectables de BPS en las participantes
de Toluca.

En cuanto a las mujeres con céncer
de mama, encontraron que la concentra-
cién de DEP presentaba una tendencia
similar a aquellas que no tenian el pade-
cimiento, pero la concentracién de DBP
era 25 veces mayor en las pacientes de
la Ciudad de México, y las concentracio-
nes de DEHP y BBP eran mas altas en las
pacientes con cancer de mama de Toluca
(similar a lo que se observo en las muje-
res sanas).

No encontraron un cambio significa-
tivo en los niveles de BPA de las pacien-
tes de las 2 ciudades, lo cual difiere de
lo observado en las personas sanas, y las
pacientes de la ciudad de Toluca tampoco
presentaron niveles detectables de BPS

en sangre.
Posteriormente se interesaron en
comparar las concentraciones de los

compuestos en pacientes con cancer de
mama de ambas ciudades de acuerdo al
tipo molecular de la enfermedad. En una
primera etapa del analisis estudiaron el
comportamiento global de los niveles de
cada compuesto, agrupando los casos de
ambas ciudades por un lado y los contro-
les por otro, pero sélo encontraron dife-
rencias significativas en los niveles de DBP
y BPS.

En seguida compararon los niveles
de ftalatos y bisfenoles en las pacientes
con cancer de mama de acuerdo al tipo
molecular, tomando en cuenta los tres
principales subtipos ampliamente cono-
cidos.

Sélo en las pacientes de la Ciudad
de México observaron que las tenian el
subtipo HER2+ y triple negativo las con-
centraciones de los ftalatos DBP y BBP
eran significativamente mas altas que en
el grupo control y en las pacientes con el
subtipo de cancer de mama que expresa
el receptor de estrégenos; es decir, que
DBP y BBP estaban incrementados princi-
palmente en los tipos de cdncer de mama
agresivos y pobremente diferenciados. El
grupo de pacientes con cancer de mama

Gaceta Biomédicas

gue tiene el receptor de estrégenos pre-
sentaban las concentraciones de BPS mas
elevadas, en comparacién con las que ex-
presaban otros subtipos.

No observaron cambios significativos
en los niveles séricos de DBP entre los
controles y los sobrevivientes de cdncer
de mama, lo cual indica que el incremen-
to en el compuesto puede deberse a la
presencia de células malignas, pero los
investigadores indican que es necesario
realizar estudios adicionales para poder
confirmarlo.

También se interesaron en averiguar
si el tratamiento terapéutico producia
algun efecto en los niveles de estos com-
puestos en las personas sobrevivientes
al cancer de mama y encontraron dife-
rencias significativas a la baja en cuanto
a las concentraciones de los ftalatos DEP,
DEHP, DBP y BBP en las mujeres libres de
recurrencia por 5 afos procedentes de la
ciudad de Toluca.

No encontraron diferencias signifi-
cativas en los niveles de los bisfenoles,
ya que ni en las mujeres sanas, ni en las
sobrevivientes residentes de Toluca se
identificaron niveles detectables del com-
puesto.

Sobre los altos niveles de DEP en
todas las mujeres que participaron en el
estudio procedentes de la Ciudad de Mé-
xico, los investigadores sefialan que coin-
ciden con los hallazgos de un estudio lide-
rado por la doctora Lizbeth Lépez Carrillo
del Instituto Nacional de Salud Publica, en
donde se reportaba una asociacién posi-
tiva significativa entre el riesgo de desa-
rrollar cancer de mama y la exposicion a
DEP en mujeres del norte del pais, ademas
consideran que la exposiciéon a DEP pue-
de estar relacionada con la elevada inci-
dencia de cancer de mama en mujeres de
América Latina.

Asi mismo sefialan que los resultados
obtenidos sobre la exposicion a DBP en
pacientes con cancer de mama coincide
con lo que se observd en un estudio con
pacientes daneses, en las que se calculé la
exposicién anual acumulada a ftalatos por
ingesta de un medicamento en pacientes
e identificaron una asociacion entre los
altos niveles de DBP con un aumento de
aproximadamente el doble en la tasa de
incidencia de cancer de mama que expre-
sa el receptor a estrégenos; en ese estu-
dio no se incluyeron los efectos de BBP y
DEHP.

En relacion con los hallazgos de bajas
concentraciones de bisfenoles en mujeres
sanas y con cancer de mama, los investi-
gadores indican que resultados similares
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han sido reportados en otros estudios rea-
lizados con poblaciones de otras partes
del mundo. Ademds destacan que otros
grupos de investigacidon no han encontra-
do una fuerte relacién entre altas concen-
traciones de este tipo de compuestos en
fluidos biolégicos humanos y un mayor
riesgo de cadncer de mama, aunado a que
varios estudios preclinicos han demostra-
do que dosis bajas de BPA y BPS alteran la
dinamica celular proliferativa de las célu-
las de cadncer de mama, lo cual podria de-
terminar la progresioén de la enfermedad.

Entre las limitaciones del estudio,
los investigadores destacan el reducido
tamafio de la muestra y la imposibilidad
de comparar las concentraciones séricas
de los compuestos ambientales con otros
trabajos, ya que en este se midieron los
compuestos originales y no los metaboli-
tos; sin embargo indican que el hecho de
gue los niveles séricos de los metabolitos
medidos en estudios previos sean del mis-
mo orden de magnitud confieren cierta
confianza sobre la precisiéon de los datos
obtenidos por el doctor Morales Montor y
sus colaboradores.

Debido a los hallazgos del estudio
que indican que las concentraciones séri-
cas de ftalatos incrementan significativa-
mente en diferentes subtipos de céncer
de mama en habitantes de la Ciudad de
México y que las concentraciones de DEP
y DEHP presentan diferencias entre las
mujeres con cancer de mama y las sobre-
vivientes a la enfermedad, los investigado-
res afirman que dichos resultados apoyan
la hipotesis de que existe una asociacion
positiva entre la exposicion a ftalatos y la
incidencia de cancer de mama.

Asi mismo sefialan que se deben
promover politicas publicas para reducir
el uso y, en consecuencia, el consumo de
contaminantes ambientales y afladen que
tomando en cuenta que los ftalatos pue-
den promover resistencia a la terapia con-
tra el cancer, el evaluar esos contaminan-
tes podria servir como una herramienta
clinica para predecir la presencia de can-
cer de mama.
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SEMINARIO INSTITUCIONAL

Biologia de sistemas para entender los mecanismos
que dan lugar a paitrones espaciales en sistemas
biologicos complejos

Resena de la pldtica: "70 years later - rethinking Turing patterns"”,
impartida por el doctor Robert Endres, del Imperial College London

Dra. Elisa Dominguez Hiittinger

Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia, IBO-UNAM

El 29 de julio del 2022 se inaugur¢ el ciclo de seminarios institucionales de este ciclo académico con la platica:
“70 years later — rethinking Turing patterns ”, impartida por el doctor Robert Endres, del Imperial College London.

El doctor Endres es un impulsor de la biolo-
gia de Sistemas y cofundador del programa
de Maestria en Investigacidn en Biologia de
Sistemas y Biologia Sintética del Imperial Co-
llege London, uno de los primeros programas
de posgrado en el mundo enfocado en la in-
terfaz entre biologia matematica y sefaliza-
cion celular. Su investigacién y labor docente
han inspirado un sinnimero de generacio-
nes de bidlogos en sistemas. Su investigacion
busca el entendimiento de los problemas
fundamentales en la sefializacion, movilidad
y formacion de patrones celulares. Para ello,
construye y analiza modelos matematicos de
sistemas bioldgicos complejos, colaborando
estrechamente con experimentalistas para
calibrar y validar dichos modelos.

En su platica dada en el Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM, el
doctor Endres hizo un recuento sobre sus re-
cientes esfuerzos en entender los mecanis-
mos regulatorios que dan lugar a la forma-
cion de patrones espaciales en poblaciones
celulares.

Pero, ¢a qué nos referimos con patro-
nes espaciales en sistemas biologicos? Se
trata de configuraciones heterogéneas a lo
largo de un plano. Ejemplos incluyen las ra-
yas y motas caracteristicas de la piel de cebra
y leopardo; la segregacion de subpoblacio-
nes de bacterias en biopeliculas; y al tejido
precursor de la mano, ilustrados en figuras
1lby 2a.

Entender los mecanismos regulato-
rios que resultan de la formacion de estos
patrones espaciales en sistemas bioldgicos
a diferentes escalas, es un problema que
ha ocupado la mente de bidlogos mate-
maticos desde hace al menos 70 afios. En
1952, el matemdtico Alan Turing propuso
un mecanismo para la formaciéon de pa-
trones basado en la difusion e interaccidn
de morfégenos activadores e inhibidores
(figura 1). Al hacer analisis matematicos y
simulaciones computacionales de este mo-
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delo, Turing (Turing, 1952) y posteriormente
generaciones enteras de bio-matematicos
(Murray, 2003), lograron reproducir in si-
lico dichos patrones espaciales como una
propiedad emergente de la red de Turing.
En otras palabras, jidentificaron mecanis-
mos clave (interacciones entre morfégenos)

de los cuales emergen los patrones
espaciales!
Algunos ejemplos de aplicaciones

de la red de Turing incluyen la simulacién
de la polidactilia (Lange, Nemeschkal y M-
ller, 2018), de patrones caracteristicos de
conchas marinas (Boettiger, Ermentrout y
Oster, 2009), y el comportamiento colectivo
en poblaciones de C. elegans (Demir et al.,
2020). Incluso, se cuenta que, cuando alguna
vez le preguntaron a Alan Turing si la teoria
de morfogénesis puede explicar las rayas en
una cebra, respondio: “las rayas son faciles;
ilo que me preocupa es la parte del caballo!”.

Sin embargo, el suefio de reproducir pa-
trones observados en la naturaleza por me-
dio de la simulacidon de la red de Turing even-
tualmente se topd con un obstéaculo: no es
facil asociar el mecanismo regulatorio basico
propuesto por Turing a las redes regulatorias
complejas que actuan durante el desarrollo
embrionario y otros procesos de formacion
de patrones. Esto se debe a que el modelo
de Turing es sensible a variaciones en para-
metros (es decir, a los valores que cuantifican
las magnitudes de las interacciones), y por
lo tanto no es robusto (Maini et al., 2012).
Todo esto crea un cuello de botella para apli-
car el modelo de Turing a sistemas bioldgicos
reales, puesto que los sistemas bioldgicos
son inevitablemente heterogéneos.

El trabajo, inédito, que nos presento el
doctor Endres, da respuesta, precisamente,
a este problema. Se trata de un trabajo in-
terdisciplinario realizado en estrecha colabo-

Low

Concentration

High

Figura 1. Modelo bdsico de reaccidn-difusion para la formacién de patrones, propuesto por Alan Turing.
(a) Red regulatoria de un sistema autoorganizado de interacciones dindmicas entre un activador (X) y un
inhibidor (Y). El activador X promueve su propia produccion y la del inhibidor Y; el inhibidor Y restringe su
propia produccion y la del activador. (b) Ejemplos de patrones de Turing de dos dimensiones, obtenidos por
medio de simular la red de activacion -inhibicion mostrada en (a). Imagen tomada de (Landge et al., 2020),

Licencia: CC BY-NC-ND 4.0
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racion con el grupo experimental del doctor
Mark Isalan (Imperial College London). Invo-
lucra las siguientes areas: 1.- Biologia sintéti-
ca, para el disefio y construccion de circuitos
genéticos, 2.- Biologia de sistemas, para la
modelacion matematica de los circuitos, y
3.- Aprendizaje de maquina, para la selec-
cion y calibracién de modelos matematicos.
El trabajo parte de un modelo matematico
que reproduce patrones de Turing de forma
robusta (Scholes et al., 2019). Vale la pena
resaltar que encontrar este modelo mate-
matico no fue sencillo; involucrd construir
una familia de 7,625 posibles topologias re-
gulatorias, modelar matematicamente cada
una de éstas y evaluar sistematicamente su
capacidad de generar patrones de Turing de
forma robusta. Se podria decir que identifi-
car esta nueva red regulatoria fue como en-
contrar una aguja en un pajar.

El primer paso fue implementar la red
propuesta en Scholes et al., 2019, en un cir-
cuito genético sintético en colonias bacteria-
nas. Esta tarea no les fue sencilla, dado que
el ruido intrinseco, la saturacion, la comuni-
cacion cruzada, los retardos desestabilizado-
res y la carga metabdlica, caracteristicos de
las reacciones bioquimicas, pueden dismi-
nuir drasticamente la fidelidad de los circui-
tos genéticos.

A la par, se construyd y analizé el mode-
lo matematico correspondiente. Al simular
este modelo, efectivamente se logré repro-
ducir los patrones espaciales observados de
manera experimental en el circuito genético.
Pero, no sdlo eso, una de las enormes ven-
tajas de contar con un modelo matematico
de un sistema bioldgico es que es posible
hacer experimentos in silico y, con ello, ge-
nerar predicciones. En el caso del modelo
del doctor Endres, realizd perturbaciones
estocasticas al modelo por medio de simular
alteraciones en los valores de parametros y
en la naturaleza de las interacciones. Asi, lo-
gro reconstruir todo un abanico de patrones
de Turing. De esta forma, generd prediccio-
nes puntuales sobre la capacidad del circuito
genético sintético de reproducir configura-
ciones espaciales especificas. Dicho de otro
modo, con su modelo matematico logré re-
construir el espacio de posibles fenotipos de
la red regulatoria explorada.

Finalmente, el doctor Endres mostrd
sus primeras aproximaciones tedricas para
mapear este espacio fenotipico en funcidén
de las alteraciones genéticas subyacentes.
Para ello, nos presentd resultados prelimi-
nares en los que propone un método cuan-
titativo para clasificar el abanico de patrones
espaciales en términos de su entropia. Com-
plementd estos hallazgos con una muestra
de cdmo se puede emplear una novedosa
técnica de aprendizaje profundo basado en
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Figura 2: Redes de Turing para la formacion de digitos en vertebrados. (a) Representacidon esquemdtica de
los patrones espaciales formados por los factores moleculares de la formacién de digitos en vertebrados
(pSmad y pSm indican pSmad1/5/8). (b) Red de Turing propuesta por (Raspopovic et al., 2014) para explicar la
emergencia de la formacion de patrones de formacién de digitos (c) Extensidn del modelo de Turing propuesta
en (Marcon et al., 2016). Imagen tomada de (Landge et al., 2020), Licencia: CC BY-NC-ND 4.0
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Figura 3: La formacion de digitos en vertebrados en analogia con los patrones de Turing. Imagen tomada de

(Zhu et al., 2010), Licencia: CC BY-NC-ND 4.0.

mecanismos (Yazdani et al., 2020) para re-
ajustar los parametros del modelo a datos
empiricos.

El trabajo presentado por el doctor
Endres ejemplifica la utilidad de la mode-
lacion matematica de redes regulatorias
de sistemas bioldgicos complejos para en-
tender mecanismos, predecir el efecto de
perturbaciones y reconstruir el espacio
de sus posibles fenotipos.
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Pseudomonas aeruginosaq,
una bacteria fascinante y temible

Dra. Gloria Soberén Chavez

Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia, IBO-UNAM

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria que puede ser aislada de muy diversos ambientes, como el suelo, aguas
contaminadas o pristinas, plantas, en los combustibles de los jets, o incluso de las heces de personas sanas, y por eso
se le considera ubicua'. Sin embargo, esta bacteria ambiental representa un problema de salud muy importante ya
que es un patégeno oportunista que causa infecciones en pacientes inmunocomprometidos, quemados, internos en
terapia intensiva o en aquellas personas que presentan el padecimiento genético llamado fibrosis quistica?, ademas
de que presenta un alto nivel de resistencia a diversos antibidticos.

Es tan importante el problema de la re-
sistencia a antibidticos que en 2017 la
Organizacién Mundial de la Salud, defi-
nié como prioridad critica el de buscar
alternativas terapéuticas para las infec-
ciones causadas por cepas de P. aerugi-
nosa resistentes al antibidtico carbape-
nem?,

Por otra parte, P. aeruginosa pro-
duce compuestos de interés industrial,
como son los ramnolipidos (RL) que ya
estan en el mercado?. Los RL son bio-
surfactantes (BS) que tienen multiples
aplicaciones, como por ejemplo en la
limpieza de suelos contaminados con
hidrocarburos, en el mejoramiento de
la extraccion de petréleo, en la industria
cosmética o incluso en la agricultura.

Para evitar el problema de la viru-
lencia de P. aeruginosa, la produccion
industrial de los RL se ha llevado a cabo
usando principalmente a la bacteria no
patégena Pseudomonas putida que ex-
presa los genes de P. aeruginosa que
intervienen en la sintesis de este BS,
aunque en mi laboratorio en el Institu-
to de Investigaciones Biomédicas hemos
desarrollado cepas de P. aeruginosa que
no son virulentas y producen RL*.

La capacidad que tiene P. aerugi-
nosa de infectar a distintos hospederos
se basa en la produccién de factores de
virulencia®. Dentro de éstos se encuen-
tra el sistema de secrecidn tipo 3 que
mediante una jeringa molecular inyecta
diferentes toxinas, a las células del hos-
pedero causando un efecto citotéxico.
Otros factores de virulencia como la to-
Xina piocianina, algunas proteasas, como
la elastasa LasB, asi como los RL que par-
ticipan en la motilidad de P. aeruginosa,
sélo se producen cuando las bacterias
alcanzan una alta densidad celular. La
produccion de factores de virulencia
dependiente de la densidad celular se
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denomina respuesta de deteccién de
quorum (QS por sus siglas en inglés). El
mecanismo molecular que se utiliza para
llevar a cabo esta respuesta se basaen la
produccion por las propias bacterias de
moléculas llamadas autoinductores (Al)
gue alcanzan una concentracidon umbral
cuando la poblacién llega a cierta den-
sidad en la que interaccionan con regu-
ladores transcripcionales, y el complejo
asi formado, activa la expresion de los
genes que intervienen en la virulencia.
La respuesta QS de P. aeruginosa es muy
compleja pues consta de tres subsiste-
mas arreglados de manera jerdrquica®.
La respuesta QS estd también involucra-
da en la formacién de biopeliculas que
son aglomerados de células rodeadas de
una matriz extracelular y en las que au-
menta la resistencia a antibidticos’.

A diferencia de otras bacterias pa-
tégenas, como Escherichia coli, que de-

pendiendo de las islas de patogenicidad
gue contiene cada cepa, sera el tipo de
infeccién que causara, los genes que co-
difican para los factores de virulencia,
asi como los genes regulatorios de la
respuesta QS se encuentran en la gran
mayoria de los aislados clinicos, asi como
de los aislados ambientales de P. aeru-
ginosa y se pueden considerar como
parte de su genoma central®. Asi pues,
las cepas ambientales y los aislados cli-
nicos constituyen una misma poblacién
y los grupos genéticos de P. geruginosa
no estdn asociados a ningln ambiente
o region geografica®. El Unico caso en el
gue se ha reportado que existe un grupo
caracteristico de un sitio lo constituyen
las cepas aisladas en un cuerpo de agua
de Cuatro Ciénegas, Coahuila®.

Una mencidn especial merece la
toxina piocianina (Figura 1), pues su pro-
duccidn es caracteristica de P. aerugino-
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Figura 1: Produccién de piocianina (PYO) por una mutante sobreproductora derivada de la cepa marina
P. aeruginosa ID4365 (A). Estructura quimica (B) y mecanismo de generaciéon de especies reactivas de
oxigeno por PYO (C). GRs= Glutation reductasa, GPx= Glutation peroxidasa, SOD= Superdxido dismutasa.

Figura realizada por Miguel Cocotl Yafiez.
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sa, es la que le confiere el color azul ver-
doso con la que es facilmente identifica-
ble su presencia, y le confiere un modo
de vida particular. La piocianina tiene un
alto potencial redox por lo que promue-
ve la generacién de especies reactivas de
oxigeno lo que determina su toxicidad,
pero para P. aeruginosa le confiere algu-
nas ventajas'®, pues le sirve de aceptor
de electrones dentro de las biopeliculas
cuando la concentracién de oxigeno es
baja y le permite no sélo dafiar a las cé-
lulas de sus hospederos, sino competir
con otros microorganismos con los que
se encuentra en distintos ambientes. Asi
pues, podemos considerar que P. aerugi-
nosa es una bacteria extremofila que es
capaz de vivir en ambientes con una alta
concentracion de la toxina piocianina y
por tanto con un alto estrés oxidativo.
En el contexto de la enorme proble-
matica que representa que un gran nu-
mero de aislados de P. aeruginosa tienen
una cada vez mds alta resistencia a los
antibidticos, se han propuesto algunas
estrategias alternativas al uso de los an-
timicrobianos para contender con estas
infecciones!!, pero ninguna de ellas ha
sido aprobada para su uso en pacientes.
Entre las alternativas mas estudiadas, y
gue ya cuenta con ensayos clinicos esta
la terapia con fagos'?, asi como la tera-
pia anti-virulencia, que, si tiene como
blanco a la respuesta QS, se le denomina
“quorum-quenching” (QQ)*. Asimismo,
se ha propuesto el usar ciertos antibid-
ticos como la azitromicina aun en infec-
ciones causadas por cepas resistentes a
este antibidtico, pues tiene un efecto de
atenuar la virulencia de P. aeruginosa**.
En mi grupo de trabajo hemos estu-
diado la respuesta QS de distintos aisla-
dos de P. aeruginosa, tanto clinicos como
ambientales, y hemos reportado que
se pueden aislar con relativa frecuen-
cia cepas que, siendo virulentas, tienen
mutaciones en algunos de los regulado-
res transcripcionales que participan en
esta compleja red regulatoria, de modo
que estas cepas serian resistentes a los
compuestos propuestos para la terapia
QQ *. Y mas preocupante aun, reciente-
mente reportamos que inclusive la cepa
tipo PAO1 en condiciones de bajo fosfato
cambia la jerarquia de la respuesta QS,
de modo que seria resistente al QQ*°.
Por otra parte, el andlisis de los cer-
ca de 5000 genomas que se encuentran
depositados en la base de datos Pseudo-
monas Genome Database (www.pseu-
domonas.com) nos permitié describir
que los distintos grupos filogenéticos
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que pertenecen a esta especie bacteria-
na muestran algunos arreglos caracteris-
ticos de genes que codifican para facto-
res de virulencia y propusimos una hipo-
tesis del surgimiento de estos grupos?®.
Asi pues, el estudio de los meca-
nismos regulatorios que presenta P.
aeruginosa para expresar sus factores

de virulencia, asi como el analisis de la
variabilidad genética de esta especie
nos ha llevado a entender distintas fa-
cetas de su modo de vida, que impactan
areas que van de la genética molecular,
la gendmica, la ecologia, a la evolucién, y
gue tienen impacto tanto en la medicina
como en la biotecnologia.f
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Exposicion a luz azul

durante el desarrollo temprano

puede provocar cambios conductuales y cognitivos

Dra. Oxana Banszegi
Departamento de Biologia Celular y Fisiologia, IIBO-UNAM

La luz artificial es una de las caracteristicas fundamentales de las sociedades modernas y forma parte de nuestras
vidas desde hace casi 150 afios. Ha permitido a la humanidad aumentar considerablemente el numero de horas de
actividad, especialmente en las latitudes mads altas, sin embargo, s6lo hemos empezado a notar las consecuencias

negativas de su uso en las ultimas décadas.

Con la creciente necesidad de iluminar hasta altas horas de
la noche (fuera y dentro de los hogares) y el mayor uso de
dispositivos electrénicos (sobre todo antes de acostarse), hemos
difuminado los limites del dia y la noche. En 2016, mas del 80
por ciento del mundo y mas del 99 por ciento de las poblaciones
de Estados Unidos y Europa viven bajo cielos contaminados por
la luz, experimentando regularmente un cielo nocturno mads
brillante que con la luna llena. Los seres humanos modernos
realizan cada vez mas trabajos por turnos, lo que provoca una
alteracion circadiana repetida y a menudo de larga duracién. La
desincronizaciéon involuntaria de nuestros ritmos bioldgicos y de
comportamiento puede tener marcadas consecuencias negativas
en la fisiologia y la salud, incluidos los trastornos psiquiatricos,
del estado de animo y del consumo de sustancias?.

Los diodos emisores de luz (LED) que producen una fraccion
mucho mayor de luz de longitud de onda corta (azul, 460 nm) que
las fuentes tradicionales (incandescente, halégena, fluorescente)

son cada vez mas ubicuos como
fuentes de iluminacién artificial;

El impacto que la exposicion ambiental practicamente todas las pantallas

de los modernos televisores de

anormal a la luz azul puede tener e SRR - e T

en la salud y el desarrollo futuros

ordenador, teléfonos inteligentes
y tabletas utilizan este tipo de

de los ninos aun no esta claro. luz. Llas células ganglionares

fotorreceptoras de la retina, que a

través del nucleo supraquiasmatico
(SCN) suprimen la produccion de melatonina en los mamiferos,
son mucho mas sensibles a la luz azul que a la luz artificial de
amplio espectro de la misma intensidad®. Ademas, la luz azul
emitida por los televisores, los ordenadores y los dispositivos
personales autoluminiscentes puede ser lo suficientemente
fuerte como para suprimir los niveles de melatonina®.

Pruebas recientes demuestran que el sistema circadiano
del bebé es sensible a estas influencias desde etapas muy
tempranas del desarrollo*®, por lo que los nifios se consideran
un grupo especialmente vulnerable. Aparte de la iluminacion
general con bombillas LED, las madres utilizan con frecuencia
dispositivos electrénicos mientras, por ejemplo, amamantan o
dejan al bebé frente a televisores o tabletas para complacerlo.
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Estos "tratamientos de luz azul"
involuntarios podrian ser responsables
de reducir la duracion del suefio, lo que
a su vez tiene un efecto negativo en el
desarrollo cognitivo, psicomotor y del
temperamento®. Hasta ahora, los nifios
en edad escolar son el grupo de edad
mas joven en el que se han investigado
los efectos de supresiéon de melatonina
por la luz brillante o las pantallas de
televisién. Sin embargo, hay indicios
de que la sensibilidad a dichos efectos
disminuye con la edad; los niflos en
edad escolar son casi dos veces mas
sensibles a los efectos de supresion de
la melatonina que sus padres’.

El impacto que la exposicidon
ambiental anormal a la luz azul puede
tener en la salud y el desarrollo futuros
de los nifios aun no esta claro. Aun no se
ha investigado directamente el papel de
la exposicién a la luz azul de un recién
nacido en desarrollo en una etapa
temprana de su vida en la aparicidn
de diferentes trastornos conductuales,
fisiolégicos y neuroldgicos. Por tanto,
hay que entender y concientizar a
tiempo para minimizar la aparicidon de
resultados adversos para la salud enuna
demografia especialmente vulnerable.
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Participa Biomédicas en eventos de difusidon y divulgacion

de Mexican Bioimaging Workshops

Dr. Miguel Tapia Rodriguez
Unidad de Microscopia del IBO-UNAM

Mtra. Sonia Olguin Garcia
Departamento de Prensa y Difusion, IBO-UNAM

Como parte del segundo workshop “Iniciacion a la Microscopia Avanzada”, auspiciado por la fundaciéon Chan
Zuckerberg Iniciative, la Unidad de Microscopia del IIBO particip6 en un par de actividades de difusion y
divulgacion de la microscopia Optica realizadas el sabado 25 y domingo 26 de junio en el nuevo Pabellén Nacional
de la Biodiversidad y en la Casita de las Ciencias del Museo Universum de la UNAM, respectivamente.
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Esta propuesta de divulgacién estuvo
encaminada a incentivar las vocaciones
de estudiantes de nivel bachillerato, se-
cundaria y primaria hacia la investigacién
basica, mostrando de manera amena, la
importancia de la microscopia éptica en
diferentes investigaciones desarrolladas
actualmente.

A través de mesas de trabajo inte-
ractivas, una por cada uno de los cinco
reinos de la naturaleza, especialistas y
estudiantes mostraron a los asistentes
ejemplos de alto impacto visual apoyan-
dose con microscopios impresos en 3D y
materiales proporcionados por los profe-
sores participantes.

La interaccion con los nifos y jéve-
nes asistentes fue un éxito, ya que ellos

Gaceta Biomédicas

descubrieron caracteristicas de cosas
cotidianas que no pueden ser observa-
das a simple vista (como la vida que se
desarrolla en el agua de un charco, o la
liberacién de esporas por algunos tipos
de hongos), y conocieron cémo se reali-
zan experimentos en los laboratorios de
investigacion.

La actividad del dia sdbado se reali-
z6 con estudiantes y profesores del plan-
tel 2 de la Escuela Nacional Preparatoria
“Erasmo Castellanos Quinto”, y la del dia
domingo se realizéd con estudiantes de
primaria.

El proyecto Mexican Bioimaging
Workshops, coordinado por los Laborato-
rios Nacionales de Microscopia Avanzada,
pretende estrechar la colaboracién entre
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€lvalor de (3
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la comunidad de bioimagenologia del pais
y tiene una duracién de tres afios en los
cuales se realizardn doce talleres de mi-
croscopia basica y avanzada a lo largo del
pais, y se pretende fomentar la educacion
especializada en microscopia déptica en
los interesados en ella.

Cabe mencionar que el proyecto
contempla actividades de divulgacion en
las poblaciones locales donde se llevan a
cabo los talleres, por ello el Instituto de
Investigaciones Biomédicas participd en
las actividades mencionadas, y le corres-
ponde la organizacién y realizacién de un
curso avanzado de microscopia para el
afio 2024 que sera especificamente sobre
imagenologia XYZt de célula viva en mi-
croscopia confocal. R
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Bienvenid@ a SEIVOC

Seccién de Computo, IIBO-UNAM

A 31 afios del desarrollo de la WWW o World Wide Web atribuido a Tim
Berners-Lee, los sitios de internet han evolucionado en funcionalidad y apa-
riencia, permitiendo el consumo de informacién por parte de los internau-
tas. y una mejora en la captura; asi como el procesamiento de datos en las

Fuente: https://www.facebook.com/SEIVOC/

organizaciones.

En el mes de agosto se celebrara el Dia del
Internauta, el cual conmemora la publica-
cién de la primera pagina web en 1991; a
mas de tres décadas de distancia de este
hito histdrico de la computacion, la tecno-
logia ha cambiado a un ritmo vertiginoso,
a tal grado que los contenidos de las pagi-
nas web, hoy en dia se adaptan a los dis-
positivos moviles.

En términos generales, para desarro-
llar un sistema de informaciéon de cual-
quier indole, es necesaria una serie de
requerimientos y un equipo de trabajo
técnico que desarrolle esa idea; en ese
sentido abordaremos una herramienta
desarrollada en nuestra Universidad que
tiene el objetivo de orientar a los alumnos
de bachillerato en la eleccién de su profe-
sion de acuerdo a la oferta académica de
la UNAM.

La dependencia que se encarga de
llevar a cabo la orientacion educativa en la
comunidad estudiantil es la Direccion Ge-
neral de Orientacion Educativa y para este
efecto se utilizaban formatos impresos de
un cuestionario con preguntas genéricas
que corresponden a diferentes areas del
conocimiento, en funcién de las respues-
tas del instrumento se realizaba un ana-
lisis y se determinaba la mejor opcion de
acuerdo a la oferta educativa de la Uni-
versidad. Esto para el caso de que las res-
puestas fueran muy claras en cuanto a los
intereses del alumno; en el caso contrario
de que al alumno en cuestion le interesara
todo o nada de las areas del conocimiento,
se le sugeria que aplicara nuevamente el
instrumento, discriminando de mejor for-
ma sus respuestas para que fuera posible
orientarlo de acuerdo a la oferta educativa
de la Universidad.

La aplicacion en cuestidn correspon-
de al Sistema de Intereses Vocacionales
en Linea - SEIVOC, creada en su primera
versidon para automatizar el trabajo
de las orientadoras y solo atender
casos especificos logrando una
mayor eficiencia en la atencién
de la comunidad estudiantil, poste-
riormente evoluciond en funcionali-
dad y actualmente es posible acceder a
materiales de apoyo dinamicos que orien-
tan de mejor forma a los estudiantes en
la toma de decisiones acerca de su prepa-
racion profesional en la Universidad, todo
esto con la intencidn de evitar la deser-
cion estudiantil a causa de la desinforma-
cion.

La aplicacion se encuentra en
https://www.vocacionseivoc.unam.mx/
y para usarla es necesario que realizemos
un breve registro, posteriormente nos in-
vita a contestar una serie de preguntas
y nos muestra la retroalimentacion de la
oferta académica; un consejo importante
es que al momento de contestar el cues-
tionario tengamos en cuenta que las pre-
guntas son muy particulares pero corres-
ponden a un area general, por ejemplo,
éte gustaria ordenar libros en una biblio-
teca? corresponde a la cuestion de la
organizacion.

Para concluir, hay que to-
mar en cuenta que el SEIVOC
es una herramienta pionera
en su tipo y aunque existan otras
similares, su desarrollo y evolucién ha
sido constante, agregando funcionalida-
des de apoyo para los estudiantes de ni-
vel bachillerato para la toma de decisio-
nes de acuerdo a la oferta académica de
la Universidad. i

1. Deacuerdo con la RAE un internauta es una persona que navega por internet
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